Chwong 8

PHU'ONG PHAP QUANG PHO VA
HE THONG XET NGHIEM HOA SINH

MUC TIEU HOC TAP
1. Nguyén ly xét nghiém ctia mdy xét nghiém héa sinh tw déng.
2. Cdu triic co bdn cia mdy xét nghiém héa sinh tw déng.
3. Van hanh, bdo duéng co ban cho mdy xét nghiém héa sinh tw déng.

4. Mgt 56 16i thuomg gdp trong qud trinh van hanh mdy xét nghiém héa sinh tw
déng va bién phdp khdc phuc.

5. Gidi thiéu mét sé hé théng xét nghiém héa sinh.

1. TONG QUAN VE PHU'O'NG PHAP
1.1. Khai niém vé phwong phap

Phuong phép quang pho 1a phwong phap xac dinh, dinh lwong su twong tic
cia anh sang véi cac phan tir vat chat va dong vai tro quan trong trong nhiéu linh
vurc khac nhau. Ban chat caa sw twong tac nay phu thudc vao cac dac tinh vat 1y, héa
hoc cia ching. Phep do quang pho bao gom quang phé tan xa, quang phé hap thu,
quang pho phat xa..

Phuong phap quang phd dwoc néi dén trong néi dung bai viét nay mang ban
chat 1a quang pho hap thu - mot ky thuét do lwong anh sang hap thu khi 4nh sang
di qua mot dung dich chit hay hop chit. Moi hop chét héa hoc déu hip thuy, truyén
hodc phén xa 4nh sang (btrc xa dién tir) trén mét dai buéc séng nhit dinh. Nguyén
tic co ban 1a moi hop chit hdp thu hodc truyén anh sang trén mét dai buéc song
nhat dinh. Phép do quang phé cho phép phan tich dinh lwgng hiru ich trong cac
linh vire khdc nhau nhw héa hoc, vat ly, héa sinh, vat liéu va ky thuat héa hoc va cac
rng dung lam sang.

1.2. Lich sir phwong phap

Nhirng khia canh co ban ctia quang hoc, chang han nhw cac dinh luat chi phéi
su khiic xa anh séng va ban chdt ctia anh sang da dwoc thiét 1ap va dinh nghia cu
thé vao nhitng nam 1760, dwéi Iy thuyét vé dnh sang cta Isaac Newton. Vao nhitng
nam 1800, khoa hoc thé gi¢i da san sang cho cac phép do chinh xac vé buéc séng
va nhirng khai niém buéc dau danh ddu sv ra doi cia quang phé dinh lwong. Pau
nhitng nam 1920, cac nha khoa hoc nhan ra rang diéu quan trong 1a cac két qua tir
phép do quang phd khéong chi cung cap cac thong tin dinh tinh ma con dang tin cay
va c6 y nghia vé phan tich dinh lwong. Nam 1925, Hiép hdi Quang hoc Hoa Ky da
thanh 1ap mot Gy ban tién b vé phép do quang ph6 va ban hanh mét bao céo théng
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nhat v& phwong phép quang phs, trong bao céo nay cac vdn dé con ton dong ciia
phép do quang phé vao thoi diém d6 dwoc dé cap dén. Bén canh viéc thi€u tw dong
héa rd rang, nhidu vin dé dwoc d cap dén trong bao céo con lién quan dén viéc thu
thap va phan tich két qua tir phép do nay.

May quang phé tw déng d3u tién ra doi vao nhirng nim 1928-1928 béi Hardy
va cdng sw clia 6ng tai Hoc vién Cong nghé Massachisetts. Sau giai doan nay cac
tmg dung cia méy quang phé dwoc phd bién ngay cang rong rai trong nhiéu linh
vuc khac nhau. Thiét bi phan tich quang phd tw déng dwoc thuong mai héa vao
nhirng ndm 1940 v&i may do quang phé DU (Model D Ultraviolet) cia Arnold
Beckman. Thiét bi ndy cling véi mot loat cac hé théng may quang phé cung thoi ky
dwoc thiét ké lwa chon cac buwéc séng phan tich mét cach tha cong, doc truc quan
va ghi cac gié tri diu ra cta thiét bi dé phén tich. P9 phirc tap cua cac thiét bi phan
tich ngay cang tang 1én bao gom phan tich cac tin hiéu huynh quang, quét phan tich
ddng thoi ca buéc séng diu vao va diu ra thiét bi. Cing véi sw ra doi ctia chit ban
dan, mach tich hop va may tinh c4 nhan din lam gidm béi kich thwéc va do phirc
tap clia cac thiét bi do quang, dong thdi bé sung kha nang phan tich, lvu trir va
danh gia dir lidu thu dwoc. Nim 1979 may quang phd méng diode thwong mai dau
tién dwoc san xudt véi tén goi HP 8450A bdi Hewlett-Packard. Khac v&i may quang
phé ctia Beckman thiét bi nay cung cip ngudn sang dau vao véi nhiéu buéc séng
khac nhau, sw hip thu 4nh sing ctia cac phan tir vat chit phu thudc vao tinh chét
ctia né, tin hiéu dwoc thu nhan bang cac cach tir mang diode quang phat hién vung
bwéc séng ctia quang phd. K& tir d6 viéc ché tao va rng dung cla céc thiét bi quang
phé da ting 1én rat nhiéu va tré thanh mot cong cu hiru hiéu dwoc rng dung trong
nhiéu linh virc khac nhau.

2.NGUYEN LY PHUONG PHAP
2.1. Co' sé vat ly va hoa hoc

Anh sang 1a mét dang phén tir vét chat, vira c6 tinh chét hat vira c6 tinh chat
séng. Vé tinh chat séng, anh sang cé ban chat séng dién tir, lan truyén trong khéng
gian c6 vat chit va chan khong, van toc lan truyén cla anh sang trong chan khong
la 3.108 m/s. Mot dic trung quan trong vé ban chat séng cla dnh sang ciing nhuw
quang phé hap thu 1a bwéc séng anh sang, con goi la do dai séng (ky hiéu ).

Ve tinh chit hat, anh sang c6 ban chat lwgng tit dwoc lan truyén trong khong
gian duwéi dang cac hat photon mang nang lwong. Chuyén dong clia phan tir vat
chat rit phirc tap, bao gobm chuyén dong clia cac nguyén tit, chuyén dong dao dong
va chuyén dong quay clia ban thin phan tir. Méi dang chuyén déng phan tir xay ra
dong théi va c6 twong tac 1n nhau, méi dang déu cé nang lwong dac trung, véi:

Ephén tir = Enguyén ur + Edao dong + Equay.

Phan tir vat chit chi c6 thé nhan (thu) hodc mat (phat) nang lwong theo tirng
lwong tir mot, nghia 13 timg buéc twong tng véi chénh léch gitra cac mirc ndng
lvgng ctia phan tir mot cach gian doan. Su chuyén dich giira cic mirc niang lwong
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dién tir doi hdi ndng lwong lwong tir 1ém hon nhidu so véi sw chuyén dich giira c4¢
mirc nang lwong giao dfng, con sw chuyén dich giira cic ning lwong giao dng laj
doi hoi mirc nang lwgng 16n hon nhiéu so véi sy chuyén dich gitra cdc mirc ning
lwong quay. Bién thién ndng mirc ning lwong dién tir héa tri clia phan tir twong
ng véi mirc ndng lwong cla cac hat dnh séng (photon) c6 buéc séng trong viing tiy
ngoai va kha kién. Pdy la co s& ly thuyét ctia phwong phap quang phé.

Quang phé hép thu thyc chit 14 qua trinh twong tac giira cac hat photon cia
anh sang voi cac phan tir vat chit. Khi chiu chum tia 4nh sang tring véi cic
photon c6 mirc nang lwong lwgng tir khac nhau di qua mot dung dich chét hap thy
trong sudt, dung dich chi hdp thu chon loc nhirng photon cé6 mirc ning lwong phi
hop v&i nang luwong dién t, nang lvong giao dong va ning lwong quay ctia né. Nhyr
vdy, cac phan tir vat chét ciu tric khac nhau sé cho nhirng phé hap thu véi cic dinh
tan s6 (buwéc séng) khac nhau.

Qua trinh hdp thu photon xay ra trong khoang théi gian rit ngan. Sau hip thy
photon, mirc ndng lwong clia phan tir tang lén va chuyén sang trang thai kich thich
khong bén virng, sau dé, ngay 1ap tirc phén tir gidi phéng ning lwong dw thira va
tré vé trang thai bén virng. Nang lwong du thira c6 thé dwoc tra lai duéi dang bire
xa c6 anh sang budc song dai hon, nhw anh sang huynh quang hoic quang 1an, hosc
chuyén thanh chuyén dong nhiét ciia phan ti.

Mot mdy quang phd tao ra nhiéu bwéc séng vi cic hop chit khac nhau hap thu
t6t nhdt & cac budc song khéc nhau. Gia tri nay dwoc goi 1a buéc song hap thu cuc
dai, day la buéc song ma tai d6 sw hdp thu anh sang ctia phin tir vat chat 13 1én nhat.
Buérc séng hdp thu cuc dai cia mét chat dwoc xac dinh thong qua viéc khao sat gia
tri do hdp thu quang (A=Absorbance) & cac gia tri buwéc soéng khac nhau. Vi duy, p-
nitrophenol (dang acid) c6 d9 hdp thu cwc dai & khoang 320 nm va p-nitrophenolat
(dang co ban) hép thu t6t nhat & 400nm, nhw thé hién trong hinh 8.1.
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Hinh 8.1. b6 hap thu cia hai hop chit khac nhau

Nhin vao biéu d6 do do hdp thu va buwéc séng, ciing c6 thé quan sat thiy mot
diém déng tich. Piém ding tich 1a buéc séng ma dd hip thu cta hai chit hodc nhiéu
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hon 1a nhw nhau. Sy xut hién cia diém déng tich trong phan Gng chimg to ring
KHONG can chét trung gian dé tao thanh san ph4m tir cht phan ung.
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Hinh 8.2. Piém déng tich

2.2. Pinh luat Lambert-Beer
2.2.1. Mgt s6 khdi niém
2.2.1.1. b6 thdu quang (T-Transmittance)

Khi chiéu mét chum tia don sic c6 cwong do lo qua mét dung dich chat hap
thu ::Lro'ng dd chum tia 16 I.. M@i lién quan giira gia tri lo va It dwoc biéu thi théng
qua gid tri do truyén qua T. o thdu quang dwgc tinh bang cong thirc:

Transmittance (T) = It/lo
Trong dé I 13 cwong dd sang sau khi chum sang di qua cuvet va lo la cwong dé
sang trwée khi chum sang di qua 16p phén tir vat chat.
2.2.1.2. 6 hdp thu quang (A - Absorbance)

D6 hip thu quang (A) 1a dai lwong dic trung cho mirc d6 hap thu photon cua
cac phin tir vat chit dwoc phan tich, dwoc tinh toan bang cong thirc:

Absorbance(A) = -log(T) = -log (It/lo)
Po hap thu quang A con duoc goi la méat dé quang (D)

Véi lwong hdp thu da biét tir phwong trinh trén, c6 thé xac dinh nong do chua
biét ctia mAu bing cach sir dung Pinh lut Beer-Lambert.
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2.2.2. Dinh ludt Lambert-Beer

Hinh 8.3. Hinh minh hoc dinh luit Lambert-Berr

Theo ky thuét trac quang khi chum 4nh sang téi c6 cwdng d6 lo di qua dung
dich thi mot phan anh séng téi bi phan xa, mét phan bi hdp thu va phan con lai
truyén qua. Néu mét phén cla anh sang t&i bi phan xa 12 Ir, phin bi hip thu 13 L va
phan bi truyén di la It. Sau d6, chiing ta c6 thé viét -

lo=lr+la+1t

Trong mdy quang phd I bi loai bé vi phép do It va Io Ia di cho phép do .. Vi
vay, Ir duoc gir khong doi. Méi quan hé giita lwong anh sang dwoc hip thu va nong
dd cia chét c6 thé duoc thiét 1ap bang cach tuan theo hai dinh luat:

Dinh ludt Beer: Theo dinh luat nay lwong anh sang bi hip thu ty 1é thuan véi
nong do chit tan trong dung dich dang phan tich.

k=¢eC
Trong d6: k la hé sé hdp thu
g la hdng s
C la n6éng dé chdt tan trong dung dich

Dinh ludt Lambert: Theo dinh luat nay, lwong dnh sdng dwoc hip thu ty 1é
thuan véi chiéu dai hodc d6 day cia dung dich dang phan tich.

Ie=1o.10K
Trong dé: lo: la cwong do dnh sdng téi
It:1a cworng dé chum tia 16
k: la hé sé hdp thu
I: la chiéu day I6p dung dich ma dnh sdng di qua

Nhu vay, néi mét cich don gidn, mdy quang phd dya trén Pinh luat Beer-
Lambert phat biéu rang lwgng 4nh sang bi hdp thu ty 1é thuin véi ndéng dé cha chat
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tan trong dung dich va d$ day cia dung dich dwoc phén tich. Buoc biéu thi bang
cong thirc:

le= l0.10-C!
Dé thuén loi cho viéc do va tinh toan, cic nha khoa hoc da dwa ra cac dai
lwong vé sy hp thu clia 4nh sang nhu:
- D thdu quang T: T = I¢/Io = 10-C!
- D0 hédp thu quang A (Absorbance) hay mat dd quang OD (optical density):
A=0D =log 1/T = log 1/10-C1= log 10:C! = £Cl

- Giira d hdp thu quang A va ndng d dung dich hdp thu C c6 méi quan hé
tuyén tinh v&i ham s6 c6 dang y=ax, do thi 1a 1 duwdong thing di qua goc toa do. Nhu
vay, khi biét dwoc A ta c6 thé dua vao biéu dd nay dé tinh duoc nong do C. Dy
chinh 12 co s& khoa hoc ctia phwong phép biéu dd mau. Vi viéc sir dung mot hodc
nhiéu dung dich chat hdp thu véi cac nong do khac nhau va thyc hién viéc do gia tri
do hap thu quang twong &ng véi cic mirc nong do dé xac dinh cac diém toa d6 cho
viéc thiét lap biéu db.
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Hinh 8.4. Biéu do mau

- Luwu y: trong khoang A hay OD nhé hon 0.6 mat d§ quang phu thugc tuyén
tinh vao nong d6 dung dich chét hdp thy, con khi A(OD) > 0.6 khéng con thi tinh
chat tuyén tinh khong con nira nira do khi dung dich déc, cac phan t& hap thu dnh
sang & gin nhau, mot phin ning lwong hdp thu sé méat di do va cham, vi vy mdi
twong quan giira A va C khéng con tuyén tinh. Vi vy néu xac dinh OD > 0.6 ta phai
pha loiang dung dich bing cac dung dich pha loang thich hop véi chdt can phan tich,
sau d6 gia tri nong do do duwoc sé phai nhén véi do pha lodng dé ra dugc gia tri
nong do cudi cling cia chdt phén tich.

- (*ng v&i méi chdt can dinh lwgng, héa chat va phwong phép lwa chon anh
sang c6 buérc séng khac nhau, song cén lya chon buéc séng ma tai d6 chat cin dinh
lwong cé do hdp thu cuc dai dé dam bao két qua xét nghiém.
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3. CAU TRUC CO' BAN CUA HE THONG DO QUANG PHO
3.1. May do quang phé (spetrophotometer)

- A |

Nguén sing Thiu kinh B4 loc tia dom siic Cuvette Detector  Man hinh hién thi

Hinh 8.4. M4y quang phé

Nhin chung cdu tric co ban clia may quang phd bao gdm cac bd phan chinh
nhw sau: nguon séng, b phan loc tia don sic, budng do, b6 phan thu nhén, phan
tich va xur ly tin hiéu.

3.1.1. Nguon sdng

Ngudn cung cdp nh sang trong cac may quang phé 1a cac dén. Tuy theo muc
dich phan tich va can cir vao gia tri buéc séng hap thu cuc dai ctia cac hgp chat can
phan tich d€ lya chon loai dén phu hop. Ngudn séng phé bién nhét tmg dung trong
vung kha kién va viing can hong ngoai (near-infrared) 12 bong den tungsten hoac
tungsten-iodide. Chi khodng 15% birc xa phat ra roi vao viing kha kién, con lai hiu
hét roi vao Vung can hong ngoai. Théng thwdng, mot bé loc hap thu nhiét dwoc lap
vao giira dén va mau dé hdp thu birc xa hong ngoai. P& cung cip 4nh séng c6 bwérc
song trén 320nm, thwong sit dung dén diy tc wonfram hoidc dén halogen. Trong
khi dé, den Deuteri (D2) la ngudn cung cap 4nh sang tir ngoai dwoc sir dung phd
bién c6 thé cho anh sang & buéc séng dwéi 350 nm. Véi nhitng hé théng may st
dung buéc song cho hoat dong clia né trong ca vung kha kién va tir ngoai thwong
dwoc bo tri ca hai den va sé dwoc luan chuyén tily muc dich st dung, hodc sir dung
dén c6 pho phat xa réng & ca hai viing kha kién va tir ngoai. Pén thiy ngan ap suat
thap phat ra quang pho vach véi ca ving UV va viing kha kién. Pén thiy ngan cao
ap va trung binh phat ra lién tuc tir ving UV dén gitra viing kha kién. Yéu t6 quan
trong nhat clia nguon sang la gi¢i han phat xa, phan phéi phé trong gi¢i han, ngudn
cung cap birc xa, sw 6n dinh cda nang lwong birc xa va nhiét do.
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Hinh 8.5. Pén Deuterium Tungsten Halogen

3.1.2. Bé loc tia don sdic

Sw phan tach 4nh sang thanh cac tia sang don sic nho bo phan tao tia don
sac. Mirc do phan tach anh sang phu thudc chirc nang ctia tirng loai bé phan c6 thé
tach tia don sac va chiéu rong cia khe sang dén va di. Dai pho (bandpass) cua bo
phan tao tao tia don sic dwoc xac dinh 1a khodng gi¢i han clia budc song truyen
qua va chiéu rong cia dai dwoc tinh toan tai vi tri mot nira chiéu cao téi da cia

cuwong do buéc séng.
Cirdng dp cao nhét

f \

:" \

f |
< , ’I, Ddi phé bdng vdi chiéu
=T} Chiéu cao dinh song | l', . —-—rfng d&v di @ mét nira
g [ o chiéu cao dinh ti da

/)r.lr ‘.\
Ty o e s

Bude song (1)

Hinh 8.6. Cach xac dinh dai phé (bandpass) cia b phan tao tia don sic
B6 phan tao tia don sdc it ton kém nhat la kinh loc (colored-glass filters).
Kinh loc thwong c6 mot dai birc xa nang lwgng twong d6i rong va cé do truyén
thap. Mic dit khong chinh x4c nhung ching don gidn, ré tién va dé dung.
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Yollow

Yellow Yollow

(1) (2) (3)
Hinh 8.7. D6 rong vach phg khac nhau ctia cac thiét bi (Instrumental bandwidth)
(1) Do rong vach phé 1om (50 nm): C6 mét ddi mau ctia chum sang

(2) D6 rong vach phé trung binh (20 nm): Chim sdng c6 mét mau, két qua khong
chinh xac

(3): D6 rong vach phé hep (0.1 nm): Chum séng c6 mét mau cho két qua chinh xac

(Ngudn: Bishop, M. L, Fody, E. P, & Schoeff, L. E. (2018). Clinical chemistry: principles,
techniques, and correlations. Eighth edition. Philadelphia: Wolters Kluwer)
Kinh loc tao tia don sac dwa theo nguyén 1y giao thoa 4nh sing. Hai phin ciia
kinh loc, dwoc ngan cach béi mot tdm trong suét. Anh sang di vao mot mit ctia kinh
sé dwgc phan xa & mat con lai cta kinh. Nhitng bwéc séng gip doi khoang cach
gira hai bé mat cla kinh s& phan chiéu qua lai, giao thoa céng hwéng néu chiing
cung pha khi gdp nhau va di qua bé mit kinh loc hoic giao thoa triét tiéu néu
nguoc pha. Do cac bg loc truyén qua nhiéu buéc séng mong mudén do dé can doi
hoi céc bo loc phu dé loai trir cac song harmonic (séng cé tan sé cao khong mong
mudn chong 1én séng co ban tao ra dang séng bi bién dang). Kinh loc giao thoa cé
thé thiét ké doi voi dai budrc song rat hep véi hiéu qua cao.

ol i

Tim dém

Hinh 8.8. Nguyén ly tao tia don sic ctia kinh loc giao thoa
Lang kinh la mot dang tao tia don sdc khac. Mot chtim 4nh sang hep hdi tu vao
lang kinh bi khiic xa khi né di qua. Budc séng ngin bi khic xa nhigu hon so véi
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budc song dai (vi du anh sang violet c6 budc song ngin hon anh sang do6 vi vay
cong hon so véi dnh sang mau dé), din dén hién twong tan sdc clia anh séng tring
tao thanh phé lién tuc. Cc ling kinh c6 thé xoay duorc, chi cho phép budc séng
mong mudn qua khe sang di.

s:d
Yellow
Green

Indigo
Vielet

Hinh 8.9. Nguyén Iy tao tia don sic cla lang kinh
Cach tir nhiu xa (Diffraction gratings) la dang tao tia don sic phd bién nhit
duoc st dung, bao gbm nhiéu rinh song song (50 dén 6000 ranh/mm, thong
thwong 1200 - 2400/mm) dwoc tao trén bé mit bong. Sw nhiéu xa, sw phan tach
clia 4nh sang, dua trén nguyén tic cac buéc song bi uén cong khi di qua mot vat
can (géc nhon). Mirc d6 uén phu thudc buéc séng.

Chixm nhifu xa 6 3
gocphinxar P
2

~

Hinh 8.10. Nguyén ly ctia cich tir nhiéu xa

7’ . \ ” e L) .« X
Géc i tao béi tam cua rdanh song song véi chum dnh sdng don sdc. Chum nhiéu
xa dwoc phdn dnh & gocr
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3.1.3. Buong do

Budng do la budng kin chira cic ong phan tich (Cuvett). Cac dung dich chira
cac thanh phan can phén tich (miu) dwoc dé trong cic ng miu bang thiy tinh/
nhya trong suét, néu viéc phan tich sir dung tia tir ngoai thi cuvett dwoc sir dung
dwoc lam bang thach anh.

Hinh 8.11. Cuvet

3.1.4. B6 phan thu nhdn va xir Iy tin hiéu

Bo phén ti€p nhan tin hiéu chuyén ning lwong birc xa dién tir thanh nang
lwong dién. Loai thir nhat 1a t€ bao quang dién (photocell). Photocell bao gdbm tim
nhay cam dnh sang, thuwong 1a selen gan trén mot tim bang sit. Trén cung 12 16p
bac méng, trong suét. Khi tiép xiic véi 4nh sang, cac electron trong tim nhay cam
anh sang bi kich thich va giai phéng dé chuyén sang tam bac cé tinh din dién cao.
Tai tdm bac, mot dién tré trung binh chéng lai dong electron vé phia tim sat, tao
thanh rao can gia dinh dong chdy vé hwéng dé. Két qua 1a tao ra sirc dién dong cua
riéng n6 va c6 thé do dwgc. Dong dién tao ra ti 1é véi birc xa dén. Photocell khong
can nguon dién bén ngoai ma phu thudc vao su chuyén dién tir bén trong tao ra
dong dién & mach ngoai. Do ndi dién trér thap, dau ra cla nang lwong dién khéng dé
dang khuéch dai. Do d6, loai dectector nay thwong dwoc sir dung cho cac quang ké
c6 dai phé rong, tao ra mirc chiéu sang khé cao nén khong cin khuéch dai tin hiéu.
Photocell khong dit va bén, tuy nhién nhay cim véi nhiét do & mirc rit thip va
mirc do chiéu sang rit cao

Loai thir hai la 6ng quang dién (phototube) thwong hay dwoc sir dung nhat do
phé hoat dong rong (tir 190-900nm), db nhay va tinh chon loc cao. Phototube
twong ty nhu mot 16p rao can té bao trong dé vat liéu cam quang tao ra cac
electron khi néng lwong 4anh sang chiéu vao né. Phototube khac & chd cin cé dién
ap bén ngoai dé hoat dong. Phototube chira cathode tich dién am va mdt anode tich
dién duwong dat trong budng kinh. Cuc am 14 cac vat liéu (Ruby, Liti...) ma hoat
dong nhw mot dién tré trong béng téi nhung phét ra cac electron khi tiép xic voi
anh séng. Cac electron di chuyén qua cwe dwong tich dién va sé quay tré lai thong
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qua mach dién bén ngoai. Cac cyrc Am thwdrng c6 dién tich bé mat 1on. Thay d6i vat
liéu cathode sé thay d6i bwéc séng ma tai doé phototube cho dap rng cao nhit.
Dong quang dién la tuyén tinh, véi cwong dd anh sang chiéu vao cathode khi hiéu
dién thé gitra cathode va anode khéng d6i. Ong chan khéng trong tube tranh dwoc
sw tan xa cua cac dién tir do va cham véi phén tir khi.

Loai detector thir ba 1a photomultipler phét hién va khuéch dai nang luwong
birc xa. Anh sang chiéu vao cathode dwoc phi, phét ra cac electron. Cac electron bj
hut vao cac cac cwc dwong (anodes) dwoc goi la dynodes, mo6i dynode c6 hiéu dién
thé dwong cao hon lién tiép nhau. Nhitng dynode nay la vat liéu tao ra nhiéu
electron thi cdp khi bi va cham béi cac electron déc thin. Sy phat xa dién tir ban
dau & cuwc am kich hoat nhigu dong electron bén trong ban than dng PM. Do sy
khuéch dai ctiia PM gép 200 I4n so véi phototube. Ong PM dugc sir dung trong thiét
bi cwc ky nhay cadm véi mirc 4nh sang thdp trong thoi gian rat ngan. Su tich liy
electron kich thich anode san xuét tin hiéu dién, dwgc do bing ampe va ty 1é véi
cudng ban dau cda anh sang. Tin hiéu twong tw dwgc chuyén d6i dau tién thanh
dién ap sau dé dén tin hiéu ky thuat sd thong qua viéc sir dung bd chuyén doi. Tin
hiéu ky thudt sé dwoc xir ly dién tir dé tao cac s6 liéu doc.

Hinh 8.12. Cac chudi dynode trong photomulitpler

(Ngudn: Bishop, M. L., Fody, E. P., & Schoeff, L. E. (2018). Clinical chemistry: principles,
techniques, and correlations. Eighth edition. Philadelphia: Wolters Kluwer)
Mot loai thiét bi khac la photodiodes, tuy khong nhay bang PM vi thiéu bo
khuéch dai bén trong, nhung dd tuyén tinh, téc dé va kich thwéc nho nén hitu ich
trong viéc khuéch dai khi anh sidng & mirc vira phai. Photodiode array (PDA) c6
khoang 256 dén 2048 photodiodes trong khoang tuyén tinh. Moi photodiodes dép
rng véi mot buéce séng cu thé va két qua tao ra phé UV/kha kién hién thi trong it
hon 1s. Péi véi may quang pho st dung PDA, céch tir dwoc dugce dinh vi sau cuvet
va phan tan birc xa truyén qua PDA
P6i véi quang phd chum tia don sic, d6 hdp thyu phai dwgc trang bang cach st
dung dung dich tham chiéu phi hgp khéng bao gom chét phan tich. Mdy quang phé
chiim tia kép cho phép tw dong hiéu chinh dd hép thu mau va dung dich tham chiéu.
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4. HE THONG MAY HOA SINH SU’ DUNG NGUYEN LY PHU'ONG PHAP QUANG PHG

Sw phat trién va wng dung ngdy cang rong rai cia cic hé thong may xét
nghiém dva trén phwong phap quang phé cung véi nhirng sw phat trién vurot bac
cua khoa hoc cong nghé, kéo theo nhirng céi tién vé ciu tao va tinh ning cta hé
théng. Cac nha san xuit ngdy cang tao ra nhiéu tinh ning wu viét cho hé thdng cta
minh trong sw canh tranh ngay cang 1ém trong linh virc xét nghiém y hoc. Mac du cé
nhiéu sy khic nhau v& nhiéu tinh ning va hiéu suit clia cic nha san xuit khac nhau
nhung vé co ban cdu tric ciia mot hé théng may xét nghiém héa sinh déu dwoc xay
dung dwa trén nguyén ly cia phwong phap quang phé nhuw da dé cip & trén véi
thanh phan nong c6t 1a bd phan do quang.

Vé co ban thiét bi phan tich dwa trén phwong phap quang phé dwoc xép 1am
hai nhém chinh ty dong va ban tw dong. P6i véi mdy phan tich ban tw dong cac
thao tac thuc hién phan ing dwoc thuc hién thi cong trwéc khi dung dich sau phan
ung dwoc dua lén cac may phén tich d€ tinh todn ndng dé. Véi hé thong may phan
tich tw dong cac thao tic dwgc thuce hién hoan toan tw déng véi sw ho tro cia cac hé
théng ho tro quén 1y van hanh va thuc hién phén tich bao gém b phan diéu khién,
chuyén mdu, hiit mau, bé phan phan rng, bd phan do quang va doc va phan tich két
qua gitp gidm thiéu cac sai s6 c6 thé xay ra déi véi két qua phan tich.

4.1. B6 phan diéu Khién
4.1.1. Vai tro

B6 phan diéu khién cé chirc ndng giao ti€p véi cac bo phan trong hé thdng
van hanh cta thiét bi, thong qua céc s liéu va dir liéu dwoc thu thip dwoc tién
hanh diéu chinh cac thiét bi may mdc theo cac ché d6 hoat dong da dworc cai dat tir
trwdc. Bo diéu khién tw dong thu thap, xtr ly théng tin va tic ddng 1én hé thong dé
dap urng cac hoat dong cua hé thong theo yéu cau. Piéu khién tw dong 1a qua trinh
diéu khién ma khong cén su tac dong cta con nguwoi. Bd phan diéu khién tao cac tin
hiéu diéu khién gitp cac Iénh dwoc thue hién mét cach tuén tw, tiép nhan tin hiéu,
s0 liéu tir d6 dwa ra phan doan va phwong phap thich hgp nhat dé giai quyét van deé
thong qua cac lap trinh c6 san cho may trong tirng tinh huéng khac nhau.

4.1.2. Cdu tric

Bo phan diéu khién cia may xét nghiém dwoc cdu tric bao gbm man hinh
diéu khién chita giao dién van hanh cta hé théng, cac bo vi xir ly va cac hé thong
thu nhan va truyén tin hiéu tai cac tram diéu khién.

4.2. B phan chuyén mau
4.2.1. Vai tro

Hoat dong ctia hé théng van chuyén va phan phdéi chiu sy chi phdi cia hé
théng diéu khién. Tuy theo mong muén va yéu cau ctia nguwdi dung théng qua hé
théng diéu khién thyc hién viéc phan phdi mdu dén cac vi tri thuc hién phan tich,
va nguoc lai vAn chuyén mau da hoan thanh viéc phén tich vé vi tri ban dau dé thuc
hién viéc lwu triv.
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4.2.2. Cdu truc

Bo phén van chuyén va phan phéi miu hoat dong dudi sy gidm sat va didu
khién cda théng didu khi&n théng qua bd phén thu nhan tin hi¢u cua n6. Théng qua
céc hé thdng robot chuyé&n miu thwc hién viéc phan phdi mau vé cac module phan
rng dé thuc hién viéc phan tich.
4.3. B6 phan hat miu
4.3.1. Vai tro

Péy 13 bd phan chiu trach nhiém hit dich mu va chuyén tir 6ng mau sang
cuvet. TQy tirng nha san xudt thi s& c6 ciu tric riéng song thuong bao gom 2 bd
phan chinh 13 pipet htit mAu va khu vuc dich rira dé vé sinh kim cta pipet hat mau,
nhdm tranh gay nhiém chéo giita cic mau sau mdi lan hut.
4.3.2. Cdu truc

Pipet hiit mau c6 ciu tao gdm 1 canh tay van chuyén va kim hat. Khi rack vao
vi tri hiat mAu, canh tay van chuyén sé di chuyén va dwa kim hit vao 6ng mau, sau
d6 hut miu va ddy dich mAu vao 1 6 trén dia phan &ng. Khi hut, mirc dich mau sé
dugc nhén biét chinh xac bing cam bién dién dung cuc nhay, mirc dd dong mau
(clot) nhén biét théng qua 4p lwc hut. Sau méi Ian van chuyén dich mau, kim hut sé
dwoc riva lai bang dich rira va dwa vé vi tri cho (Stand by).
4.4. B6 phan phan irng
4.4.1. Vai tro

B6 phan phan (ng 1a noi xay ra cac phan (rng cla cac xét nghiém phan tich,
déng vai tro quan trong trong qua trinh bién ddi cac thanh phan can phan tich dé
tao ra sdn pham co6 thé do lwdong duorc.
4.4.2. Cdu truc

B6 phan nay bao gom khu vuc héa chét c6 chira cac lo hoa chat phan rng, khu
vire dia phan tng duoc chia thanh cac 6 dé chira héa chat va dich mau, kim hit héa
chat. Tai khu vuc nay, héa chit dé phan tmg dwoc van chuyén tir lo hoa chat sang tirng
cuvet riéng biét. Truréc khi hit héa chat, kim hut sé dwoc riva bang nuéc khir ion.

Pia phan rng thwdng bao gém cac thanh phan chinh:

- Pia gdbm cac 6 phan &rng (c6 thé dwoc ngdm trong nuwéc dé ).

- B phan trén c6 thé bang co hoc hodc song siéu am.

- Hé théng do quang v&i kha ndng do lién tuc do hap thu quang ctia hon hop
phan &rng ctia moi 6.

- Dung dich rira 6 phan wng sau khi da hoan tét qua trinh do.

- Pia phan &ng dwoc duy tri nhiét do trong khoang 37°C (12G).

4.5. B6 phan do quang
4.5.1. Vai tro

LA bd phan déng vai tro trung tdm trong xét nghiém dwa trén nguyén ly
quang phé. Théng qua bd phén nay néng dé cac chat can dinh lwgng dwoc xac dinh
gian tiép thong qua su thay d6i cwong do anh sang dwgc ghi nhan.
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4.5.2. Cdu triic

Cau tric cia bé phin do quang vé co ban bao gdm cac thanh phén nhu g;
dwoc md ta trong néi dung ca cdu triic may quang phé.

A B e E P & U T L M

|

Hinh 8.13. So' 46 cu tric hé théng quang hoc may xét nghiém

A. Dén quang ké F. Khe sdng (Pédu vao) K. Khe sdng

B. Lép do nwérc G. Budng u L. B6 phdn quan ké
C. Bé loc tia hong ngoai H. Giéng phdn ting M. Cdch tir nhiéu xa
D. Lép chan tia I. Khe sdng (Pau ra) N. Ddu do tin hiéu
E. Kinh héi tu J. Th@u kinh

4.6. B6 phan doc va phan tich két qua

Céc tin hiéu quang dwoc ghi nhin tir bo phén do quang, théng qua bé phin
doc va phan tich két qua thuc hién viéc chuyén dsi cic tin hiéu quang hoc (do hip
thu quang) thanh cac tin hiéu dién (cuong do dong dién). Nong dd cac chat duoc
tinh toan dua trén céc sé liéu vé chuin xét nghiém (calibration) dé tinh toan ra
dugc nong do dwa trén dd hap thu quang ctia chit cin phan tich.

5. 'NG DUNG CUA PHU'ONG PHAP TRONG PHAN TiCH CAC CHi SG HOA SINH
Béang 8.1. Cic phuong phap do va xét nghiém ung dung

STL Phwong phap do Xét nghiém rng dung

Ure, Creatinin, Glucose, Protein,

1 Phuong phap do diém cugi Albumin, Cholesterol...

2 Phwong phéap do dong hoc AST, ALT, GGT, Amylase...
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5.1. Phwong phap diém cudi (Endpoint)

Phwong phép nay chi do d6 hdp thu ctia hdn hop phan tmg mot lan, d6 1a lic
phan &ng tao mau da sdy ra hoan toan, va nong do6 cac chat trong dung dich sau
phan rng da 6n dinh. C6 thé do dé hip thy & mot buéc séng (monochromatic) hodc
hai buéc séng (bichromatic). Sir dung dung dich chudn (Standard) dé dung dwong
chuan hay hé sé cai dat trudec.

Chia theo s8 dung dich chudn sir dung khi do ta c6 3 loai:

(Asamp!e_Ab!ank) Cstandard

Csample -
Astandard=Ablank

5.1.1. Phép do chi sir dung mét dung dich chudn

NO6ng dé cia mau ciing dwoc tinh theo cong thirc:

5.1.2. Phép do sir dung nhiéu dung dich chudn (multistandard)

Nong d6 ctia miu dwoc xé4c dinh tir dwomg cong chudn. Pudng cong nay dung
duwoc tir cac dung dich chuin di biét trwéc nong do va do hdp thu do dwoc:
(Astandard = Ablank) *TR vé&i TR 13 chidu ctia phan tmg (c6 gié tri 1a +1 néu chiéu phan
ng tdng va -1 néu chiéu phan tng giam). Nong d6 cia mau dwoc ndi suy tir dwong
cong chuan: (Asample— Ablank) *TR.

5.1.3. Phép do si¥ dung hé sé

Khi do khéng sir dung cac dung dich chudn ma sir dung mot hé sé cho trudc

dé tinh ra néng do ctia dung dich. Nong dd mau dwgc tinh theo cong thirc:
Csamp!e . (Asamp!e— Abfank) *F

V&i F 1a hé s6 cho trwéc

Chia theo s6 buwéc séng st dung khi do ta cé 2 loai:

- Phép do mét bwéc séng: do o hdp thu cia dung dich Trang, Chudn va Mau
tai mot bwéc song.

- Phép do hai budc séng: do do hip thu cta Trang (Blank), Chudn (standard)
va mau (Sample) tai hai buéc song, mot buéc séng chinh va mét bwéc séng phy, do
hap thu ctia cac dung dich dwoc tinh theo cong thirc sau:

+ Asample, Astandard, Ablank=Almain- Alref.

+ Trong do: A: do hap thu.

+ Imain: Buéc song chinh.

+ Iref: Bwdc song phu.

5.2. Phwong phap dong hoc (Kinetic)

Phwong phap dong hoc dugc st dung dé do d6 hoat dong cua enzym. Dac
diém cia phwong phap nay la do ngay khi bat ddu phan tng, sau mot khoadng thoi
gian tré (Delay time) nao d6, khong c6 thoi gian doi phan ing 6n dinh.

5.2.1. Phwong phdp do déng hoc (K)

P hdp thu cta hdn hop phan rng dugc do n lén trong thoi gian phan ung t

(Reaction time), khoang céch giira n lan do 1a t/n gidy va tinh gia tri chénh léch cua
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céc do hap thu giira phép do sau véi phép do truérc, két qua cudi cing 12 tinh duoc
gia tri chénh léch trung binh/phit (DA/min).

D6 hoat dong clia enzym dworc tinh theo cong thirc:

D6 hoat déng cia Enzym =DA/min.K.

Trong d6, K 1a hé s6 thuwdng dwoc cho trudce véi tirng loai hoa chat.

Don vi do d6 hoat dong enzym 12 U/L, ngoai ra con stt dung don vi méi la kat
(katal) la lwong men xiic tac sw bién ddi 1 mol co chat trong 1 gidy.
5.2.2. Phwong phdp do thei gian cé dinh (Fixed Time)

Ciing twong tw nhu phép do déng hoc, nhung chi khéc 12 théi gian giira cac
lan do dd hép thu 1a ¢6 dinh.

6. CAC BU'('C VAN HANH CO BAN

Vin hanh hang ngay

1 .

Bit h¢ th&ng va kzém tra diu ngﬁy :

Khéi dng hé thong
KJem tra h¢ thong dau ngay, lqem tra thong bao

1

Trlrt'rc vin hanh thu'\r}'ng quy

. T.huc hién bao duc'.*mg dau ngay
 Chuén bj héa chét
* Thye hién Calibration va QC _
i |
Vﬁn hanh thlm‘ng quy ' .
; Lo i R e v) Pura mau
« Duamiu lén hé thoug méi lén
« Hé théng phén tich két qua hé théng
+ Kiém tra ket qua
l 1
Tét hé théng va kiém tra cudi ngay |
* Kiém tra héa chit va thay thé, d6 b6 chét thai

* Tién hanh bao dudng cudi ngay
* Tit hé théng

Hinh 8.14. Cac buéc van hanh co ban ctia may xét nghiém héa sinh tw dong

7.BAO TRI BAO DUO'NG TRANG THIET BI

Vén dé dam béo chét lwgng xét nghiém dwoc thuc hién théng qua mét quy
trinh gidm sét, ki€m tra va qun ly téng thé trong tit cic cic bwéc va cac giai doan
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n‘{'.viéc chué"_n bi bénh nhan cho dén giai doan phan tich va dién giai két qua. Trong
ol dung t{al hoc nay ching t6i muén nhdn manh dén nhirng lru y co ban déi véi
viéc bdo tri, bdo dwdng co ban nhim duy tri hiéu sudt téi wu cho thiét bi phan tich,

7.1. Bdo dwdng hang ngay
7.1.1. Kiém tra hé théng

- Kiém tra cac cong.

- Dwa mau ra khéi khu vuc xudt mau.

- Dua hoa chit can thiét cho viéc vé sinh hé théng Gng dan 1én hé thong,
thue hién cac chwong trinh bao duéng da dl}qc xdy dung san trén hé théng.
7.1.2. Bdo dwérng khi khéi dong

- Kiém tra hé théng nuéc.

- Thay nwéc va dung dich rira.

- Vé sinh 6ng din diu ngay.

- Kiém tra hé théng quang phé.

- Kiém tra hé théng t6ng thé trén giao dién str dung dé phat hién va xir ly kip
thoi cac van dé niu co.
7.1.3. Bao dwd'ng cudi ngay

- P& rac thai, b6 sung héa chét va dung dich rira (néu cén).

- Vé sinh kim hit mau va kim hit hoéa chat.

- Vé sinh 6ng dn cudi ngay.
7.2. Bao dwérng hang tuan

- Lam sach tram rira bing dung dich vé sinh thich hop theo khuyén cdo clia
nha san xuat.

- Vé sinh bén ngoai kim hat mAu, kim hiit héa chit bang cac dung dich rira.
- Ve sinh khu vuc .
- Lam sach bd phan tron mau.
7.3. Bao dwirng hang thang
- Vé sinh hé théng dan nudrc.
- Thay thé cac 6 phan &rng va vé sinh khu vy t.
- Lam sach hé thong loc, hut.
7.4. Bdo dwirng hang quy
- Vé sinh hé thdng tron mau.
- Lam sach hé théng van loc nuwéc
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7.5. Bdo dwdrng méi 6 thang
- Vé sinh quat thong gio.

- Thay thé dén cia hé théng quang phé theo khuyén cdo véi thoi gian siy
dung chung hodc s6 gio van hanh.

- Lam sach hé théng loc nwérc.
Trong qua trinh van hanh, néu xay ra sw ¢§ c6 thé tién hanh bio dudng
nhirng cong viéc can thiét trwdc thoi han dinh.

CAU HOI LUQNG GIA
L. Trinh bay nguyén ly ctia phwong phap quang phé?

2. Trinh bay dinh luat lambert-Beer va cong thirc biéu dién mai lién hé gitra cac dai
lwong?

3. Cdu tric co ban cia mt may quang phé bao gom nhirng bd phan nao?

4. Trinh bay cic yéu t6 anh hwéng dén chit lwong xét nghiém sir dung phwong
phap do quang lién quan dén thiét bi phan tich va bién phap lam han ché cac vin
de do?
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