
PHƯƠNG PHÁP 
PHÂN TÍCH SẮC KÝ

Ø Sắc ký cột

Ø Sắc ký lớp mỏng

Ø Sắc ký trao đổi ion

Ø Sắc ký lọc gel

Ø Sắc ký khí

Ø Sắc ký lỏng hiệu năng cao



• 1906 – Mikhail Tswett : sắc ký, công trình của Tswett là

ví dụ của sắc ký lỏng hấp phụ trên cột

• 1938 – Izmailov và Schraiber xây dựng và 1958 – Stahl

hoàn thiện phương pháp sắc ký lớp mỏng

• 1941 – A.J.P. Martin và R.L.M. Synge đặt nền tảng cho

sắc ký phân bố: sắc ký giấy và sắc ký khí

• 1960 -1970: sắc ký lỏng hiệu năng cao được xây dựng

và phát triển

• 1937 – 1972: có 12 giải thưởng Nobel cho những công

trình khoa học trong đó sắc ký là nội dung chủ yếu



Định nghĩa: sắc ký là quá trình tách liên tục từng vi

phân hỗn hợp các chất do sự phân bố không đồng đều

của chúng giữa pha tĩnh và pha động khi cho pha động

đi xuyên qua pha tĩnh

v Định nghĩa của IUPAC (1993)



Đặc điểm chung của PPSK: là quá trình tách dựa trên

sự chuyển dịch của hỗn hợp phân tích qua lớp chất bất

động ở trạng thái rắn hay trạng thái lỏng tẩm trên chất

mang rắn (pha tĩnh) và sự chuyển dịch đó được thực

hiện bằng một chất lỏng / chất khí có khả năng di chuyển

(pha động)



• Nguyên lý tách:

– Mẫu phân tích được hòa tan trong một pha động

– Pha động được cho qua pha tĩnh một cách liên tục và không hòa

lẫn với pha tĩnh

– Pha tĩnh được cố định trong cột hay trên bề mặt chất rắn

– Các chất tan là thành phần của mẫu sẽ di chuyển qua cột theo pha

động với tốc độ khác nhau tùy thuộc vào tương tác giữa pha tĩnh –

pha động – chất tan

– Nhờ tốc độ di chuyển khác nhau các thành phần của mẫu sẽ tách

riêng biệt thành dải, làm cơ sở cho phân tích định tính và định

lượng



Phân loại sắc ký:

– Dựa vào phương tiện tách:

• sắc ký cột (column chromatography)

• sắc ký phẳng (planar chromatography)

– Dựa vào pha động, pha tĩnh và cân bằng

chuyển chất giữa các pha:

• sắc ký khí (GC)

• sắc ký lỏng (LC)

• sắc ký lưu chất siêu tới hạn (SFC)



– Dựa theo cơ chế của quá trình tách:

Ø Sắc ký hấp phụ: là quá trình tách do ái lực

khác nhau của các chất tan đối với chất

hấp phụ rắn ( pha tĩnh).

Đối với các chất hấp phụ phân cực, ái lực

đó chủ yếu do tương tác giữa các cực



ØSắc ký phân bố: dựa trên tính tan khác

nhau hay sự phân bố khác nhau của các

chất giữa pha tĩnh lỏng và pha động



ØSắc ký trao đổi ion : là quá trình tách

do ái lực khác nhau của các ion trong

dung dịch đối với các trung tâm trao

đổi ion trên pha tĩnh dạng rắn



• Sắc ký rây phân tử (sắc ký gel):

sử dụng các vật liệu rắn có độ xốp lớn

và các lỗ với kích thước xác định để rây

chọn lọc các cấu tử tùy theo kích thước

và hình dạng phân tử



Ø Sắc ký ái lực: dựa vào tương tác

đặc hiệu giữa một loại phân tử chất

tan với một phân tử hai liên kết cộng

hóa trị pha tĩnh. Đây là một kiểu sắc

ký mới và có tính chọn lọc cao



¢ Dựa theo kỹ thuật tách sắc ký: 

Ø PP tiền lưu

Ø PP đẩy

Ø PP rửa giải

o Dựa theo mức độ phức tạp của PPSK:

– PPSK đơn giản

– PPSK hiện đại





• Một số khái niệm 

–Sắc đồ: quá trình tách

sắc ký làm cho các cấu

tử được tách thành các

vùng riêng biệt có màu

hay không màu trên cột

hay trên mặt phẳng.

Những vùng riêng biệt

đó được gọi là sắc đồ



¢ Sắc phổ: trong quá trình
tách bằng sắc ký, nếu
bằng một cách nào đó ghi
được sự phân bố nồng độ
các cấu tử dọc theo cột
hoặc trên mặt phẳng, ta

thu được một đường cong
gọi là sắc phổ



– Sắc ký đồ: trong PPSK cột, đường biểu diễn sự

phụ thuộc của nồng độ chất đi ra khỏi cột sắc ký

theo thể tích dung môi rửa giải hay thời gian rửa

giải được gọi là sắc ký đồ

• Sắc ký đồ tích phân: là sắc ký đồ mà trục hoành
biểu diễn V dung môi rửa giải hay t rửa giải, còn
trục tung biểu diễn tổng C chất đã đi ra khỏi cột

• Sắc ký đồ vi phân: trục tung biểu diễn C chất

trong từng phân đoạn dung dịch giải hấp



¢ Peak sắc ký



• Các đại lượng cơ bản của sắc ký:

– Hệ số phân bố

– Thời gian lưu giữ

– Hệ số chứa

– Hệ số chọn lọc

– Hiệu năng của cột sắc ký

– Độ phân giải của cột

















• Thiết bị dùng trong phân tích sắc ký:

– Bộ nạp mẫu

– Cột sắc ký

– Đầu dò



• Phân tích định tính bằng sắc ký: dựa vào các đặc

trưng lưu như thời gian lưu, thể tích lưu… của các

cấu tử sau một thời gian rửa giải

– Định tính trong sắc ký đơn giản: dựa chủ yếu vào vị trí cấu

tử trên pha tĩnh. Biện pháp này áp dụng cho SK hấp phụ

lỏng trên cột, SK phân bố trên cột, SK phân bố trên mặt

phẳng ( dựa vào Rf đặc trưng đối với từng cấu tử)

– Định tính trong sắc ký hiện đại: dựa vào việc so

sánh thời gian lưu giữa các cấu tử và các chuẩn



• Phân tích định lượng bằng sắc ký:

– Định lượng bằng PPSK đơn giản: tiến hành

phân tích từng phần dung dịch được hứng ở

cuối cột bằng pp hóa lý, pp hóa học hay pp

densitomet



– Định lượng bằng PPSK hiện đại: thực hiện dựa trên 

việc so sánh chiều cao hay diện tích của các peak đặc 

trưng cho cấu tử mẫu với một hoặc nhiều chuẩn

• Định lượng dựa vào chiều cao peak

• Định lượng dựa vào diện tích peak:

– Phương pháp 100% diện tích

– Phương pháp 100% diện tích chuẩn hóa

theo hệ số hiệu chỉnh

– Phương pháp chuẩn ngoại

– Phương pháp chuẩn nội



ĐỊNH LƯỢNG DỰA VÀO CHIỀU CAO PEAK

• Chiều cao peak được đo bằng cách nối đường

nền giữa 2 chân của peak bằng một đường

thẳng và đo chiều cao của peak từ đường nền
này

• Chỉ dùng phương pháp này khi bề rộng của

peak mẫu và peak chuẩn hoàn toàn bằng nhau



ĐỊNH LƯỢNG DỰA VÀO DIỆN TÍCH PEAK

• Diện tích peak không phụ thuộc vào độ rộng của
peak

là thông số lý tưởng cho việc định lượng
mẫu

• Các cách đo diện tích:
– Máy tích phân điện tử ( sai số khoảng 0,5%)

– Máy tích phân cơ học ( sai số khoảng 1,3%)

– Tính diện tích tam giác ( sai số khoảng 2,6%)



Phương pháp 100% diện tích
• Hàm lượng % của chất phân tích được xác định bằng

tỷ số (%) của diện tích peak của chất đó và tổng diện

tích các peak có mặt trong mẫu

• Phương pháp này hiện rất ít được sử dụng do sai số
rất lớn



Phương pháp 100% diện tích chuẩn hóa theo 

hệ số hiệu chỉnh
• Để hiệu chỉnh sự khác nhau về độ nhạy của detector

đối với từng cấu tử, người ta pha chế mẫu chuẩn chứa

các cấu tử tinh khiết có thành phần bằng nhau và tiến
hành phân tích sắc ký mẫu chuẩn cùng điều kiện với
mẫu phân tích

• Chọn một trong các cấu tử đo làm chuẩn có hệ số hiệu

chỉnh được lấy bằng 1



Phương pháp chuẩn ngoại

• Là phương pháp định lượng cơ bản, trong đó cả 2 mẫu thử
và mẫu chuẩn đều được tiến hành sắc ký trong cùng điều
kiện

• So sánh diện tích ( chiều cao) peak của mẫu thử với diện
tích ( chiều cao) peak của mẫu chuẩn sẽ tính được nồng
độ của các chất trong mẫu thử

• Có thể sử dụng phương pháp chuẩn hóa 1 điểm hay nhiều
điểm



Phương pháp chuẩn nội

• Thêm vào mẫu phân tích và trong dung dịch chuẩn đối
chiếu 1 chất chuẩn có nồng độ biết trước được gọi là chất
chuẩn nội

• Tỷ số diện tích của chất phân tích và chất chuẩn nội là
thông số phân tích được dùng để xây dựng đường chuẩn

• Phương pháp này cho sai số đáng tin cậy nhất

( 0,5 – 1%)



• Hai yêu cầu đối với chất chuẩn nội:

– Peak của chất chuẩn nội phải tách khỏi peak

của các thành phần khác

– Peak của chất chuẩn nội phải gần với peak

của chất phân tích



SẮC KÝ CỘT
(Column Chromatography)

1. Khái quát những nguyên tắc của SK cột

2. Kỹ thuật sắc ký cột

3. Các ứng dụng của sắc ký cột



50 – 150 µm

Bình chứa
dm giải ly





• Lựa chọn chất hấp phụ và dung môi :
Loại hợp chất Thứ tự giải ly khỏi cột

Hydrocarbon Nhanh, với dm không phân cực

Ether

Hợp chất thơm

Ceton

Aldehyde

Alcol

Amin

Acid carboxylic

Các hợp chất kiềm mạnh Chậm nhất, cần dm phân cực



• Trapper           lực rửa giải của các dung môi cho những

chất hấp phụ trên cột chứa silicagen giảm theo trật tự :

Nước nguyên chất > methanol > ethanol > propanol >

aceton > etyl acetat > dietyl ete > chloroform > diclometan >

benzene > toluene > tricloetylen > carbon tetraclorua >

cyclohexan > hexan



• Chất hấp phụ pha tĩnh: 





• Chất mang rắn:



• Tỉ lệ giữa lượng mẫu chất cần tách đối với kích

thước cột:

– Tỉ lệ giữa lượng mẫu cần tách (M ) và lượng chất hấp

phụ ( S ) sử dụng:

S = 25 đến 50 lần M hay từ 100 – 200 lần M tùy vào

hỗn hợp các hợp chất dễ tách hay khó tách

– Tỉ lệ giữa chiều cao chất hấp phụ ( H ) trong cột và

đường kính trong của cột sắc ký ( D ) : 

H : D = 10 : 1



• Nạp chất hấp phụ vào cột: 

– Chất hấp phụ phải được nạp trong cột một cách đồng nhất
– Kích cỡ hạt đóng vai trò quan trọng
– Hai kiểu nạp chất hấp phụ vào cột: dạng sệt và dạng khô

• Đặt mẫu chất cần tách lên đầu cột sắc ký

• Tiến hành giải ly chất ra khỏi cột ( trọng lực hay lực
đẩy)

• Dung môi giải ly ( dm đơn nồng độ / nồng độ tăng
theo kiểu bậc thang / nồng độ tăng dần tuyến tính )

• Vận tốc giải ly cột : 5 – 50 giọt / phút hoặc 1 – 2cm / 
phút



• Theo dõi quá trình giải ly cột : ( sắc ký lớp mỏng )

• Tổng kết quá trình sắc ký cột : vừa giải ly cột, vừa

theo dõi dung dịch giải ly bằng TLC để gom thành

những phân đoạn.

Chỉ ngưng sắc ký khi đã thu được tổng lượng cao các

phân đoạn bằng 70 – 80% trọng lượng mẫu đã nạp

vào cột



SẮC KÝ LỚP MỎNG
(Thin Layer Chromatography)

1. Khái quát những nguyên tắc của TLC 

2. Kỹ thuật sắc ký lớp mỏng

3. Các ứng dụng của TLC



KHÁI QUÁT NHỮNG NGUYÊN TẮC CỦA TLC

• SKLM thuộc sắc ký lỏng ( lỏng – lỏng hay lỏng – rắn)

• Sắc ký phẳng ( planar chromatography )

• Nguyên tắc cơ bản của SKLM là tiến trình tách hỗn hợp

các chất xảy ra khi cho pha động di chuyển qua pha tĩnh

• Trong SKLM có 4 loại cơ chế:

– Sắc ký hấp phụ

– Sắc ký phân bố

– Sắc ký trao đổi ion

– Sắc ký rây phân tử



• Dựa chủ yếu vào hiện tượng hấp phụ trong đó :

v Pha động là một dung môi hoặc hỗn hợp các dung 
môi

v Pha tĩnh là 1 chất hấp phụ trơ, thí dụ như: silica gel 
hoặc oxid alumin. 

• Pha tĩnh được tráng thành 1 lớp mỏng, đều, phủ lên 1 
nền phẳng như tấm kiếng, tấm nhôm, hoặc tấm plastic. 

• Do chất hấp phụ được tráng thành 1 lớp mỏng nên
phương pháp này gọi là sắc ký lớp mỏng



KỸ THUẬT SẮC KÝ LỚP MỎNG

Trang thiết bị:

Pha tĩnh: hơn 30 chất hấp phụ khác nhau được 
sử dụng

Silicagel 
Nhôm oxid
Kieselguhr
Thạch cao
Cellulose
Polyamid
Nhựa trao đổi ion loại ionit vô cơ – hữu cơ



– Bản mỏng: 5 x 20cm, 10 x 20cm,

20 x20cm

• Bản mỏng dính chắc : dùng chất hấp phụ được

trộn thêm 5 – 15% chất kết dính ( thạch cao, tinh

bột, dextrin)

• Bản mỏng không dính chắc:



– Pha động: 

• Để tăng cường sức rửa giải thường kết hợp  

2 dung môi

• Hệ dung môi chọn càng đơn giản càng tốt và 

dung môi phải tinh khiết



• Việc lựa chọn pha tĩnh và pha động cần căn cứ 

vào một số yếu tố sau:

– Tính chất của hỗn hợp chất cần phân tách

– Cơ chế sắc ký của pha tĩnh

– Độ bay hơi, độ nhớt, sự phân lớp và độ tinh khiết của

hỗn hợp dung môi



– Cần điều chỉnh sức rửa giải của pha động để trị số

Rf đạt độ phân giải cực trị

– Chất phân tích dạng ion hay phân cực được rửa giải

tốt bằng dung môi phân cực như hỗn hợp

n-butanol : nước

– Khi dùng silicagel hoặc các chất hấp phụ phân cực

khác, độ phân cực của pha động sẽ quyết định tốc

độ di chuyển của chất phân tích và trị số Rf của

chúng



• Bình sắc ký: gồm những bình đáy tròn, vuông hay 

hình chữ nhật

– Hình tròn: Ø = 12cm, cao 30cm

– Hình vuông: 24 x24 cm

– Hình chữ nhật: 24 x 30 cm



• Quá trình sắc ký:
– Chuẩn bị bản mỏng

– Chấm dung dịch lên bản mỏng

– Khai triển sắc ký 

– Phát hiện các vết trên bản mỏng

• Phun thuốc thử hiện màu

• Soi dưới đèn UV

• Dùng densitometer



• Các kỹ thuật khai triển SKLM:

– Kỹ thuật sắc ký 1 chiều

– Kỹ thuật sắc ký 2 chiều

– Kỹ thuật SRS ( separation – reaction – separation)

– Kỹ thuật sắc ký chế hóa



Kỹ thuật sắc ký 1 chiều



Kỹ thuật sắc ký 2 chiều



• Thiết bị đơn giản
• Chỉ cần 1 lượng rất ít mẫu để phân tích
• Thời gian phân tích không kéo dài
• Việc tách các cấu tử có thể thực hiện khá dễ
dàng

• Có thể phân tích đồng thời mẫu và chất đối
chứng trong cùng điều kiện phân tích

Ưu 
điểm

• Là loại sắc ký có độ phân giải thấp Þ không

dùng để tách các hợp chất có nhiều cấu tử

Nhược
điểm



Các ứng dụng của sắc ký lớp mỏng

• Để công bố đặc điểm của hợp chất vừa chiết tách cô lập

• Để kiểm tra sự giống nhau giữa 2 hợp chất

• Để tìm hiểu sơ bộ về tính chất của mẫu cần khảo sát

• Để chuẩn bị cho việc sắc ký cột

• Để theo dõi diễn tiến của một phản ứng hóa học

• Để kiểm tra biết một hợp chất kém bền 

• Để cô lập hợp chất

• Ứng dụng SKLM một số hợp chất hữu cơ ( protein, 
carbonhydrate, lipid, flavonoid, quinon, chlorophyl…)



Để công bố đặc điểm của hợp chất vừa chiết 

tách cô lập

Trong đó:

a là khoảng cách từ điểm xuất phát đến tâm của vết mẫu

thử, tính bằng cm.

b là khoảng cách từ điểm xuất phát đến mức dung môi đo

trên cùng đường đi của vết, tính bằng cm.

Rf: Chỉ có giá trị từ 0 đến l.



Để kiểm tra sự giống nhau giữa 2 hợp chất

Chấm 2 mẫu 
lên cùng một 
bản. Hai vết có 
cùng nồng độ

Giải ly với 
hệ dung 
môi sao cho 
vết đi gần 
trên bản

Giải ly với 
hệ dung môi 
sao cho vết 
đi trung bình 
trên bản

Giải ly với 
hệ dung 
môi sao cho 
vết đi xa 
trên bản

Eter dầu hỏa: 
cloroform (2:8)

Cloroform : Etyl 
acetat (1:1)

Cloroform : metanol 
(9:1)



• Muốn kết luận hai hợp chất có giống nhau hay 

không, phải đáp ứng cùng lúc 2 điều kiện sau, 

thiếu một cũng không đạt:

• Về Rf của 2 chất so sánh

• Về màu sắc của hai vết đối với một loại thuốc thử



Để tìm hiểu sơ bộ về tính chất

của mẫu cần khảo sát
• Biết được số các hợp chất có trong hỗn hợp mẫu ban đầu:



• Kiểm tra độ tinh khiết của một hợp chất:

Mẫu đã tinh khiết Mẫu còn lẫn một ít bẩn, cần tinh 
chế thêm

Mẫu còn lẫn một ít bẩn, 
cần tinh chế thêm



• Biết được sơ bộ về thành phần phần trăm của các hợp chất
có trong mẫu ban đầu.

Mẫu là hỗn hợp có 
chứa ít nhất 4 hợp 
chất chính với dự 
đoán sơ bộ:
D: 40% B: 20%
C: 10% A: 20%

D
C
B

A

Mẫu có chứa một 
chất chính, chiếm 
khoảng 90%, còn 
lại là tạp phẩm.



Biết sơ qua về tính phân cực của những 
thành phần hợp chất có trong mẫu

Giải ly bởi hệ 
dung môi 
phân cực 
trung bình

Giải ly bởi hệ 
dung môi 
phân cực 
mạnh

Giải ly bởi hệ 
dung môi 
phân cực 
trung bình

Giải ly bởi hệ 
dung môi 
phân cực 
mạnh

Mẫu M chứa các hợp 
chất có tính phân 
cực mạnh

Mẫu N chứa các hợp 
chất có tính ít phân 
cực



Để chuẩn bị cho sắc ký cột

• Tìm hệ dung môi để bắt đầu sắc ký cột:

Với hỗn hợp mẫu chất là kết quả của phản ứng tổng hợp hữu

cơ, hãy chọn hệ dung môi có thể đẩy hợp chất cần quan

tâm lên vị trí trên bản với Rf = 0,2 – 0,3.

Đối với mẫu cao thô chiết xuất từ cây cỏ, chọn dung môi giải

ly đầu tiên là dung môi có thể đẩy vết ít phân cực chất của

cao chiết lên vị trí có Rf = 0,5 và chọn dung môi chấm dứt

sắc ký cột là dung môi có thể đẩy vết phân cực nhất cảu

cao chiết lên vị trí có Rf = 0,2.



Để theo dõi quá trình sắc ký cột

D

C

B

A

Sắc ký lớp 
mỏng của 
hỗn hợp 
mẫu chất 
ban đầu

Các lọ đựng dung dịch giải ly ra khỏi cột:
Trong các lọ từ 1 đến 5 chứa hợp chất A
Trong các lọ 6, 7 chứa hỗn hợp chất A và B
Trong  các lọ 8 đến 10 chứa chất B

1   2   3   4  5   6   7 8  9  10



Để theo dõi diễn tiến của một phản ứng tổng hợp
hữu cơ

• Phản ứng hóa học: A + B tạo ra chất C. Sử dụng sắc ký

lớp mỏng để theo dõi phản ứng theo thời gian:

• Chuẩn bị: 

Ø Dò tìm hệ dung môi giải ly thích hợp để 3 chất A, B, C 

hiện vết với Rf khác nhau.

Ø Chuẩn bị sẵn một số bản mỏng tại mức xuất phát có

chấm sẵn hai vết A, B ở hai bên rìa, chừa khoảng giữa

để chấm hỗn hợp dung dịch phản ứng.



A  C   B A  C   B A  C   B A  C   B A  C   B A  C   B



SẮC KÝ TRAO ĐỔI ION
(Ion Exchange Chromatography)

1. Các kiến thức căn bản về SK trao đổi ion

2. Kỹ thuật sắc ký trao đổi ion

3. Một số áp dụng của sắc ký trao đổi ion



CÁC KIẾN THỨC CĂN BẢN VỀ SẮC KÝ TRAO ĐỔI ION

• Dựa trên hiện tượng trao đổi thuận nghịch giữa

các ion linh động của pha tĩnh rắn với các ion

trong dung dịch phân tích khi cho dung dịch này

đi qua cột được nạp đầy pha tĩnh ( ionit )



¢ Bản chất của quá trình tách là do ái lực khác nhau của

các ion trong dung dịch đối với các trung tâm trao đổi

ion của ionit



• Ionit:

– Là các hợp chất polymer vô cơ và hữu cơ không 

tan có chứa các nhóm hoạt động

– Ionit vô cơ tự nhiên

– Ionit vô cơ tổng hợp

– Ionit hữu cơ tự nhiên

– Ionit hữu cơ tổng hợp  ( nhựa trao đổi ion )



• Nhựa trao đổi ion:

– Cấu tạo từ hợp chất polymer hữu cơ gồm một sườn

hydrocarbon có mang các nhóm chức hoạt động

mang điện tích dương (+) hay âm (-) và luôn liên kết

với các đối ion của nó.

– Các nhóm chức này nối với các ion linh động bằng

lực hút tĩnh điện







– Gồm các loại: - cationit

- anionit

- ionit lưỡng tính

- ionit có chứa nhóm tạo phức

- ionit chứa nhóm oxy hóa khử

- ionit lỏng

- màng trao đổi ion



cationit

• Chứa nhóm hoạt động là các anion R- , 

đối ion là M+

• R- có thể là: nhóm sulphonate, nhóm phosphate, 

carboxylate hay amino diacetate



anionit

• Có dạng R+ X- với nhóm hoạt động R+ thường là 

nhóm amin

• Độ base của nhóm anionit phụ thuộc vào độ 

base của nhóm amin

• Anionit phổ biến thường chứa amin bậc 4



• Nhựa trao đổi ion tính base mạnh sẽ hấp phụ các

hợp chất có tính acid

• Nhựa trao đổi ion tính base yếu sẽ hấp phụ các

hợp chất có tính acid mạnh

• Nhựa trao đổi ion tính acid mạnh sẽ hấp phụ các

hợp chất có tính base

• Nhựa trao đổi ion tính acid yếu sẽ hấp phụ các

hợp chất có tính base mạnh



Các nguyên liệu sử dụng làm nhựa trao đổi ion:

• Nguyên liệu làm nhựa trao đổi ion có thể là các loại
polysaccharide hay resin tổng hợp

• Có 3 loại nguyên liệu chính:

– Nhựa polystyren

– Polysaccharide

– Silicagel

• Đáp ứng một số đặc điểm:

– Dung môi giải ly có thể chảy ngang qua với vận tốc
thích hợp

– Hạt nhựa có độ bền cơ học



KỸ THUẬT SẮC KÝ TRAO ĐỔI ION

• Dùng kỹ thuật tách tĩnh hay kỹ thuật tách động

• Cột sắc ký trao đổi ion thường có đường kính trong và

chiều dài thích hợp

• Nhồi nhựa trao đổi vào cột và nạp mẫu cần phân tích
vào đầu cột

• Giải ly cột trao đổi ion ( tăng dần pH dung dịch giải ly
hoặc tăng dần nồng độ dung dịch giải ly)

• Vận tốc giải ly cột trao đổi ion



MỘT SỐ ÁP DỤNG CỦA SẮC KÝ TRAO ĐỔI ION

• Cô lập những loại hợp chất acid, base mạnh hay yếu,

protein, các enzym, hormon, nucleotid… từ nguyên

liệu thô ban đầu

• Thường sử dụng kết hợp với các kỹ thuật khác như:
– Tạo kết tủa

– Sắc ký lọc gel

– Điện di



SẮC KÝ GEL
(Gel Chromatography)

1. Nguyên tắc căn bản của sắc ký gel

2. Kỹ thuật sắc ký gel

3. Các ứng dụng của sắc ký gel



NGUYÊN TẮC CĂN BẢN CỦA SẮC KÝ GEL

• Là phương pháp tách dựa trên sự khác nhau về kích

thước phân tử của các chất

• Pha tĩnh là mạng polymer có lỗ rỗng và các lỗ rỗng này

được phủ đầy dung môi dùng làm pha động.

• Đây là loại sắc ký phân chia giữa hai pha lỏng và cả hai

pha đều có thành phần hóa học giống nhau



• GPC ( Gel Permeation Chromatography ):

SK thẩm thấu gel, thường sử dụng trong lĩnh vực

polymer

• GFC ( Gel Filtration Chromatography ):

SK tinh lọc gel, thường sử dụng trong lĩnh vực

sinh hóa





KỸ THUẬT SẮC KÝ GEL

• Việc tách trong sắc ký gel tùy vào đặc điểm của lỗ

rỗng trong hệ mạng không gian 3 chiều

• Hạt gel phải có kích cỡ giống nhau, có tính trơ về

mặt hóa học, bền về mặt cơ học, các lỗ rỗng trong

hạt gel phải có hình dạng đồng nhất ( hình cầu )

• Các loại : gel dextran, gel polyacrylamid, gel

styragel



Sắc ký gel phải thực hiện trong cột hình ống trụ

bằng thủy tinh:

• Nhồi gel vào cột

• Đặt mẫu cần sắc ký lên đầu cột gel

• Triển khai sắc ký gel



CÁC ỨNG DỤNG CỦA SẮC KÝ GEL

• Để xác định trọng lượng phân tử của một hợp chất đại

phân tử

• Để tách một hỗn hợp nhiều chất thành các nhóm hợp chất

riêng rẽ

• Để loại bỏ muối ra khỏi một hợp chất hoặc dung dịch

• Để loại bỏ các chất màu tạp bẩn ra khỏi hợp chất đang

khảo sát





SẮC KÝ KHÍ
(Gas Chromatography)

1. Nguyên tắc căn bản của sắc ký khí

2. Kỹ thuật sắc ký khí

3. Các ứng dụng của sắc ký khí



NGUYÊN TẮC

• Là phương pháp sắc ký mà pha động là chất khí hay ở

dạng hơi

• Nếu pha tĩnh là chất hấp phụ rắn sắc ký hấp phụ

( sắc ký khí – rắn GCS, GSC)

• Nếu pha tĩnh là màng mỏng chất lỏng trên bề mặt chất hấp

phụ rắn sắc ký phân bố

( sắc ký khí – lỏng GCL,GLC )





KỸ THUẬT SẮC KÝ KHÍ

1. Thiết bị sắc ký khí:

– Hai bộ phận quan trọng nhất của sắc ký khí là hệ

thống cột tách và detector

– Khí mang thường dùng : H2, N2, He, Ar…

– Bộ nạp mẫu được giữ ở nhiệt độ thích hợp theo

chương trình nhiệt độ, thường cao hơn nhiệt độ

hóa hơi của cấu tử một ít



– Cột sắc ký có độ bền nhiệt và bền hóa học cao

( cột nhồi, cột mao quản và cột “530µm” )

– Detector phổ biến: dẫn nhiệt, ion hóa ngọn lửa,

cộng kết điện tử, phát xạ nguyên tử

– Bộ phận ghi nhận kết quả: ghép với hệ thống máy

vi tính để xử lý số liệu, tính toán và lưu trữ kết

quả





2. Một số kỹ thuật trong sắc ký khí:

• Xử lý chất mang

• Tẩm pha tĩnh trên chất mang

• Kỹ thuật bơm mẫu

• Một số kỹ thuật khác ( sử dụng hệ thống sắc ký bao

gồm nhiều cột tách, hay dùng kỹ thuật sắc ký tuần

hoàn nhằm kéo dài cột tách...)



Chất mang ( giá rắn)

• Cấu tạo bởi những phân tử nhỏ hình cầu, đồng nhất,

có độ bền cơ học và bề mặt tối đa 1m2 / g.

• Vật liệu phải trơ ở nhiệt độ cao

• Phổ biến hiện nay là các giá được làm từ vật liệu thiên

nhiên, đất diatomic, được cấu tạo bởi khung sườn

bằng silica của hàng ngàn loài tảo đơn bào sống trong

ao, hồ và biển( chromosorb W hay P )



Thành trong của cột mao quản

• Cột W.C.O.T (wall coated open tubular ) : thành trong

cột được áo bằng pha tĩnh dưới dạng một lớp mỏng

có độ dày kiểm soát được 0,05 – 3 µm

• Cột SCOT hay PLOT : thành trong được phủ một lớp

diatomic có bề dày khoảng 30 µm

• Cột FSOT : là cột WCOT mới, làm bằng silic nóng chảy

trong đó chứa một hàm lượng oxyd kim loại



Pha tĩnh lỏng

• Áp suất hơi thấp, tốt nhất điểm sôi của dung dịch phải nhỏ

hơn 1000 C và cao hơn nhiệt tối đa của cột sử dụng

• Bền với nhiệt

• Trơ về mặt hóa học

• Tính chất của dung môi như giá trị k và α nằm trong phạm

vi tối ưu để cho các chất tan tốt

• Tính phân cực của pha tĩnh phải tương ứng với tính phân

cực của các cấu tử của mẫu thử



Một vài loại pha tĩnh lỏng dùng trong sắc ký khí – lỏng

PHA TĨNH TÊN
THƯƠNG 

MẠI

NHIỆT
ĐỘ TỐI 
ĐA/ 0 C

PHẠM VI ỨNG DỤNG

Polydimetylsiloxane OV-1, SE-
30

350 Các chất không phân cực, sử dụng chung 
trong hydrocarbua, hương liệu, dược phẩm, 
steroid

5% phenyl-
polydimetylsiloxane

OV-3, SE-
52

350 Ester metylic của acid béo, alcaloid, dược 
phẩm và hợp chất chứa hologen

50% phenyl-
polydimetylsiloxane

OV-17 250 Dược phẩm, steroid, thuốc trừ sâu, glycol

50% trifluoropropyl –
polydimetylsiloxane

OV-210 200 Chất thơm chứa clo, alkylbenzen thế

Polyetylenglycol Carbowax 
20M

250 Acid tự do, alcol, eter, tinh dầu, glycol

50% cyanopropyl –
polydimetylsiloxane

OV-275 240 Acid béo không no có nhiều nối đôi, acid của 
colophane, acid tự do, alcol



Để nâng cao hiệu suất tách có thể:

• Lựa chọn pha tĩnh, chiều dài cột, đường kính cột…
phù hợp với lượng mẫu, loại mẫu, lựa chọn chương

trình nhiệt độ phù hợp.

• Ghép nối hai hay nhiều cột có pha tĩnh khác nhau.

• Với những mẫu có thành phần phức tạp việc ghép nối

thường được sử dụng.

• Những cột có đường kính không khác nhau nhiều có
thể ghép nối với nhau.

• Nếu kết hợp với van chuyển cột tự động cho phép tự
động chuyển cột trong quá trình phân tách.



Pha động

• Khí mang lý tưởng dùng cho sắc ký phải là khí trơ, có

độ tinh khiết cao.

• Độ tinh khiết của khí mang tốt nhất phải lớn hơn

99,995%.

• Khí mang cần phải qua các bộ lọc để loại bỏ oxy, nước

và vết các chất hữu cơ trước khi vào cột tách.



• Khí mang thường dùng là tùy thuộc vào detector sử

dụng, trong đó heli là khí mang thông dụng nhất và thích

hợp với hầu hết các detector dùng cho sắc ký khí.

• Nitơ cho hiệu suất tách tốt chỉ trong trường hợp nhiệt độ

cột tách và tốc độ dòng thấp. Khi dùng khí mang là nitơ,

giới hạn phát hiện đối với detector ion hóa ngọn lửa hơi

thấp hơn heli nhưng thời gian phân tích kéo dài hơn.



• Khí mang hydro : hiệu suất tách lớn hơn và thời gian

phân tích ngắn hơn , tuy nhiên khá nguy hiểm vì hydro có

thể gây nổ khi tiếp xúc với oxy không khí, không dùng

được cho detector khối phổ và là tác nhân phản ứng với

các hợp chất không bão hòa trên bề mặt kim loại.



Các yếu tố ảnh hưởng đến hiệu quả tách chất 
trong sắc ký khí

• Áp suất hơi của một hợp chất

• Đặc trưng của các loại cột sắc ký

• Độ phân giải Rs



CÁC ỨNG DỤNG CỦA SẮC KÝ KHÍ

• Xác định độ tinh khiết của những hợp chất cần phân tích

• Theo dõi phản ứng hóa học

• Biết được số cấu tử hiện diện trong hỗn hợp mẫu phân tích

cũng như tỉ lệ tương đối của mỗi cấu tử trong hỗn hợp

• Tìm biết sự hiện diện một chất trong hỗn hợp phân tích

• Để phân tích thực phẩm, dược phẩm, môi trường…



SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO
(High – Performance Liquid Chromatography)

1. Nguyên tắc căn bản của HPLC

2. Kỹ thuật thực nghiệm HPLC

3. Các ứng dụng của HPLC



NGUYÊN TẮC CĂN BẢN CỦA HPLC

• HPLC là một kỹ thuật tách trong đó các chất phân tích di

chuyển qua cột chứa các hạt pha tĩnh ( cỡ hạt 10 µm)

• Tốc độ di chuyển khác nhau liên quan đến hệ số phân bố

của chúng giữa 2 pha.

• Phương pháp HPLC có thể là phương pháp sắc ký hấp phụ

rắn – lỏng, sắc ký phân bố lỏng – lỏng, sắc ký lỏng trao đổi

ion hay lọc gel



Phương pháp chia tách :

• pha động là chất lỏng.

• pha tĩnh chứa trong cột là chất rắn đã được phân chia dưới dạng

tiểu phân hoặc một chất lỏng đã phủ lên một chất mang rắn hay là một

chất mang đã được biến đổi bằng liên kết hóa học với các nhóm chức

hữu cơ.

FG

HPLC

NP

HPTLC

KỸ THUẬT HPLC

RP IEPC NP RP IEPC



Pha động

• Thường là 2 dung môi hòa tan vào nhau để có khả năng

tách với độ phân giải phù hợp

• Trước khi sử dụng cần lọc ( màng lọc 0,45 µm ) và đuổi
khí hòa tan trong pha động ( lọc dưới áp suất giảm, siêu
âm, sục khí trơ )

• Có 2 cách dùng pha động rửa giải:

– Đẳng dòng ( isocratic ) : thành phần pha động không thay đổi trong quá

trình sắc ký

– Gradient: pha động là hỗn hợp của nhiều dung môi. Tỷ lệ các thành

phần thay đổi trong quá trình sắc ký theo chương trình đã định

( chương trình dung môi )



• Chương trình dung môi áp suất thấp



• Chương trình dung môi áp suất cao



Cột sắc ký ( thép không gỉ / thủy tinh đặc biệt)

• Cột phân tích: dài 10 – 30cm, d = 4 – 10 mm, kích thước

hạt nhồi cột 5 hoặc 10µm

• Cột chế hóa: dài 25 – 100cm, d = 6mm, chất nhồi cột

tùy thuộc kiểu sắc ký được thực hiện

• Cột bảo vệ: được đặt trước cột sắc ký để loại các chất

có mặt trong pha động và trong mẫu phân tích làm

giảm tuổi thọ của cột phân tích



Pha tĩnh

• Là dẫn chất khác nhau của siloxane hoặc polymer

( polysaccharide, polystyren ) tùy thuộc vào kỹ thuật

• Thường là hạt hình cầu, d = 3 – 10 µm

• Kích thước hạt càng nhỏ, chiều cao H của đĩa càng giảm

số đĩa lý thuyết tăng, nhưng lực cản đối với pha động

lớn đòi hỏi áp suất đầu vào lớn



• Silica, nhôm oxyd hoặc than hoạt tính dạng xốp

thường được dùng trong sắc ký pha thuận mà quá

trình phân tách dựa trên sự khác nhau về khả năng
hấp phụ hoặc (và) phân bố khối lượng

• Nhựa hoặc polymer có chứa các nhóm chức acid hoặc
base, sử dụng trong sắc ký trao đổi ion mà trong đó
sự chia tách được thực hiện dựa trên sự cạnh tranh

giữa các ion cần tách và các ion trong pha động.



• Silica xốp hoặc polymer, sử dụng trong sắc ký rây phân

tử, ở đó sự chia tách dựa trên sự khác nhau về thể tích

phân tử, tương ứng với sự loại trừ không gian.

• Pha tĩnh loại biến đổi hoá học đặc biệt, ví dụ như dẫn
xuất của cellulose và amylose, protein hay peptid,

cyclodextrin ... dùng để phân tách các đồng phân đối

quang (sắc ký bất đối).



• Các pha liên kết dùng phổ biến là:

Octyl = Si –(CH2)7–CH3 C8

Octadecyl = Si –(CH2)17–CH3 C18

Phenyl = Si–(CH2)n– (C6H5) C6H5

Cyanopropyl = Si–(CH2)3–CN CN

Aminopropyl = Si– (CH2)3–NH2 NH2

Diol = Si-(CH2)3-OCH(OH)-CH2-OH





• Dung môi pha động sử dụng cho sắc ký lỏng pha thuận

• Dung môi chủ yếu (không phân cực) :
– Hydrocarbons (Pentane, Hexane, Heptane, Octane)
– Aromatic Hydrocarbons (Benzene, Toluene, Xylene)
– Methylene chloride
– Chloroform
– Carbon tetrachloride

• Dung môi phụ (phân cực hoặc hơi phân cực) :
– Methyl-t-butyl ether (MTBE), Diethyl ether, Tetrahydrofuran
(THF), Dioxane, Pyridine, Ethyl acetate, Acetonitrile, Acetone, 2-
propaol, ethanol, methanol

• Dung môi chủ yếu được sử dụng chính làm pha động, dung
môi phụ thường được thêm vào với tỉ lệ nhất định để thay
đổi thời gian lưu.



• Các dung môi sử dụng trong HPLC pha đảo

• Dung dịch đệm + dung môi hữu cơ
– Khi sử dụng dung dịch đệm, nồng độ đệm và pH là những 
thông số rất quan trọng.
– Methanol (MeOH), acetonitrile (ACN) …là các dung môi 
thường sử dụng nhất cho sắc ký pha đảo.

• Việc tối ưu hóa tỉ lệ của dung dịch đệm và dung môi hữu cơ 
cũng rất quan trọng.

• Với cùng một loại vật liệu nhồi cột, tùy theo kích cỡ hạt nhồi 
cột, hãng chế tạo cột … thành phần pha động cũng có thể 
phải thay đổi cho phù hợp









KỸ THUẬT THỰC NGHIỆM HPLC

• Thiết bị HPLC:

– Bơm cao áp

– Bộ nạp mẫu

– Cột tách

– Bộ lọc tạp chất

– Hệ thống pha động
– Detector: - hấp thu tử ngoại

- chiết suất vi sai
- vận chuyển
- hấp thu nhiệt



• Các kiểu sắc ký lỏng hiệu năng cao:

– Sắc ký phân bố hiệu năng cao

– Sắc ký hấp phụ hiệu năng cao

– Sắc ký trao đổi ion hiệu năng cao

– Sắc ký lỏng hiệu năng cao trên gel

– Sắc ký ái lực hiệu năng cao

– Sắc ký các đồng phân quang học



• Một số kỹ thuật HPLC:

– Kỹ thuật chương trình dung môi ( rửa giải

gradient trong HPLC ): giúp rút ngắn đáng kể

thời gian phân tích, độ phân giải của phương

pháp tăng lên, peak nhọn hơn và độ nhạy

tăng lên



• Kỹ thuật chương trình tốc độ dòng: làm giảm thời

gian phân tích mà không ảnh hưởng đến độ phân

giải, không cần tái sinh cột tách như trong chương

trình dung môi

• Kỹ thuật sắc ký ngược pha HPLC – RP: làm thay

đổi tính chất của chất mang và do đó quá trình tách

các cấu tử có thể diễn ra theo một thứ tự ngược lại



Các phương pháp nâng cao độ phân giải trong HPLC

ü Tăng chiều dài của cột (Increase column length)

ü Giảm đường kính của cột (Decrease column diameter)

ü Giảm lưu lượng pha động (Decrease flow-rate)

ü Pha tĩnh (vật liệu nhồi cột) đồng nhất (Uniform stationary phase 
(packing))

ü Giảm thể tích bơm mẫu (Decrease sample size)

ü Lựa chọn pha tĩnh sạch hơn (Select proper stationary phase)

ü Lựa chon pha động tinh khiết hơn (Select proper mobile phase)

ü Sử dụng áp suất ổn định hơn (Use proper pressure)

ü Thành phần của pha động thay đổi hợp lý (Use gradient elution) 



QUÁ TRÌNH SẮC KÝ TRAO ĐỔI ION TRONG HPLC

Pha động chỉ có thể là chất lỏng. Việc ứng dụng sắc ký trao đổi ion vào

kỹ thuật HPLC đòi hỏi pha động phải đáp ứng được các yêu cầu sau :

• Phù hợp với detector sử dụng.

• Trơ đối với pha tĩnh
• Phải hoà tan được mẫu phân tích

• Phải bền vững theo thời gian

• Có độ tinh khiết cao

• Nhanh đạt đến cân bằng trong quá trình tách

Các loại dung môi được sử dụng làm pha động trong HPLC : metanol, 

axetonitril, benzen, n-hexan, nước



Pha tĩnh là chất rắn, là những hạt hình cầu rất nhỏ, có cấu tạo hoá

học là polymer, nên được gọi là các hạt nhựa. Bề mặt của hạt mang

các nhóm chức ở dạng ion.

QUÁ TRÌNH SẮC KÝ TRAO ĐỔI ION TRONG HPLC

Có hai loại nhựa: 

• Nhựa trao đổi anion mang

nhóm chức có điện tích dương
nên nhựa bắt giữ các ion âm

của pha động.
• Nhựa trao đổi cation mang
nhóm chức có điện tích âm

nên nhựa bắt giữ các ion
dương của pha động.

A Cation exchange resin with bound positive counterions

B Anion exchange resin with bound negative counterions



Các yêu cầu đối với pha tĩnh sử dụng trong HPLC :

QUÁ TRÌNH SẮC KÝ TRAO ĐỔI ION TRONG HPLC

• Cỡ hạt phải tương đối đồng nhất

• Trơ và bền vững với các điều kiện trong môi trường sắc ký

• Có khả năng tách chọn lọc một hỗn hợp chất tan trong điều kiện sắc ký nhất

định

• Tính chất bề mặt phải ổn định

• Có độ tinh khiết cao

• Nhanh đạt các cân bằng động học

Các nguyên liệu sử dụng làm 
pha tĩnh 

Pha tĩnh trên nền silica gel

Pha tĩnh trên nền nhôm oxit
Pha tĩnh trên nền hợp chất cao phân tử

Pha tĩnh trên nền mạch Cacbon



RG- C+ +      S+ RG- S+ +     C+

QUÁ TRÌNH SẮC KÝ TRAO ĐỔI ION TRONG HPLC

R : pha tĩnh còn được gọi là nhựa (resin).

G : nhóm chức mang điện tích được cố định trên pha tĩnh. Còn được 

gọi là nhóm chức hoạt động của nhựa.

C : đối –ion của G.

S : chất hữu cơ có mang điện tích trái dấu với G.



MỘT SỐ ỨNG DỤNG

• PP sắc ký lỏng hiệu năng cao được sử dụng để tách các

acid nucleic, Aa, vitamin, glucid, các dược phẩm, các

steroid, thuốc bảo vệ thực vật, các phức chất…







ĐIỆN DI MAO QUẢN
Capillary Electrophoresis


