
  

S c ký l ngắ ỏ



  

- Ph ng pháp táchươ

- Các c u t  đ c tách phân b  gi a ấ ử ượ ố ữ

              pha tĩnh và pha đ ngộ

Mobile phase 
(Pha đ ng)ộ

Stationary phase 
(Pha tĩnh)

1. Khái ni m v  k  thu t s c ký l ngệ ề ỹ ậ ắ ỏ



  

- Quá trình tách d a vào tính ch t hóa h c, v t ự ấ ọ ậ

lý và hóa lý c a các ch t.ủ ấ

- D a trên 2 quá trình:ự

H p phấ ụ

Gi i h p phả ấ ụ

- X y ra liên t c gi a 2 pha:ả ụ ữ

    Pha tĩnh: ch t r n ho c l ngấ ắ ặ ỏ

 Pha đ ng:ộ  ch t l ngấ ỏ  (1 ch t ho c h n h p ấ ặ ỗ ợ

nhi u ch t)ề ấ



  

Pha đ ng:ộ  hòa tan và di chuy n ch t phân tíchể ấ

Pha tĩnh: gi  ch t phân tíchữ ấ

SKL chia thành 2 nhóm

- SK l ng áp su t th ng (s c ký c  đi n)ỏ ấ ườ ắ ổ ể

- SK l ng áp su t cao (SKL hi u năng cao: ỏ ấ ệ

HPLC)

(High Performance Liquid Chromatography)



  

D a vào b n ch t c a quá trình s c ký, ự ả ấ ủ ắ
HPLC:

 - SK phân bố

 - SK pha th ng (normal phase chromatographyườ

 - SK pha đ o (reversed phase chromatography)ả

 - Sk trao đ i ion (ion exchange chromatography)ổ

 - SK ghép c p ion (ion pair chromatography)ặ



  

Pha đ ng: L ngộ ỏ

Pha tĩnh: L ng ỏ

Pha đ ng: l ng ộ ỏ

Pha tĩnh: R nắ

SK l ng – l ng (LLC)ỏ ỏ

(Liquid – liquid 
chromatography)

SK l ng – r n (LSC)ỏ ắ

(Liquid – solid 
chromatography)

- D a vào tr ng thái pha tĩnhự ạ



  

Khi n i v i đ u do (detector), HPLC cho ố ớ ầ

phép:

- Đ nh tính:ị  d a vào ự th i gian l uờ ư

- Đ nh l ng:ị ượ  d a vào ự chi u cao ho c di n ề ặ ệ

tích peak



  

2. Nguyên t c c u t o c a h  th ng máy ắ ấ ạ ủ ệ ố
HPLC

0: Ngu n cung c p pha đ ng (mobile phase)ồ ấ ộ

- Bình ch a pha đ ngứ ộ

1 2 3 4 50



  

1: B m cao ápơ  (h  th ng cung c p dung ệ ố ấ

môi)

- B m pha đ ng vào c t táchơ ộ ộ

- Đi u khi n t c đ  dòng, áp su t c a ể ể ố ộ ấ ủ

pha đ ngộ



  

2. Van b m m u (ơ ẫ Injection valve):

- B m m u PT vào c t tách theo nh ng l ng ơ ẫ ộ ữ ượ

m u nh t đ nhẫ ấ ị

Tiêm m u b ng tayẫ ằ

Tiêm m u t  đ ng ẫ ự ộ
(Auto sampler)



  

3: C t tách (Column)ộ
- C t ch a pha tĩnhộ ứ
- Y u t  quy t đ nh quá trình tách s c kýế ố ế ị ắ

- C t tách có kích c  ộ ỡ
khác nhau

- Chi u dài: 10 – 25cmề

- Đ ng kính: 2 – 5mmườ



  

4: Đ u dò (detector)ầ

- Thi t b  ế ị phát hi n ch t phân tíchệ ấ  (đ nh tính ị

và đ nh l ng)ị ượ

- Có nhi u lo i khác nhau tùy m c đích phân ề ạ ụ

tích: UV­VIS, Huyønh Quang, Ñoä Daãn, 

Ñieän Hoùa, Khoái Phoå,…  



  



  

5. H  th ng ghi nh n và x  lý tín hi u:ệ ố ậ ử ệ
- Thu th p và x  lý k t quậ ử ế ả
- Recorder, Computer + printer, software



  

Start
tM tR1

tR2 tR3 tR4

Injector

Detector

Column

Mobile phase

H  th ng HPLC đ n gi nệ ố ơ ả



  

Detector

♣ UV-Vis: detector ph  h p thu phân tổ ấ ử

Xáv đ nh các ch t có kh  năng h p thu quangị ấ ả ấ

♣  Huỳnh quang (Fluorescence detector): xác 

đ nh các ch t có kh  năng phát huỳnh quangị ấ ả

- Alflatoxin, Mycotoxin, Amino Acid, thu c tr  sâu ố ừ

h  Carbamate,….ọ

♣ Đ u dò ch  s  khúc xầ ỉ ố ạ  (

Refractive Index Detector: RI)

 

http://www1.dionex.com/en-us/ins35242.html


  

♣ Đ u dò đ  d nầ ộ ẫ  (Conductivity detector): 

Xác đ nh các ion vô c , h u cị ơ ữ ơ

♣ Đ u dò kh i phầ ố ổ (MS: mass spectrometry)

Xác đ nh ph n l n các ch t h u cị ầ ớ ấ ữ ơ



  

3. Các quá trình tách trong s c ký l ngắ ỏ

- Quá trình quan tr ng nh t trong ph ng pháp ọ ấ ươ

s c kýắ

- Nh ng cân b ng đ ng x y ra gi a pha tĩnh và ữ ằ ộ ả ữ

pha đ ng trong c t s c kýộ ộ ắ

- Là s  v n chuy n và phân b  liên t c c a ch t ự ậ ể ố ụ ủ ấ

PT t  đ u c t đ n cu i c từ ầ ộ ế ố ộ



  

- Ch t phân tích luôn phân b  gi a 2 pha, ấ ố ữ

trong đó pha đ ng luôn ch y qua c t tách v i ộ ả ộ ớ

m t t c đ  nh t đ nh ho c gradientộ ố ộ ấ ị ặ

- Hi u qu  c a quá trình tách ph  thu c r t ệ ả ủ ụ ộ ấ

nhi u vào t ng tác gi a các ch t trong pha ề ươ ữ ấ

tĩnh và pha đ ngộ

- M c đích chính c a s c ký là ụ ủ ắ tách và đ nh ị

tính các ch t trong h n h p ch t ph c t pấ ỗ ợ ấ ứ ạ



  

- Th i gian ch t PT b  pha tĩnh l u gi  (ờ ấ ị ư ữ th i ờ

gian l uư ) quy t đ nh b i:ế ị ở

  B n ch t c a pha tĩnh, c u trúc và tính ả ấ ủ ấ

ch t c a ch t PTấ ủ ấ

  B n ch t và thành ph n c a pha đ ng ả ấ ầ ủ ộ

dùng đ  r a gi i ch t PT ra kh i c t s c ể ử ả ấ ỏ ộ ắ

ký (pha tĩnh)



  

- Ghi l i toàn b  quá trình tách s c ký c a h n ạ ộ ắ ủ ỗ

h p ch t PT ợ ấ  s c ký đ  g m nhi u peak.ắ ồ ồ ề

- Đ c đi m c a peak PT:ặ ể ủ

Các peak có th  tách r i nhau hoàn toànể ờ

Ch p nhau m t ph nậ ộ ầ

Ch p nhau hoàn toànậ



  

- S c ký đ  ph n ánh quá trình tách s c ký ắ ồ ả ắ

trong c t t t hay không t t.ộ ố ố

- Tách t t:ố  h n h p có ỗ ợ bao nhiêu ch tấ   có 

b y nhiêu peak riêng bi tấ ệ  không ch p nhauậ

- Ch t nào b  l u gi  m nh s  đ c r a ấ ị ư ữ ạ ẽ ượ ử

gi i ra sau cùngả , ch t l u gi  kém s  ra ấ ư ữ ẽ

tr cướ



  



  

4. u đi m c a ph ng pháp s c kýƯ ể ủ ươ ắ

- Có th  phân tích đ ng th i nhi u h p ch tể ồ ờ ề ợ ấ

- Không c n làm bay h i m uầ ơ ẫ

- Đ  phân gi i cao nh  quá trình tách trên c t ộ ả ờ ộ

- Đ  nh y cao (ppm-ppb) nh  đ u dòộ ạ ờ ầ

- Th  tích m u phân tích nh  (1-100ể ẫ ỏ µL)



  

H n h p ch t tách kh iỗ ợ ấ ỏ
 nhau th  nào ?ế  

Pha tĩnh

Flow



  

T i sao l i có s  khác nhau?ạ ạ ự

M nhạ

Do l c t ng tác khác nhauự ươ

Y uế



  

Các cân b ng trong c t HPLCằ ộ

M u PT đi qua c t:ẫ ộ  t n t i đ ng th i 3 thành ồ ạ ồ ờ
ph n:ầ

- SP không chuy n đ ngể ộ

- Ch t PT v a chuy n đ ng t  đ u c t đ n ấ ừ ể ộ ừ ầ ộ ế
cu i c t, đ ng th i phân b  l i gi a SP và ố ộ ồ ờ ố ạ ữ
MP:

B  SP h p ph , r i r a gi i b i MPị ấ ụ ồ ử ả ở

- MP: dung môi r a gi i và chuy n đ ngử ả ể ộ

T ng tác v i các ch t, lôi kéo và mang ch t ươ ớ ấ ấ
PT ra kh i c tỏ ộ



  

3 t ng tác chính:ươ

- S  t ng tác và cân b ng c a ch t PT v i ự ươ ằ ủ ấ ớ

SP

- S  t ng tác và cân b ng c a ch t PT v i ự ươ ằ ủ ấ ớ

MP

- S  t ng tác c a SP và MPự ươ ủ



  

PT

SP MP

Fa
Fb

Fc



  

Ftot = Fa + Fb + Fc

- Ch t nào có l c t ng tác l n nh t s  b  ấ ự ươ ơ ấ ẽ ị

gi  l i lâu trên c tữ ạ ộ

- Ch t nào có F nh  ấ ỏ b  r a gi i đ u tiênị ử ả ầ

- Ftot khác nhau nhi u thì quá trình tách t tề ố



  

• Quá trình tách di n ra trong c t s c kýễ ộ ắ

column

V t li u nh i c t 3- 5ậ ệ ồ ộ µ m



  

  

colu
m

n

mixed sample

Quá trình táchQuá trình tách

Mobile phase



  

5. S c ký l ng pha th ng và pha đ oắ ỏ ườ ả

Pha th ngườ Pha đ oả

Pha tĩnh Phân c cự Không phân 
c c ự

Pha đ ngộ Không phân 
c cự

Phân c cự



  

C t nh i trong s c ký pha th ngộ ồ ắ ườ

- C t silica trung tính:ộ

O

H

OO

Si

O

H

O

Si

O

H

O

Si

-B  m t có ch a nhóm ề ặ ứ

phân c c ( a n c): -OHự ư ướ

-Xác đ nh các ch t không ị ấ

phân c c ho c ít phân ự ặ

c cự

Si
Si



  

- C t silica trên n n m ch carbon:ộ ề ạ

-Si-CH2CH2CH2CN

-Si-CH2CH2CH2NH

2

-Si-CH2CH2CH2OCH(OH)-CH2(OH)

+ C t cyano: ộ đa m c đíchụ

+ C t amino: ộ phân tích đ ngườ

+ C t diol: ộ protein



  

- Dung môi ch  y u:ủ ế  không phân c cự

+ Hydrocarbon: hexan, pentan, octan

+ Aromatic hydrocarbon: benzen, toluen, xylen,…

+ Chloroform CHCl3

+ Methylene chloride CH2Cl2

- Dung môi ph :ụ  phân c c ho c h i phân c cự ặ ơ ự

+ Ethanol, methanol,….



  

Liên k t hydrogenế  và th i gian l uờ ư

SiOH

SiOH

     HO

M nhạ

OH

Y uế

R t y uấ ế

Phân 
c cự

1

2

2 1

Rt



  

Liên k t hydrogenế
♣ M u phân tích có:ẫ

–COOH: nhóm carboxyl

–OH      : nhóm hydroxyl

–NH2    : nhóm amino

♣ M u phân tích có nhóm tert-butyl ho c ẫ ặ
các nhóm không phân c c l nự ớ

 LK hydrogen s  y uẽ ế

Liên k t ế
hydrogen m nhạ



  

C t nh i trong s c ký pha đ oộ ồ ắ ả

- C t: không phân c cộ ự

- Pha đ ng: phân c cộ ự

- C t silica đã alkyl hóa các nhóm –OH trên ộ
b  m t silica trung tính:ề ặ

C t C18 (ODS)ộ

C t C8 (octyl)ộ

C t C4 (butyl)ộ

C t phenylộ

B  m t ề ặ không 

phân c cự  

hay ít phân c cự

(k  n c)ỵ ướ



  

  Xác đ nh ị ch t phân c cấ ự , không phân 

c cự  và ít phân c cự



  

Th i gian l u và ờ ư liên k t k  n cế ỵ ướ

C18 (ODS)  

OH

     HO

M nhạ

Y uế

1 2

1

2



  

Dung môi trong HPLC pha đ oả

- Dung môi phân c c:ự

Methanol (CH3OH: MEOH), acetonitrile 

(CH3CN: ACN)

- Dung d ch đ mị ệ

  T i u hóa t  l  dd đ m/ dung môi r t quan ố ư ỉ ệ ệ ấ
tr ng đ  quá trình tách t tọ ể ố



  

Thông số Normal Phase Reversed Phase

Đ  phân c c c a c tộ ự ủ ộ Cao Th pấ

Đ  phân c c c a dung ộ ự ủ
môi

Th pấ Cao

Th  t  r a gi iứ ự ử ả Ch t kém phân ấ
c c ra tr cự ướ

Ch t phân c c ra ấ ự
tr cướ

Tăng đ  phân c c ộ ự
dung môi

R a gi i nhanh ử ả
h nơ

R a gi i ch m ử ả ậ
h nơ

So sánh pha th ng và pha đ oườ ả



  

ng d ng c a HPLCỨ ụ ủ

- Ch  y u xác đ nh các h p ch t h u c  khó ủ ế ị ợ ấ ữ ơ

bay h i trong nhi u đ i t ng khác nhau:ơ ề ố ượ

+ Amino acid

+ Acid h u cữ ơ

+ Thu c tr  sâuố ừ

+ ….



  

S c ký ion (Ion Chromatography)ắ
 Ion Exchange

N

+

R

R

R

Sample

SO3

- Sample
+

+
+

++

++

+

+
+++

+

L c ionự



  

- Phân tích các h p ch t ionợ ấ

- Có 2 lo i c t:ạ ộ

+ C t trao đ i cationộ ổ

Strong cation exchange : (R-SO

3

-

)

Weak cation exchange : (R-COO

-

)

+ C t trao đ i anion:ộ ổ

Strong anion exchange: (R

4

N

+

)

Weak anion exchange :diethyl aminoethyl) 



  

Pha đ ng: th ng là dung d ch đ m trong ộ ườ ị ệ
dung môi n cướ

Anion:

• Carbonat/bicarbonate (Na2CO3/NaHCO3)

• Potassium hydroxide (KOH)

Cation: 

• Nitric acid

• Tartaric acid

• Tartaric acid/dipicolinic acid 

• Tartaric acid/citric acid



  



  



  

Ôn t pậ

1. Khái ni m v  phân tích đ nh l ngệ ề ị ượ
2. Tính toán và x  lý s  li u phân tíchử ố ệ
3. Ph ng pháp phân tích d ng cươ ụ ụ
- PP ph  h p th  phân tổ ấ ụ ử
- PP ph  nguyên tổ ử
- PP đi n hóaệ
- PP s c ký l ngắ ỏ
4. Các bài th c t p, tính toán s  li u t  s  đo ự ậ ố ệ ừ ố

th c nghi m ự ệ
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