
FILTRACJA ŻELOWA 

-chromatografia na sitach 

molekularnych 

Materiały publikowane w formie „jest jak 

jest”, mogą wymagać rozszerzenia lub 

komentarzy.  



CHROMATOGRAFIA SITOWA 

 (żelowa, sączenie molekularne)  

 

 

- podstawę podziału stanowią różnice w 

rozmiarach cząsteczek – rozdział zachodzi na 

skutek różnicy mas cząsteczkowych 

rozdzielanych związków. 



 

Filtracja żelowa 
(inaczej: sita molekularne, size exclusion 

chromatography, SEC) 

 • Białka są rozdzielane ze względu na ich 

wielkość, masę i kształt.  

 

• Cząsteczki za duże dla danego złoża nie 

wnikają w jego pory i przechodzą przez 

kolumnę razem z czołem fazy ruchomej. 

Natomiast małe cząsteczki błądzą w żelu, im 

mniejsze tym dłużej przebywają w złożu  



 



 

   Kolumnę chromatograficzną wypełnia się 

złożem w postaci ziarenek o średnicy około 

0,1 mm o zdefiniowanej wielkości porów 

zbudowanych z nierozpuszczalnego polimeru 

(typu: dekstran, agaroza) lub poliakrylamidu.  



    Po nałożeniu na żel mieszaniny, białka o 

małych rozmiarach wnikają do wnętrza ziaren 

duże natomiast nie mogą. Droga do momentu 

wycieku z kolumny, którą musi pokonać każdy 

ze składników próbki jest więc nierówna. 

Cząsteczki o najmniejszym ciężarze 

cząsteczkowym mają do pokonania najdłuższą 

drogę i dlatego wypływają najpóźniej z 

kolumny. Białka o dużej masie cząsteczkowej 

i o efektywnej średnicy większej niż pory 

ziaren złoża mają do pokonania krótszą drogę 

w żelu i wędrują najszybciej. Pojawiają się 

zatem jako pierwsze u wylotu kolumny.  



Różowe – małe cząsteczki wnikają do 

wodnych przestrzeni ziaren 

 

   Żółte – duże cząsteczki nie mogą 

wniknąć do ziaren żelu 



Teoria filtracji żelowej 

• cząsteczki o określonych rozmiarach dyfundują w 
głąb ziaren żelu tylko na określoną głębokość 

 

• większe cząsteczki są eluowane wcześniej niż 
mniejsze  

 

• faza nieruchoma = rozpuszczalnik zalegający wnętrze 
ziaren żelu 

 

• faza ruchoma = rozpuszczalnik przemieszczający się 
pomiędzy ziarnami żelu  



Sita molekularne  

• 1. Sephadex – na bazie dekstranu 

 

• 2. Sepharose - granulowana forma agaru 

 

• 3. Sephacryl – całkowicie syntetyczne sito 

molekularne  



Czynniki wpływające na rozdział w c

hromatografii żelowej  
• objętość próbki,  

 

• stosunek objętości próbki  

    do objętości kolumny,  

 

• rozmiar kolumny,  

 

• rozmiar ziaren żelu,  

  

• rozmiary porów w ziarnach 

     żelu,  

 

• gęstość upakowania  

    kolumny,  

 

• szybkość przepływu  

    eluentu,  

 

• lepkość próbki i buforu,  

 

• temperatura 

 



Podstawy teoretyczne - parametry 

retencyjne  

 

Całkowity czas retencji (tR) = czas liczony od 

momentu wprowadzenia próbki do momentu 

pojawienia się na chromatogramie maksimum 

piku (momentu pojawienia się  na wyjściu z 

kolumny maksymalnego stężenia 

wymywanego związku) 



• Całkowita objętość retencji (VR) = objętość 

fazy ruchomej potrzebna do wymycia 

składnika, mierzona od momentu 

wprowadzenia próbki do momentu pojawienia 

się na chromatogramie maksimum piku: 

 

            VR = F0 ∙ tR  

 

• F0 – prędkość wypływu fazy ruchomej z 

kolumny (cm3/min) 



Zastosowanie filtracji żelowej:  

   Usuwanie składników o małej masie z próbki 

(odsalanie). Zastosowanie w przypadku 

wymiany buforów bez znacznego 

rozcieńczania próbki.  



Zastosowanie filtracji żelowej: 

    

Wyznaczanie masy próbki (np. natywnego 

białka) przy znanych masach markerów 

nakładanych na kolumnę razem z próbka lub 

osobno  



Zastosowanie filtracji żelowej: 

 

   Rozdział peptydów, białek, kwasów 

nukleinowych, kompleksów białkowych i 

wirusów ze względu na różnicę mas.  


