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Materiały publikowane w formie „jest jak 
jest”, mogą wymagać rozszerzenia lub 
komentarzy.  



Metody rozdziału i izolacji składników 
mieszanin 

• Oznaczanie składu mieszanin np. materiału 
biologicznego, wymaga usunięcia z nich 
substancji przeszkadzających w analizie. 
Często zachodzi także potrzeba wyodrębnienia 
jakiegoś związku w czystej postaci. W tym celu 
stosowane są różne metody rozdziału i izolacji. 
Należą do nich m. in. dializa, elektroforeza, 
destylacja i chromatografia. 



Czym jest chromatografia? 

• Chromatografia jest metodą rozdziału mieszanin 
jednorodnych na poszczególne składniki lub ich 
grupy, wykorzystującą różnice w zachowaniu się 
składników w układzie dwóch faz (ruchomej i 
nieruchomej). Chromatografia jest powszechnie 
stosowana dzięki swej prostocie, łatwości 
skonstruowania aparatury i wysokiej zdolności 
rozdzielczej. Proces ten pozwala na analizę 
ilościową i jakościową składników ustrojowych i 
na poznanie ich metabolizmu. Dzięki 
chromatografii doszło do rozwoju biochemii, 
przemysłu i medycyny. 



Charakterystyka procesu wymiany 
jonów 

 • Proces chromatografii polega na wymianie 
wszystkich zdolnych do wymiany jonów 
(zarówno dodatnich, jak i ujemnych) sorbentu 
(jonitu), na inne jony o tym samym ładunku 
zawarte w roztworze. 

 



• Jonity to ciała stałe, które są nierozpuszczalne 
w wodzie oraz najczęściej stosowanych 
rozpuszczalnikach organicznych posiadających 
właściwość wymiany jonów związanych z 
substancją wymieniacza na jony w roztworze. 
Są to głównie substancje wielkocząsteczkowe 
mające charakter kawasów lub zasad, bądź ich 
soli. Wyodrębnia się w nich matrycę w postaci 
gąbczastej sieci przestrzennej oraz grupy 
funkcyjne kwasowe lub zasadowe, zawsze 
zajęte przez jony o ładunku przeciwnym. O 
charakterze reakcji wymiany decyduje rodzaj 
grup funkcyjnych. 

 



• Kationity są to wymieniacze jonowe o 
charakterze kwasów lub ich soli, które wymieniają 
z roztworem kationy. Mogą być one postrzegane 
jako wielowartościowe aniony z dodatnio 
naładowanymi przeciwjonami, albo jako 
wielkocząsteczkowe kwasy bądź sole tych 
kwasów. Grupy funkcyjne znanych kationów 
można ustawić w szereg zależny od ich 
kwasowości: 

• -SO₃H>-CH₂SO₃H>-PO₃H>-AsO₃H>-COOH>-OH>-
SH 

• W środowisku polarnym kationity dysocjują 
według schematu: 

• kationit - SO₃H ↔ [kationit - SO₃]⁻ + H⁺ 
 



• Anionity to wymieniacze jonów o charakterze 
zasad bądź ich soli, które wymieniają aniony z 
roztworem. Przedstawiają sobą 
wielowartościowe kationy z ujemnie 
naładowanymi przeciwjonami lub 
wielkocząsteczkowe zasady, albo sole tych zasad. 

• Najczęściej spotykane grupy czynne anionitów 
można uszeregować następująco: 

• ≡N·OH>=NH₂OH>-NH₃OH 
• Anionity o słabych grupach funkcyjnych np. -

NH₃OH nadają się do wymiany silnych kwasów, 
natomiast anionity z grupami aminowymi trzecio 
(≡N·OH) i czwartorzędowymi wiążą nawet bardzo 
słabe kwasy.  
 



Schemat dysocjacji anionitu w 
środowisku polarnym 



• Jony H⁺ w kationitach i jony OH⁻ w anionitach są 
jonami ruchliwymi, które mogą być wymienione na 
inne jony, podczas gdy reszty zasadowe (makrojony) 
pozostają bez zmian. 

• Wymiana jonów pomiędzy jonami z fazy stałej jonitu, a 
jonami z roztworu elektrolitu jest równoważnikowa. 
Ilość jonów usuwanych z jonitu jest równoważna ilości 
jonów wprowadzonych do wymieniacza jonowego. 

• Pojemność wymienna, inaczej zdolność wymienna 
jonitu jest to ilość jonów, która może być wymieniona 
przez jednostkę masy lub objętości jonitu. Oznacza się 
ją w walach na 1kg wymieniacza, bądź w miliwatach na 
1g wymieniacza. 

 



• Im więcej grup jonowymiennych jest 
wprowadzonych do przestrzennego szkieletu 
polimeru jonitu, tym większa jest pojemność 
(zdolność) wymienienia jonitu obliczona na 
jednostkę masy wymieniacza. Zmienia się ona 
razem z pH roztworu, którym się on znajduje 
np. wymieniacz anionowy jest tym silniejszy 
im bardziej zasadowe jest jego ugrupowanie 
polarne i im wolniej opada jego zdolność 
wymienna w środowisku zasadowym. 



Równowaga w układzie 
jonowymiennym 

 • Wymiana jonów może przebiegać w dwóch 
układach: statycznym i dynamicznym. 

• W układzie statycznym następuje ustalenie 
równowagi pomiędzy jonami w fazie stałej i 
roztworze zgodnie z prawem działania mas. W 
układzie dynamicznym natomiast jon opuszcza 
środowisko reakcji, co może często 
doprowadzić do zupełnego usunięcia jonów, 
którymi wymieniacz był uprzednio obsadzony. 

 





Krzywe przebicia oraz pojemność 
przebicia kolumny 

 • Po przejściu pewnej określonej ilości roztworu przez 
filtr i wykryciu w przesączu jonów Na⁺ osiągamy tzw. 
punkt przebicia. Niekiedy wymagane jest prowadzenie 
przesączania poza punkt przebicia. Liczba jonów Na⁺ w 
wycieku zazwyczaj szybko wzrasta, a stężenie jonów H⁺ 
w odpowiednim stosunku maleje. Po pewnym czasie 
złoże jonitu zostaje wysycone jonami Na⁺ i roztwór 
NaCl przechodzi przez filtr bez zmiany. Proces taki może 
być przedstawiony za pomocą tzw. krzywych przebicia 
(izoplan wymiany) wyrażających stosunek stężenia 
wycieku C do stężenie wycieku C₀ jako funkcję czasu, 
bądź objętości wycieku. 

 



Przykład krzywej przebicia 

Krzywe przebicia pozwalają łatwo porównać pojemność całkowitą złoża z jego pojemnością przebicia. 

Pole zakreskowane przedstawia całkowitą pojemność kolumny. W przypadku symetrycznych krzywych przebicia 
równa się ona odciętej odpowiadającej punktowi C/C₀=0,5.  

Zazwyczaj krzywe otrzymane doświadczalnie odchylają się od symetrycznego kształtu, jednak w większości 
przypadków można używać odcinka B jako przybliżonej miary pojemności całkowitej. Odcinek A natomiast 
odpowiada pojemności przebicia filtru w danych warunkach pracy. 

 



Izotermy wymiany 
 

• Kształt krzywych wymiany przebicia zależy w dużym stopniu 
od izoterm wymiany uzyskanych w układzie statystycznym. 
Izotermy wymiany mogą być liniowe, wypukłe lub wklęsłe, 
w zależności od powinowactwa jonów do jonitu. Izoterma 
wypukła odnosi się do przypadku, gdy jon wychwytywany 
ma mniejsze powinowactwo do jonitu niż jon pierwotnie 
obecny w kolumnie jonitowej. Przybiera ona postać 
izotermy wklęsłej, jeżeli jon wychwytywany jest 
zatrzymywany przez jonit słabiej niż jon obecny w 
wymieniaczu. Izotermę liniową otrzymuje się przy 
wymianie jonów o tym samym powinowactwie, bądź gdy 
jakiś drugi jon jest obecny w dużym nadmiarze w roztworze 
zewnętrznym. 



Cykl jonitacyjny 

• sorpcja – przepuszczenie przez kolumnę 
roztworu, który może zawierać jeden lub kilka 
jonów wymiennych. 

• elucja (regeneracja jonitu) – usunięcie jonów 
zatrzymywanych na jonicie za pomocą elektrolitu 
zawierającego jon o większym powinowactwie do 
złoża jonitu, od jonów wprowadzonych w 
procesie sorpcji. 

• Po przemyciu kolumny wodą jonit może zostać 
wykorzystany do kolejnego cyklu. 

 



Czynniki wpływające na proces 
wymiany 

Wymiana jonów zachodzi pomiędzy fazą stałą 
jonitu, a fazą ciekłą (elektrolitem), zatem cechy 
obu odgrywają dużą rolę w przebiegu tego 
procesu. 

 
Czynniki wpływające na przekaz jonów: 
• Budowa wymieniacza 
• Ilość i rodzaj grup funkcyjnych jonitu 
• energia wymienna jonów 
• temperatura 



Budowa wymieniacza 

• Bierzemy tu pod uwagę strukturę przestrzenną 
jonitu, wielkość jego cząsteczek i rodzaj wiązań 
poprzecznych w jego strukturze. Od nich 
zależy czy proces będzie przebiegać na 
powierzchni lub wewnątrz cząsteczek, stopień 
przenikliwości, wielkość powierzchni i szybkość 
wymiany na niej, a także poziom zawartości 
wody w żywicy. 

 



Liczba i rodzaj grup funkcyjnych 

• Grupy funkcyjne powinny występować w takiej ilości, aby 
substancja jonowymienna nie miała charakteru hydrofilnego, przy 
jednoczesnym zachowaniu wysokiej zdolności wymiennej. Zbyt 
duża liczba grup czynnych powoduje pęcznienie jonitu, a nawet jego 
peptyzację. Zbyt mała natomiast prowadzi do małej zdolności 
wymiennej jonitu. 

• Jonity z silnie polarnymi grupami funkcyjnymi są w roztworach 
zdysocjowane prawie w 100% i wykazują zdolność do wymiany 
jonów w szerokim zakresie pH. 

• Kationity zawierające grupy słabiej zdysocjowane mogą uczestniczyć 
w wymianie jonów jedynie przy wyższych wartościach pH, podczas 
gdy anionity zachowują się jako słabe zasady i uczestniczą w 
wymianie jonów w pełni tylko przy niskich wartościach pH. 



Energia wymienna jonów  

• Wyraża się ona w sile ich przyciągania przez przeciwnie 
naładowane grupy funkcyjne jonitu oraz w trudności ich 
usuwania z wymieniacza w procesie regeneracji. Zależy ona 
również od wielkości ładunku elektrycznego jonów, ich 
promienia i stopnia uwodnienia. Energia jonów jest wprost 
proporcjonalna do ładunku elektrycznego jonu, a 
odwrotnie proporcjonalna do hydrodynamicznego 
promienia tego jonu (promienia jonu wraz z otoczką 
wodną) oraz jego objętości hydrodynamicznej. Na przykład 
energia wymienna jonu H⁺ jest ok. 17-krotnie większa od 
energii wymiennej jonu Ca2⁺, który dzięki swej małej 
objętości atomowej łatwiej dyfunduje przez kapilary jonitu 
niż jony o większej objętości atomowej. 
 



Temperatura 

• Jej wpływ w procesach wymiany jonów jest trudny do 
stwierdzenia ze względu na złożony charakter 
występujących tu zjawisk. Sorpcja jako proces 
egzotermiczny powinna maleć ze wzrostem 
temperatury, jednak następuje zwiększenie aktywności 
cząstek oraz jonów, co daje skutek odwrotny. Procesy 
wymiany jonów i zdolności wymiennej jonitów 
wzmagają się w wyniku wzrostu temperatury. 
Najczęściej stosowana jest jednak temperatura 
pokojowa, gdyż nie wszystkie jonity i substancje 
poddawane chromatografii nadają się do pracy w 
wyższej temperaturze. 



Klasyfikacja jonitów 

Jonity nieorganiczne: 
• Naturalne – częściowo już wychodzą z użycia; w należą 

do nich glinokrzemiany wapniowe i sodowe oraz ich 
związki z kwasem krzemowym oraz wodą 
konstytucyjną i krystalizacyjną np. natrolit. Do tej grupy 
należą również glaukonity i bentonity. 

• Półstyntetyczne – np. sulfonowane glinokrzemiany, nie 
odgrywają większej roli w biochemii 

• Syntetyczne – odznaczają się dużą zdolnością 
pęcznienia w wodzie, powodując znaczny wzrost 
udziału grup jonowymiennych w procesie wymiany; 
należą do niej np. permutyt lub silikażel. 
 



Jonity organiczne: 
• Naturalne – przede wszystkim należy do nich węgiel 

brunatny i torf, dzięki obecności substancji humusowych, 
których grupy karboksylowe i wodorotlenowe biorą udział 
w wymianie jonów. 

• Półsyntetyczne – są to substancje naturalnego pochodzenia, 
w których wprowadzono dodatkowe grupy funkcyjne i 
usunięto substancje przeszkadzające w wymianie jonowej. 
Zaliczamy do nich głównie pochodne celulozy. 

• Syntetyczne – są najbardziej wartościowymi wymieniaczami 
jonowymi ze względu na nierozpuszczalność w wodzie i 
większości rozpuszczalników organicznych, wysoką trwałość 
chemiczną i mechaniczną, zwiększoną powierzchnią sorpcji 
(obecność porów, kapilar),  wysoką i selektywną zdolność 
wymienną. Do tej grupy zaliczamy głównie pochodne 
polistyrenu. 



Opis chromatografii jonowymiennej 
aminokwasów 

• Żywicę przechowuje się w 0,2M roztworze NaOH w temp. 
4⁰C, a następnie przemywa się ją 4M roztworem HCl w celu 
usunięcia zanieczyszczeń, następnie wodą, 2M NaOH, oraz 
buforem cytrynianowym o pH = 3,1. Tak przygotowaną 
zawiesinę żywicy w buforze wprowadza się do rurek o 
średnicy 9mm. W zależności od wielkości stosowane są 
kolumny do rozdziału aminokwasów kwasowych, 
obojętnych i zasadowych. Złoże jonitu znajduje się w rurce 
szklanej zaopatrzonej w zewnętrzny płaszcz, przez który 
przepływa woda z ultratermostatu zapewniającego jej stałą 
cyrkulację wokół złoża. Na tak przygotowaną żywicę 
wprowadza się 1-2mg zhydrolizowanego białka 0,2M 
roztworze buforowym.  



• Cząsteczki aminokwasów stają się kationami 
zobojętnionymi przez aniony buforu, a następnie penetrują 
w głąb gąbczastego rusztowania żywicy, podstawiają 
ruchome kationy sodowe i zostają z różną siłą 
zaadsorbowane na powierzchni wymieniacza. Przemywanie 
kolumny roztworami buforowymi o rosnących w sposób 
ciągły wartościach pH i o podwyższonej temperaturze 
powoduje odrywanie się poszczególnych aminokwasów w 
postaci jonów obojnaczych i pojawianie się ich w 
oddzielnych frakcjach u wylotu kolumny. Spływają one w 
określonej kolejności, doskonale oddzielone jeden od 
drugiego. Ich stężenie oznacza się fotometrycznie w reakcji 
z odczynnikiem ninhydrynowym. Powstają w ten sposób 
krzywe wzorcowe, na których oznaczone zostaje stężenie i 
rodzaj aminokwasów w próbce.  

• Tego typu analiza biochemiczna pozwala na określenie          
I-rzędowej struktury białek. 





Bibliografia 

• „Chemia analityczna” T. Lipiec, Z. Szmal wyd. PZWL 1961 
• „Chemia” K. Pazdro wyd. PWN 1982 
• „Chemia podstawy” K. Pazdro, W. Danikiewicz wyd. Oficyna 

edukacyjna 1995 
• „Podstawy chemii organicznej” T. Penkala wyd. PWN 1987 
• „Przewodnik do ćwiczeń z chemii ogólnej i biochemii 

zwierząt” T. Mierzejewski, J. Wierciński, R. Misky-Pietrzak, 
Beata Słowikowska-Postój  wyd. AR Lublin 1990 

• „Chemia ogólna i biochemia zwierząt – przewodnik do 
ćwiczeń” M. Kankofer, J. Wierciński wyd. UP 2008 

• „Ćwiczenia z biochemii” praca zbiorowa pod red. Leokadii 
Kłyszejko-Stefanowicz wyd. PWN 1980 


