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CHROMATOGRAFIA CIECZOWA 
 Chromatografia cieczowa, LC (ang. Liquid Chromatography) − obejmuje techniki 

analityczne wykorzystujące zjawisko różnej szybkości migracji składników analizowanej 
mieszaniny. W chromatografii tej fazą ruchomą (eluentem) jest ciecz. Istotą każdej 
chromatografii cieczowej jest rozdział analizowanej mieszaniny na poszczególne związki 
chemiczne poprzez przepuszczanie roztworu tej mieszaniny przez stałe lub żelowe złoża. 
Różnice w szybkości migracji poszczególnych składników próbki wywołane są przez 
różnego typu czynniki takie jak: rozpuszczalność, współczynnik podziału, adsorpcja, 
reakcje chemiczne itp. Stąd wywodzi się podstawowy podział technik 
chromatograficznych na adsorpcyjne, podziałowe, żelowe i jonowymienne. Na skutek 
oddziaływań międzycząsteczkowych między związkami tworzącymi mieszaninę i złożem, 
jedne z nich przechodzą przez złoże szybciej, a inne wolniej. Ze względu na ilość 
pozyskiwanych substancji wyróżnia się chromatografię preparatywną (dostarczającą 
niewielkich ilości substancji i jedynie sporadycznie) oraz chromatografię procesową 
lub inaczej produkcyjną (gdy ilość pozyskiwanego produktu jest znacznie większa, a 
proces prowadzony jest w sposób cykliczny lub ciągły). 

 Początki chromatografii związane są z rosyjskim botanikiem o nazwisku Cwiet. Nazwa 
chromatografia ("pisanie barwami") wzięła się od pierwszych doświadczeń botanika. 
Przeprowadził on tą metodą rozdział barwnych związków naturalnych już na początku 
XX wieku. 

 Istnieje bardzo wiele rodzajów chromatografii cieczowej, które można podzielić na trzy 
ogólne rodzaje: 

 chromatografia cienkowarstwowa - w której złoże (zwykle żel krzemionkowy) jest 
nałożone na płytkę szklaną lub plastikową w postaci cienkiej, sprasowanej formy. 
Rozdział następuje poprzez powolne wnikanie roztworu w złoże 

 chromatografia kolumnowa - w które złoże umieszcza się w kolumnie, po czym przez 
kolumnę przepuszcza się roztwór analizowanej mieszaniny - jej szczególnym 
przypadkiem jest HPLC 

 elektroforeza - która w zasadzie jest formą chromatografii cienkowarstwowej, w 
której jednak najpierw nasącza się złoże mieszaniną, a rozdział następuje na skutek 
działania pola elektrycznego 

 



UKŁAD CHROMATOGRAFICZNY 

 
 Układ chromatograficzny składa się z trzech składników:  

 • mieszaniny poddawanej rozdzieleniu;  

 • fazy stacjonarnej, sorbentu, czyli stałego lub żelowego 

złoża, które może oddziaływać międzycząsteczkowo ze 

związkami tworzącymi analizowaną mieszaninę. Istotna 

dla rozdziału jest zarówno wielkość powierzchni 

sorpcyjnej, jak i stopień jej obsadzenia grupami 

funkcyjnymi; 

 • fazy ruchomej, czyli eluentu lub inaczej czynnika 

wymywającego. W przypadku chromatografii cieczowej 

jest nim ciekły rozpuszczalnik, który przenosi 

analizowaną substancję przez złoże. Dobry eluent 

powinien zapewniać wystarczającą selektywność układu 

chromatograficznego, a przy tym nie reagować ani z fazą 

stacjonarną, ani z substancjami rozdzielanymi (wyłączając 

zamierzone działania). Powinien on również 

charakteryzować się możliwie niską lepkością, niskim 

ciepłem parowania i nie absorbować światła w tych 

zakresach fali, które będą wykorzystywane przy detekcji. 



ELUCJA 

  Proces wymywania składników nazywa się elucją. Istnieją dwa 
sposoby jej prowadzenia:  

 • izokratyczna - podczas której skład eluentu jest stały;  

 • gradientowa - w której dzięki zmianie składu fazy 
ruchomej następuje wzrost siły elucyjnej (np. skład eluentu 
w trakcie rozdzielania zmienia się od 10% do 90% metanolu 
w wodzie). Faza ruchoma o odpowiedniej mocy do 
rozdzielenia składników o dużej retencji nie rozdziela 
składników wymywanych na początkowym etapie. Faza 
ruchoma odpowiednia dla składników o słabej retencji nie 
wymywa składników silnie zatrzymywanych lub też 
powoduje ich oddzielenie dopiero po bardzo długim czasie. 
Elucja gradientowa rozwiązuje ten problem dzięki 
systematycznemu zwiększaniu siły elucyjnej i stanowi 
najskuteczniejszy sposób rozwiązania tzw. ogólnego 
problemu elucji. Stosuje się ją w przypadkach, kiedy 
analizowana mieszanina składa się z substancji znacznie 
różniących się od siebie właściwościami sorpcyjnymi.  



KLASYFIKACJA CHROMATOGRAFII 

CIECZOWEJ ZE WZGLĘDU NA RÓŻNE 

MECHANIZMY ROZDZIAŁU 

  Układy chromatograficzne adsorpcyjne (ciecz - ciało stałe), w których wyróżnia się:  

 Układ faz normalnych (NP), wykorzystujący interakcje pomiędzy polarnymi grupami 

funkcyjnymi rozdzielanych składników, a polarnymi centrami aktywnymi znajdującymi 

się na powierzchni fazy stacjonarnej. Podstawowym zjawiskiem decydującym o 

rozdzielaniu jest adsorpcja na powierzchni bardziej polarnego sorbentu.  

 Układy faz odwróconych (RP), czyli takie, w których faza stacjonarna jest mniej 

polarna niż faza ruchoma. Nazwa ich wynika jedynie z historii chromatografii. Fazę 

ruchomą stanowi tu mieszanina wody i rozpuszczalnika organicznego. Retencja związku 

zależy od chemicznej natury cząsteczek substancji, eluentu i sorbentu.  

 Podziałowe (ciecz-ciecz) - analizowane substancje rozdzielane są pomiędzy dwie ciekłe, 

niemieszające się fazy: ruchomą i stacjonarną, osadzoną statycznie na nośniku (związaną z 

nim siłami przylegania), bądź też generowaną w sposób dynamiczny w czasie przepływu 

eluentu przez kolumnę.  

 Chromatografię żelową, sitową -  ten typ chromatografii eliminuje, zjawisko sorpcji. 

Składniki mieszaniny rozdzielane są na tzw. sitach molekularnych, czyli ziarnach tworzących 

pory międzyziarnowe przez które płynie ciecz. Zawierają one również mikropory wewnętrzne, 

w których przestrzeni eluent praktycznie nie płynie. W ten sposób związki rozdzielane są ze 

względu na swoją wielkość i masę molową.  

 Chromatografię jonowymienną - ten typ chromatografii korzysta z różnic w ładunku 

wypadkowym odmiennych cząstek, a rozdział mieszaniny następuje w wyniku odwracalnej 

wymiany jonów z fazą stacjonarną. Cząsteczki o małej gęstości wypadkowych ładunków 

dodatnich wypływają z kolumny jako pierwsze, a cząsteczki o większej gęstości ładunków - 

dopiero w następnej kolejności.  

 Chromatografię powinowactwa - technika ta wykorzystuje duże powinowactwo wielu 

białek do specyficznych grup chemicznych (np. oddziaływanie enzym - koenzym) albo innego 

typu oddziaływania zachodzące pomiędzy fazą stacjonarną, a rozdzielanymi składnikami. 



CHROMATOGRAFIA KOLUMNOWA 

 
 Chromatografia kolumnowa – polega na rozdzieleniu 

mieszanin poprzez wprowadzenie jej na stałą fazę 
stacjonarną (adsorbent) umieszczoną w cylindrycznej 
kolumnie i rozdzieleniu jej na składniki przy użyciu ciekłej 
fazy ruchomej, wprowadzanej z odpowiedniego zbiornika lub 
dolewanej bezpośrednio na kolumnę. Przepływ fazy 
ruchomej może być grawitacyjny lub wymuszony przez 
niewielkie nadciśnienie wprowadzanego eluentu lub przez 
niewielkie podciśnienie u wylotu kolumny. Składniki 
mieszaniny przemieszczają się ku dołowi z szybkością 
zależną od siły oddziaływań ich cząsteczek z adsorbentem. 
Siła tych oddziaływań zależy od budowy cząsteczek, dlatego 
poszczególne składniki mieszaniny przemieszczają się z 
różną szybkością. Dzięki temu rozdzielone składniki można 
kolejno odbierać na dole kolumny. Odparowanie 
rozpuszczalnika z odpowiednich porcji wycieku (frakcji) 
pozwala na uzyskanie czystych składników mieszaniny. 

 W zależności od wielkości kolumn i ilości rozdzielanego 
materiału chromatografia kolumnowa może być 
wykonywana w skali analitycznej, laboratoryjnej 
(półpreparatywnej, preparatywnej) i przemysłowej. 

 



CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA (TLC) 
 TLC (ang. thin layer chromatography) - faza rozdzielcza, złoże, czyli faza stacjonarna 

o właściwościach sorpcyjnych jest umieszczona jako cienka warstwa na płytce szklanej, 

aluminiowej lub wykonanej z tworzywa sztucznego. 

Substancje rozdzielane nanosi się punktowo przy dolnej krawędzi płytki, po czym 

płytkę umieszcza się w komorze chromatograficznej zanurzonej na kilka milimetrów w 

eluencie, tak by naniesione substancje nie zostały zanurzone. Eluent stopniowo wspina 

się po płytce dzięki zjawisku kapilarnemu. Powoduje to przemieszczanie się 

rozdzielanych substancji ku górze. Prędkość ruchu poszczególnych składników 

rozdzielanej mieszaniny jest zależna od oddziaływań międzycząsteczkowych między 

związkami chemicznymi obecnymi w analizowanej próbce, a fazą rozdzielczą i 

eluentem. Gdy czoło eluenta dotrze do górnej krawędzi płytki rozdział jest zakończony. 

Zależnie od swojej natury fizykochemicznej - składniki rozdzielanej mieszaniny 

docierają w tym czasie na różną wysokość płytki (współczynnik RF), a równomierność 

rozmieszczenia plam substancji można charakteryzować ilościowo tzw. funkcjami CRF 

(chromatographic response functions). W przypadku, gdy substancje nie są naturalnie 

barwne, ich obecność można stwierdzić używając, zależnie od ich właściwości, światła 

UV, roztworów wywołujących (w których płytka jest zanurzana lub nimi spryskiwana - 

reagują one specyficznie i barwnie z rozdzielanymi substancjami) lub innych metod (np. 

wywoływanie w parach jodu, piroliza). 

W preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej stosuje się zazwyczaj grubsze 

warstwy fazy stałej, a rozdzielone związki chemiczne zeskrobuje się z płytki razem ze 

złożem, po czym wymywa się je za pomocą odpowiedniego rozpuszczalnika. 
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ZALETY CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWEJ 
oChromatografia cienkowarstwowa jest metodą komplementarną w 
stosunku do wysokosprawnej chromatografii kolumnowej. Zważywszy na 
możliwość instrumentalizacji i pełnej komputeryzacji, można za jej 
pomocą rozwiązać wiele problemów analitycznych. Podstawowe jej zalety 
to: 

ostosowanie do wstępnego doboru faz dla układów kolumnowych, 
gdyż zużycie rozpuszczalników w porównaniu z chromatografią 
kolumnową jest znacznie mniejsze,  
ona warstwie chromatograficznej można równocześnie rozdzielać 
kilka różnych próbek,  
oproces rozdzielania może być w każdej chwili zatrzymany,  
omożna stosować elucję stopniową, albo/i dwukierunkowa,  
orozdzielane próbki nie muszą być wstępnie oczyszczane,  
ona podstawie wstępnych rozdzielań na cienkiej warstwie można 
stwierdzić, bądź nie, obecność analizowanego składnika i dopiero na 
tej podstawie, stosować inne bardzo kosztowne metody, np. 
wysokosprawną chromatografię kolumnową czy gazową. 
Stwierdzono, że obniża to koszty analizy około 30 %,. Gdy nie 
stwierdzi się obecności analitu nie stosuje się innych metod badań.  
ometoda jest mało pracochłonna, w porównaniu z innymi metodami 
analitycznymi,  
oistnieje możliwość rozwiązywania nawet skomplikowanych 
problemów analitycznych bez stosowania bardzo skomplikowanej 
aparatury. 
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WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA 
(HPLC) 

 Wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid 

Chromatography) – jest zaliczana do najpopularniejszych i najbardziej 

uniwersalnych technik chromatograficznych. HPLC jest techniką kolumnową oraz 

ciśnieniową, w której faza ruchoma przepływa przez kolumnę. Analizowana 

próbka jest rozpuszczana w odpowiednio dobranym rozpuszczalniku, zależnym od 

właściwości substancji i zastosowanego układu. Kolumna wypełniona jest 

drobnoziarnistą lub żelową fazą stacjonarną pod dużym ciśnieniem, najczęściej 

20MPa-40MPa. W związku z powyższym faza stacjonarna może być 

drobnoziarnista i gęsto upakowana (duża powierzchnia styku z fazą ruchomą, ale 

i duże opory dla przepływu fazy ruchomej), a faza ruchoma przepływać z 

prędkością kilku - kilkunastu mililitrów na minutę (w standardowych 

kolumnach), co umożliwia skrócenie czasu analizy do kilkunastu minut. 

Zastosowanie różnego rodzajów detektorów połączonych z rejestratorami lub 

komputerowymi urządzeniami monitorującymi pozwala wykreślić chromatogram. 

Umożliwia on analizę jakościową (na podstawie czasu retencji) i ilościową (na 

podstawie pola powierzchni pod analizowanym pikiem chromatogramu) 

analizowanego związku. Kolumny stosowane w przypadku wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej to grubościenne rurki stalowe o średnicy wewnętrznej 

4mm i długości 10-30cm.  

 Wysokosprawna chromatografia cieczowa może być stosowana jako 

chromatografia podziałowa, adsorpcyjna oraz w układzie faz odwróconych, z 

zastosowaniem elucji izokratycznej, jak i gradientowej. Układ gradientowy polega 

na tym, że w czasie procesu rozdzielania faza ruchoma zmienia swój skład w 

sposób kontrolowany, tak aby wszystkie składniki uległy rozdzieleniu, a czas 

analizy był możliwie krotki. 



 W HPLC duże znaczenie dla rozdziału ma polarność faz. Początkowo stosowano normalny 

układ  faz (NP), w którym faza stacjonarna jest znacznie bardziej polarna niż faza 

ruchoma. Obecnie najczęściej stosuje się odwrócony układ faz (RP – układ faz 

odwróconych), w którym faza stacjonarna jest mniej polarna niż faza ruchoma. Podział 

zależy od wiązania się hydrofobowych cząsteczek substancji rozpuszczonej z fazy 

ruchomej do unieruchomionych, hydrofobowych ligandów związanych z fazą stacjonarną. 

Układy RP mają bardziej trwałe wypełnienia, cechują się niższym kosztem fazy ruchomej 

a przede wszystkim cechują się inną selektywnością niż układy NP 

 Do analiz bardzo małych ilości związków chemicznych stosuje się chromatografy typu 

nanoHPLC. Analiza próbki trwa kilkadziesiąt do kilkuset minut. Chromatografy 

nanoHPLC charakteryzują się bardzo dużą rozdzielczością kosztem mniejszej 

powtarzalności uzyskanych wyników. 

 Szczególnym przypadkiem  HPLC jest SEC (size exlusion chromatography) zwany 

również GPC (gel permeation chromatoraphy). Techniki te są oparte na porowatych 

wypełnieniach żelowych, w których rozdział następuje nie wskutek powinowactwa 

chemicznego analizowanych związków do wypełnienia, lecz wskutek zatrzymywania 

cząsteczek analizowanej mieszaniny przez pory fazy stacjonarnej. Przez kolumny SEC 

szybciej przechodzą związki o większej masie cząsteczkowej, a wolniej o mniejszej. Jest to 

metoda stosowana do oznaczania średnich mas cząsteczkowych polimerów i ich 

polidyspersji. 

 Coraz częściej stosuje się tak zwaną ultrasprawną chromatografię cieczową (UHPLC lub 

UPLC, z ang. ultra (high) performance liquid chromatography). W tym przypadku stosuje 

się krótsze kolumny o mniejszej średnicy wewnętrznej rzędu 1-2 mm, oraz z mniejszym 

uziarnieniem  złoża w kolumnie. Dzięki mniejszym ziarnom złoża rośnie stopień ich 

upakowania, a tym samym powierzchnia ziaren w jednostce objętości, czego efektem jest 

zwiększenie sprawności kolumny. Rozdział mieszaniny prowadzi się przy zwiększonym 

liniowym przepływie fazy ruchomej, co w połączeniu z bardziej upakowanym złożem 

powoduje zwiększenie ciśnienia. Całkowity przepływ fazy ruchomej często jest jednak 

mniejszy ze względu na dużo mniejszą średnicę kolumny i krótszy czas analizy. 
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ELEKTROFOREZA 

 
 Elektroforeza – technika analityczna, rzadziej 

preparatywna, stosowana w chemii i biologii 

molekularnej, zwłaszcza w genetyce. Jej istotą jest 

rozdzielenie mieszaniny związków chemicznych na 

możliwie jednorodne frakcje przez wymuszanie 

wędrówki ich cząsteczek w polu elektrycznym. 

 Cząsteczki różnych substancji różnią się zwykle 

ruchliwością elektroforetyczną. Parametr ten jest w 

przybliżeniu wprost proporcjonalny do ładunku 

elektrycznego cząsteczki i odwrotnie proporcjonalny 

do jej wielkości. Zależy także od kształtu cząsteczki. 

 Istnieje wiele wariantów tej techniki. W zależności od 

ośrodka, w którym następuje rozdział, wyróżnić 

można elektroforezę bibułową (dziś już przestarzałą i 

praktycznie nie używaną), żelową i kapilarną. 

 



ELEKTROFOREZA ŻELOWA 

  W elektroforezie żelowej ośrodkiem, w którym przemieszczają się badane substancje, 
jest żel elektroforetyczny, uformowany w płytkę długości . Kroplę analizowanej 
mieszaniny nanosi się w zagłębienie w żelu - studzienkę. Próbka rozpuszczona jest z 
reguły w roztworze o większej gęstości, dzięki czemu rozpływa się na dnie 
studzienki, a po włączeniu zasilania migruje do żelu jako wąski prążek. W zależności 
od techniki, cały żel lub jego końce zanurzone są w przewodzącym prąd roztworze 
buforowym. Wzdłuż krawędzi żelu, zwykle na dwóch przeciwległych bokach płytki, 
biegną elektrody. Ze względu na zróżnicowaną mobilność elektroforetyczną, 
ruchliwsze (zazwyczaj mniejsze) cząsteczki oddalają się szybciej od miejsca 
naniesienia próbki. Przebieg elektroforezy można monitorować nanosząc specjalne 
barwniki (tzw. markery) o znanej mobilności elektroforetycznej. 

 Po zakończeniu procesu żel wydobywa się z aparatu i analizuje przez wybarwienie 
bądź obserwację absorpcji światła (zazwyczaj UV) przez żel. W przypadku technik 
preparatywnych obszary żelu zawierające pożądany produkt wycina się i poddaje 
procesowi elucji. 

 Elektroforeza jest najczęściej stosowana do rozdzielania DNA, RNA lub białek 
wyekstrahowanych z komórek lub syntetycznych. Jest też czasami stosowana jako 
jedna z technik pomiaru masy cząsteczkowej. 

 Z poziomu molekularnego elektroforeza polega na ukierunkowanym przesuwaniu 
analizowanych cząsteczek przez prąd i ich interakcji z fazą stałą żelu, która w tej 
cząsteczkowej skali wygląda jak przestrzenna sieć. Bardziej ruchliwe są mniejsze 
cząsteczki bo łatwiej się przeciskają przez tą sieć, większe się opóźniają. Pulsowy 
prąd uruchamia te które "utknęły" po drodze i daje lepszej jakości rozdział. 

 Przykładowe barwniki do nanoszenia próbek na żel: błękit bromofenolowy 
(BP), cyjanol ksylenowy (XC), oranż G 

 Przykładowe substancje wybarwiające DNA: bromek etydyny, coomassie blue, 
srebro, stains-all 

 



ELEKTROFOREZA KAPILARNA 

 
 Elektroforeza kapilarna (CE, od ang. Capillary Electrophoresis), zwana też 

elektroforezą w wolnym buforze służy najczęściej do rozdziału niewielkich 
cząsteczek (podobnie jak HPLC). Metoda ta jest często stosowana w biologii 
molekularnej do analizy DNA, znacznie rzadziej do rozdziału peptydów. 
Rozdział mieszanin prowadzony jest w cienkiej i długiej kapilarze kwarcowej, 
przypominającej z wyglądu światłowód. Kapilara ta wypełniana jest buforem. 

 Próbka wprowadzana jest do wlotu kapilary, po czym jest do niej przykładane 
wysokie napięcie elektryczne. U wylotu kapilary zamontowany jest detektor, 
który rejestruje wychodzenie z rurki kolejnych związków chemicznych. Bufor 
płynie przez kapilarę ze stałą szybkością w stronę jednej z elektrod. Dla układu 
wodnego jest to zwykle katoda. 

 Technika ta umożliwia rozdzielanie anionów i kationów soli organicznych i 
nieorganicznych. 

 Odmianą elektroforezy kapilarnej jest micelarna chromatografia 
elektrokinetyczna (MEKC). W tej technice w buforze rozdziałowym znajduje się 
rozpuszczony detergent jonowy w takim stężeniu, aby tworzyć trwałą emulsję. 
Emulsja ta składa się z miceli, które są hydrofobowe wewnątrz i naładowane 
elektrycznie na swojej powierzchni. Micele te dzięki swemu ładunkowi 
poruszają się z inną prędkością niż reszta buforu, a w ich wnętrzach zamknięte 
są cząsteczki związków chemicznych tworzących analizowaną mieszaninę. 
Pozwala to rozdzielać związki chemiczne, które nie przyjmują ładunku 
elektrycznego nawet po przyłożeniu dużego napięcia. Metoda ta umożliwia 
rozdział i analizę niemal wszystkich związków chemicznych rozpuszczalnych w 
wodzie. 

 


