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 Chromatografia jest metodą rozdzielania substancji 
polegającą na zróżnicowanym podziale składników mieszaniny 
pomiędzy dużą objętościowo fazę ruchomą (ciecz lub gaz) i fazę 
stacjonarną (ciecz lub ciało stałe). 
 We wszystkich rodzajach chromatografii cząsteczki 
rozdzielają się między fazę stacjonarną a ruchomą. Rozdział zależy 
od względnej tendencji cząsteczek mieszaniny do ich silniejszego 
wiązania się z jedną z tych faz.  
 W każdej technice chromatograficznej najpierw rozdziela 
się badaną mieszaninę, a następnie przeprowadza się detekcję 
poszczególnych składników.   
 
 



Relacje zachodzące między fazami 
w chromatografii  
TYP chromatografii  Faza stacjonarna  Faza ruchoma  

Chromatografia po-
działowa na stałych 
sorbentach; filtracja 
żelowa   
 

Ciekła   
 

Ciekła   
 

Chromatografia 
jonowymienna   
 

Stała   
 

Ciekła   
 

Chromatografia po-
działowa między cienką 
warstwą ciekłego złoża i 
prze-pływającym gazem 
  
 

Ciekła   
 

Gazowa 



Klasyfikacja metod chromatograficznych 

A) Ze względu na stan skupienia fazy ruchomej 

  Chromatografia gazowa 

  Chromatografia cieczowa 

  Chromatografia fluidalna 

B)Ze  względu na stan skupienia fazy stacjonarnej: 

 

 
Faza ruchoma Faza stacjonarna  Typ chromatografii 

 

Gaz Ciecz GLC gas – liquid 
chromatography 

Ciecz Ciecz LLC liquid – liquid 
chromatograhpy 

Gaz Ciało stałe GSC gas – solid chromat 

Ciecz Ciało stałe LSC liquid - – solid 
chromat 
 



Zależnie od rodzaju zjawisk odpowiedzialnych za podział 
chromatografowanych substancji wyróżnia się: 

 chromatografię rozdzielczą (podziałową) – o zachowaniu się mieszaniny 
poddanej rozdzieleniu decyduje współczynnik podziału poszczególnych 
składników pomiędzy dwie nie mieszające się ze sobą ciecze 

 chromatografię adsorpcyjną – podstawą rozdziału jest niejednakowa skłonność 
składników mieszaniny do adsorpcji fizycznej i chemicznej na powierzchni 
fazy stacjonarnej (ciało stałe). 

 chromatografię jonowymienną – wykorzystywane jest zjawisko różnych 
zdolności do wymiany jonów przez składniki mieszaniny z wymieniaczem 
jonowym 

 sączenie molekularne – rozdzielanie polega na zróżnicowanej dyfuzji 
cząsteczek w pory fazy stacjonarnej. Cząsteczki na tyle duże, że ich dyfuzja jest 
wykluczona, szybko są wypłukiwane przez fazę ruchomą. Cząsteczki mniejsze 
zatrzymują się na materiale nośnym i są wypłukiwane w następnej kolejności. 



Ze względu na sposób umieszczenia nośnika 
możemy wyróżnić: 
 chromatografię kolumnową – nośnik fazy stacjonarnej umieszczony 

jest w kolumnie chromatograficznej, którą stanowi rura szklana, 
przewężona w dolnej swej części. Faza ruchoma przemieszcza się pod 
wpływem siły grawitacyjnej. 

 chromatografię cienkowarstwową – faza stacjonarna naniesiona jest na 
odpowiednie podłoże (płytki szklane lub aluminiowe) w postaci 
cienkiej warstwy. Faza ruchoma przenoszona jest w wyniku działania 
sił kapilarnych. 

 chromatografię bibułową. Fazą stacjonarną jest bibuła (100% celulozy) 
o izotropowym układzie włókien. 



Ze względu na Naturę zjawisk 
odpowiedzialnych za rozdział: 
 Chromatografia adsorpcyjna – powinowactwo adsorpcyjne składników  

mieszaniny do powierzchni fazy stacjonarnej (adsorbent) 

 Chromatografia podziałowa – podział składników mieszaniny między dwie nie 
mieszające się fazy (faza stacjonarna : ciecz na nośniku; faza ruchoma: ciecz, gaz, faza 
fluidalna) 

 Chromatografia powinowactwa – równowagi reakcji chemicznej tworzenia 
selektywnych kompleksów molekularnych 

 Chromatografia sitowa (filtracja molekularna (żelowa) – rozmiar porów fazy 
stacjonarnej i wielkość cząsteczek rozdzielanych substancji decydują o rozdziale 

  Chromatografia jonowymienna – reakcja wymiany jonowej miedzy jonami z 
roztworu a jonami związanymi z fazą stacjonarną (jonit). Jonity – nierozpuszczalne 
substancje wielkocząsteczkowe posiadające ugrupowania jonowe 

 (MR-—Y+) + X+  (MR-—X+) + Y+ kationit 

 (MR+—Y-) + X-  (MR—X-) + Y- anionit 

 



Chromatografia adsorpcyjna 

 (affinity chromatography - AC) stosowana jest do rozdziału 

białek ze względu na ich duże powinowactwo do specyficznych 

ligandów, które związane są z nierozpuszczalnym złożem. 

Procedura obejmuje następujące etapy:  

1. kowalencyjne przyłączenie ligandu do złoża  

2. nałożenie mieszaniny białek a następnie przemycie kolumny w 

celu usunięcia                                         niezwiązanych 

cząsteczek 

3. elucja związanych z kolumną białek. 

 



Chromatografia podziałowa 
 W chromatografii podziałowej zjawiskiem decydującym o przebiegu 

procesu jest zjawisko podziału substancji między dwie ciekłe, nie 
mieszające się fazy. Ciekłą fazę stacjonarną uzyskujemy przez 
osadzenie na ziarnach stałego nośnika cienkiej warstewki odpowiednio 
dobranej cieczy (również pod względem parametrów fizycznych, 
głównie lepkości i związanej z tym siły przylegania - adhezji). Zgodnie 
z prawem podziału Nernsta, stosunek stężeń w obu fazach w stanie 
równowagi jest wielkością stałą i charakterystyczną w danych 
warunkach dla danej substancji. Tak więc, gdy stężenie składnika w 
fazie ruchomej jest większe, niż to wynika z prawa podziału, substancja 
przechodzi do fazy ciekłej stacjonarnej. Jeśli po chwili napłynie faza 
ruchoma o mniejszym stężeniu tej substancji nastąpi częściowe 
przejście z fazy stacjonarnej do fazy ruchomej (aż do ustalenia 
odpowiedniego stosunku stężeń w obu fazach).   



Chromatografia powinowactwa 
 Techniki chromatografii powinowactwa wykorzystują 

unieruchomione Ugandy, które reagują ze swoistymi regionami 
enzymu  

 Uderzającą cechą chromatografii powinowactwa jest jej zdolność do 
wybiórczego usuwania jednego określonego białka lub, najwyżej, małej 
liczby poszczególnych białek z ich mieszaniny. Technika wykorzystuje 
unieruchomiony ligand swoiście reagujący z enzymem, który 
zamierzamy oczyścić. Gdy mieszanina białek jest poddana działaniu 
tego unieruchomionego ligandu, wówczas białkami, które przyłączą 
się, są te, które silnie z nim reagują. Niepożądane białko wypływa z 
kolumny i jest odrzucane. Badane białko jest wówczas eluowane z 
unieruchomionego ligandu. na ogół za pomocą dużych stężeń soli lub 
przeprowadzając ligand w postać rozpuszczalną. 



Chromatografia jonowymienna 
 Separacja makromolekuł polega na odwracalnej adsorpcji obdarzonych ładunkiem 

elektrycznym makromolekuł na złożu jonowymiennym (jonowymieniaczu) 

 jonowymieniacz – złoże chromatograficzne z unieruchomionymi na powierzchni 

polarnymi molekułami posiadającymi ładunek elektryczny określonego znaku  

 

 

 

 Anionowymieniacz kationowymieniacz 

 

 

 

 

 Jonowymieniacze można podzielić też na silne i słabe. 

 

 

 



Chromatografia sitowa/filtracja żelowa 

 Cząsteczki różniące się wielkością można bardzo dobrze rozdzielić 
metodą filtracji żelowej zwaną również sączkiem molekularnym. 

 Próbę nakłada się na kolumnę chromatograficzną wypełnioną 
nośnikiem w postaci ziarenek o średnicy ok. 0,1 mm, zbudowanych z 
nierozpuszczalnego, lecz silnie uwodnionego polimeru typu dekstranu 
lub agarozy (oba są węglowodanami) lub poliakryloamidem. 
Powszechnie stosowanymi żelami w tej chromatografii są preparaty 
handlowe: sephadex, sepharose i bio-gel, których ziarna mają typową 
średnicę 0,1mm małe cząsteczki wnikają do wnętrze tych ziaren, duże 
natomiast nie mogą.  

 Do rozdzielenia dużej ilości białka stosuje się raczej filtrację żelową, a 
nie elektroforezę żelową, jednakże za cenę gorszej rozdzielczości 



  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  

 



Mechanizm działania 
 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.  

 



Warunki rozdziału 
 Do filtracji żelowej najczęściej stosuje się kolumny o 

długości 50-90 cm, wraz ze wzrostem długości 
kolumny zmniejsza się szybkość rozdziału białek.  
Objętość nakładanej próby nie powinna przekraczać 
5% całkowitej objętości kolumny. 
Skład buforu elucyjnego nie wpływa bezpośrednio na 
rozdział białek, ale w celu zmniejszenia oddziaływań 
jonowych pomiędzy złożem a rozdzielanymi 
związkami nie stosuje się buforów o sile jonowej 
słabszej niż 0,02M. 

 



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) 

  

 Zerowy czas retencji (tM) = czas przebywania w kolumnie substancji, która nie oddziałuje z fazą 
stacjonarną (np. He w chromatografii gazowej) 

 Zerowa objętość retencji (VM):  

   VM = F0 ∙ tM 

 Zredukowany czas retencji (t’R) = różnica między całkowitym i zerowym czasem retencji  

   t’R = tR – tM  

 Zredukowana objętość retencji (V’R): 

   V’R = VR - VM  

Zredukowany czas retencji i zredukowana objętość retencji charakteryzują zatrzymywanie się próbki na 
fazie stacjonarnej i są wielkościami charakterystycznymi dla danej substancji.  

 

 


