
TEMAT 6 

 

CHROMATOGRAFIA TO TECHNIKA ANALITYCZNA LUB PREPARATYWNA 

SŁUŻĄCA DO ROZDZIELANIA LUB BADANIA SKŁADU MIESZANIN ZWIĄZKÓW 

CHEMICZNYCH. 

 

w zależności od rodzaju eluentu 

• chromatografia gazowa  

• chromatografia cieczowa 

• chromatografia nadkrytyczna 

 

w zależności od sposobu przygotowania fazy stacjonarnej  

• chromatografia planarna 

– chromatografia cienkowarstwowa tlc (ang. thin layer chromatography)  

– chromatografia bibułowa 

• chromatografia kolumnowa  

 

w zależności od rodzaju fazy stacjonarnej 

• chromatografia powinowactwa  

• chromatografia jonowymienna  

• sączenie molekularne 

 

w zależności od parametrów procesu: 

• HPLC (ang. high performance/pressure liquid chromatography); 

• FPLC (ang. fast protein/performance liquid chromatography) pharmacia 

• UPLC (ang. ultra performance liquid hhromatography) waters. 

• GPC (ang. gel permeation chromatography) 

 

 

Chromatografia gazowa 

 

Szacuje się, że 10 – 20% znanych związków może być wykrywanych za pomocą 

chromatografii gazowej. Związki, które mogą być analizowane z wykorzystaniem tej metody 

muszą charakteryzować się wystarczającą trwałością termiczną i odpowiednią lotnością. 

Jeżeli wszystkie albo niektóre cząstki składników znajdują się w fazie gazowej lub w postaci 

pary w 400-450 0 C albo poniżej tej temperatury, i nie rozkładają się w tej temperaturze, 

prawdopodobnie mogą być analizowane metodą chromatografii gazowej. 

Do chromatografu gazowego dostarczany jest gaz lub gazy odznaczające się wysoką 

czystością. Jeden z gazów (gaz nośny) płynie od dozownika poprzez kolumnę do detektora. 

Próbka wprowadzona jest do dozownika strzykawką albo zewnętrznym urządzeniem 

dozującym. Dozownik ogrzewany jest zazwyczaj do temperatury 150 – 250 0 C, co powoduje 

odparowanie lotnych składników próbki. Odparowane składniki przenoszone są do kolumny 

za pomocą gazu nośnego.  

Składniki przechodzą przez kolumnę z różną szybkością, w zależności od ich właściwości 

fizycznych i oddziaływania z wewnętrzną warstwą kolumny, a także od temperatury i 

zastosowanej kolumny. Każdy składnik, który opuści kolumnę wprowadzany jest do 

detektora. Detektor reaguje na poszczególne składniki próbki i wytwarza odpowiedni sygnał 

elektroniczny. Niektóre detektory dają odpowiedzi na każdą substancję opuszczającą kolumnę 

– detektory uniwersalne, podczas gdy inne reagują tylko na anality o specyficznych 

strukturach, grupach funkcyjnych i atomach – detektory selektywne.  



Wielkość wytworzonego sygnału zapisana jest w systemie danych, a następnie wykreślona na 

chromatogramie, który przedstawia zależność wielkości piku do czasu wymycia składników.  

Idealny chromatogram zawiera nie zachodzące na siebie, rozmieszczone blisko piki. Czas 

wymywania oraz wielkość piku są bardzo ważne, ponieważ umożliwiają identyfikację i 

oszacowanie ilości analizowanych związków w próbce. Wielkość otrzymanego piku jest 

proporcjonalna do ilości składnika w próbce. Większe piki obserwuje się wtedy gdy rośnie 

stężenie danego składnika.  

 

Chromatografię gazową stosuje się m.in. w: 

 

  przemyśle petrochemicznym - np. do oceny składu chemicznego 

produkowanej benzyny; 

  ochronie środowiska - do oceny stopnia zanieczyszczenia gleby, 

powietrza i wody; 

  kryminalistyce - np. do analizy źródła pochodzenia narkotyków na 

podstawie składu zawartych w nich zanieczyszczeń; 

  kontroli antydopingowej - gdzie GC-MS jest podstawową metodą 

wykrywania niedozwolonych substancji w krwi, pocie, moczu i ekstrakcie 

z włosów sportowców; 

  w przemyśle spożywczym - do badania składu surowców i produktów 

żywnościowych oraz do wykrywania zafałszowań żywności. 

 

Chromatografia cieczowa 

 

Nazwa chromatografia cieczowa obejmuje te metody, w których fazą ruchomą jest ciecz. 

HPLC różni się od zwykłej chromatografii cieczowej ciśnieniem pod jakim podawany jest 

eluent na kolumny. Są to dość znaczne ciśnienia, przekraczające 100 atm. Wysokie ciśnienie 

w układzie HPLC wynika z budowy pomp HPLC (wąskie przekroje kapilar), uziarnienia 

wypełnienia kolumn (kilka mikrometrów) i przepływu fazy ruchomej stosowanego w 

aplikacji (od ułamków ml/min do nawet kilkudziesięciu ml/min w przypadku chromatografii 

preparatywnej). Drobne uziarnienia złoża fazy stacjonarnej skutkuje korzystniejszymi 

parametrami sprawności i rozdzielczości układu HPLC, dzięki czemu uzyskujemy rozdział 

analizowanych mieszanin na poszczególne związki chemiczne w znacznie krótszym czasie, 

przy mniejszym zużyciu eluenta i mniejszej ilości analizowanej próbki, niż w klasycznej 

chromatografii cieczowej. Zdolności rozdzielcze współczesnych aparatów i kolumn HPLC są 

niekiedy porównywalne do zdolności rozdzielczych chromatografii gazowej. 

 

Kolumna wraz z wypełnieniem stanowi element układu chromatograficznego, w którym 

zachodzi właściwy proces rozdzielania. W zależności od wielkości próbki możemy wybrać 

dla HPLC mikrokolumny, kolumny analityczne i kolumny preparatywne. Do celów 

analitycznych z reguły stosuje się kolumny analityczne. Są to najczęściej rurki ze stali 

nierdzewnej o wypolerowanej powierzchni zewnętrznej i długości od 5 do 35 cm i średnicy 

wewnętrznej 4,6 mm. Długość kolumny zależy od średnicy ziaren wypełnienia. Im ziarno 

mniejsze tym kolumna krótsza. Kolumny są zamknięte z dwóch końców filtrami i łącznikami 

do połączenia z dozownikiem i detektorem. 

W HPLC stosowane są powszechnie dwa rodzaje wypełnień: 

- wypełnienia krzemionkowe 

- wypełnienia wykorzystujące żywice porowate 

Ze względu na stosowanie wysokich ciśnień i szybki przebieg procesów w HPLC niezmiernej 

wagi nabiera sprawa rozmiaru ziaren i ich kształtu.  



Detektory oceniają ilość (analiza ilościowa) i jakość (analiza jakościowa) uzyskanych 

rozdziałów. Używa się detektorów spektroskopowych (spektrofotometryczne, 

spektrofluorymetryczne, spektroskopii atomowej),   elektrochemicznych, radioaktywacyjnych. 

Uzyskane piki analizowane są statystycznie. 

Wysokociśnieniowa chromatografia cieczowa stosowana jest do rozdzielania i analizy tych 

substancji, których nie można analizować metodą chromatografii gazowej. Do najczęściej 

analizowanych związków tą metodą zaliczamy: związki biologicznie czynne: białka, peptydy, 

aminokwasy, polisacharydy, witaminy, sterydy, skomplikowane mieszaniny kationów, 

związki metaloorganiczne i kompleksowe,  kwasy nukleinowe i ich składniki znajdujące się 

w: 

- preparatach farmaceutycznych 

- środkach ochrony roślin, pestycydach 

- paszy 

- mięsie  

  

 

Sączenie molekularne 

Zwana również filtracją żelową stosowana jest do rozdziału białek różniących się masą 

cząsteczkową lub do oddzielania białek od składników niskocząsteczkowych np. soli 

(odsalanie) lub związków używanych do znakowania białek np. J125, fluoresceina. Idealna 

technika do usuwania substancji interferujących z próbek po ekstrakcji. Znajduje szerokie 

zastosowanie dla próbek środowiskowych, żywności czy ekstraktów tkanek zwierzęcych, 

w szczególności przed ich analizą metodami chromatografii gazowej czy wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej.  

Separacja makrocząsteczek polega na wykorzystywaniu porowatej struktury ziaren żelu oraz 

zjawiska dyfuzji, któremu podlegają  molekuły solwentu i separowane makromolekuły.  

• faza nieruchoma = rozpuszczalnik zalegający wnętrze ziaren żelu   

• faza ruchoma = rozpuszczalnik przemieszczający się pomiędzy ziarnami żelu  

   

Dysponujemy żelem, którego ziarna mają kształt kulisty, z jednoczesną głęboką porowatością, 

przy czym ściśle kontrolowane podczas produkcji żelu są zarówno rozmiary ziarna, jak i 

wielkość oraz jednorodność porów. 

Małe makrocząsteczki, mniejsze od porów, dyfundują w porowatości złoża. 

Makromolekuły poruszają się tym wolniej, im są mniejsze.  

Makrocząsteczki o wielkości podobnej do porów i większe, przepływają wraz z solwentem, 

nie wnikając w porowatości żelu. Te makromolekuły, które są zbyt duże aby wnikać w 

porowatą strukturę złoża, przemieszczają się równie prędko jak solwent. 

Pierwsze kolumnę opuszczą te makrocząsteczki, które były zbyt duże aby wnikać w 

porowatości ziaren, a później będą wymywane coraz mniejsze makromolekuły, w porządku 

podyktowanym ich rozmiarami.  

 

Wpływ różnych czynników na rozdział 

 

 LEPKOŚĆ 

   Zależy od stężenia Solwentu i rozmiaru molekuł 

   Zbyt wysoka lepkość próbki pogarsza rozdzielczość metody, może uniemożliwić separację 

molekuł, zatykając i niszcząc złoże.  

  ROZMIARY KOLUMNY 

 Im kolumna jest dłuższa, tym rozdzielczość metody jest lepsza, ale niestety odbywa 

się to kosztem czasu potrzebnego na dokonanie separacji. Konieczny jest w tym przypadku 



kompromis pomiędzy oczekiwaniami w stosunku do rozdzielczości metody i czasu trwania 

separacji. Tym bardziej, że ze wzrostem długości kolumny czas separacji wzrasta liniowo, a 

rozdzielczość tylko jak pierwiastek kwadratowy z tej długości.  

 NIE MAJĄ ZNACZENIA: pH, wartość siły jonowej, stężenie jonów, skład buforów 

 

Stosowane żele: 

  1. Sepharose - granulowana forma agaru 

  2. Sephacryl - całkowicie syntetyczne sito molekularne 

  3. Sephadex - na bazie dekstranu 

  - może być stosowany w wodnych roztworach soli oraz w niskich stężeniach alkoholi 

(do 20%), wysoka odporność termiczna  

  - może być stosowany w obecności rozpuszczalników organicznych 

 

  Zalety:  

   - technika łatwa do zastosowania oraz interpretacji wyników  

  - można separować wszystkie rodzaje biomolekuł 

   - próbka może być naniesiona na kolumnę i eluowana z niej w tym samym solwencie 

   - proces separacji bardzo słabo zależy od składu solwentu 

  Wady: 

   - objętość nanoszonej próbki jest ograniczona i zawsze musi pozostawać w 

odpowiedniej proporcji do objętości kolumny 

   - rozdzielczość metody jest znacznie gorsza w porównaniu z metodami 

adsorbcyjnymi.  

 

Zastosowanie 

• Usuwanie składników o małej masie z próbki (odsalanie). Zastosowanie w przypadku 

wymiany buforów bez znacznego rozcieńczania próbki.   

• Wyznaczanie masy próbki (np. natywnego białka) przy znanych masach markerów 

nakładanych na kolumnę razem z próbka lub osobno   

• Rozdział peptydów, białek, kwasów nukleinowych, kompleksów białkowych i 

wirusów ze względu na różnicę mas.  

 

 

 
Rysunek 1. Liczenie kropli w poszczególnych frakcjach 



 

 
 
Rysunek 2. Obecność białka we frakcjach wypływających z kolumny – metoda biuretowa 

 

 
 
Rysunek 3. Frakcje z rozdziału chromatograficznego mieszaniny białka i siarczanu amonu – powyżej 

frakcje zawierające siarczan amonu; poniżej frakcje zawierające białko  



 

 
 

Chromatografia powinowactwa i jonowymienna różnią się od sączenia molekularnego 

sposobem rozdziału mieszaniny, co jest związane z charakterem chemicznym rozdzielanych 

mieszanin. Zatem doboru chromatografii dokonuje się na podstawie właściwości składników 

mieszaniny, które mają być rozdzielone. O ile sączenie molekularne wykorzystuje wielkość 

molekuł to chromatografia powinowactwa opiera się na oddziaływaniu pomiędzy składnikami 

mieszaniny a selektywnie dobranymi ligandami znajdującymi się w fazie stacjonarnej. 

Wykorzystuje się tu oddziaływania enzym-substrat, antygen-przeciwciało. Interesujące nas 

cząsteczki zostają „zatrzymane” na kolumnie i wymywane są w drugiej kolejności po 

cząsteczkach, które nie miały powinowactwa do liganda z fazy stacjonarnej. Metoda pozwala 

na „wyciągnięcie” pojedynczego białka z mieszaniny. 

W chromatografii jonowymiennej fazą stacjonarną jest anionit lub kationit, który 

odpowiednio „zatrzymuje” cząsteczki o ładunku odwrotnym do tego z fazy stacjonarnej, a 

„przepuszcza” o podobnym. Metoda ta najczęściej stosowana jest do rozdziału mieszaniny 

aminokwasów.   

 



 
 
Rysunek 4. Zasada chromatografii powinowactwa 

 

 

 

 
Rysunek 5. Zasada chromatografii jonowymiennej 


