Chromatografia jest technikg analityczng i preparatywna, ktéra umozliwia rozdziat
mieszaniny na poszczegolne sktadniki lub frakcje. Wykorzystuje ona r6znice w zachowaniu
sie poszczegolnych zwigzkéw w uktadzie dwufazowym, w ktérym jedna z faz nie zmienia
swojego potozenia (faza stacjonarna), druga natomiast porusza sie wzgledem pierwszej w
okreslonym kierunku (roztwér rozwijajacy). W przypadku chromatografii cieczowej (ang.
Liquid Chromatography) faza ruchoma jest ciecza.

Chromatografia jest technikg analityczng i preparatywna wykorzystujgca rozdzielanie
mieszanin substancji na poszczegolne sktadniki, badz ich grupy (frakcje), dzieki réznicom w
zachowaniu sie tych sktadnikow w uktadzie dwéch faz, w ktérych jedna nie zmienia swego
potozenia (faza nieruchoma, stacjonarna), druga zas porusza sie wzgledem pierwszej w
okreslonym kierunku (faza ruchoma, roztwor rozwijajacy).

Nalezy podkresli¢, ze wtasnie zdolno$¢ do rozdzielania wielo -sktadnikowych mieszanin
substancji o bardzo zblizonych wiasciwosciach stata sie przyczyng tak wielkiego spektrum
wspotczesnych zastosowan chromatografii, tak w analityce, jak i w technologii lekéw ze
Zrodet pochodzenia naturalnego, w biotechnologii czy w innych obszarach.

Historia

Michait Siemionowicz CWIET, rosyjski botanik, fizjolog i biochemik, wynalazca chromatografii;
1903 bedac wyktadowcg na Politechnice Warszawskiej lub Uniwersytecie Warszawskim
opracowat chromatografie kolumnowa; prowadzit badania nad rozdzielaniem barwnikow
roslinnych

Pierwsze prace prowadzit, uzywajgc roztworu chlorofilu w eterze naftowym, ktéry przesgczat
przez ubitg krede

— rozdzielit chlorofil (zielony )i ksantofil (z6tte, czerwone, pomaranczowe) uznawany jest za
odkrywce karotenoidow.

Jako ze stosowat jg do rozdzielania mieszanin naturalnych barwnikéw nazwat jg
chromatografig od greckiego ,khromatos” - barwa. Tak sie ztozyto ze po rosyjsku ,cwiet”
rowniez oznacza barwe.

Uktad chromatograficzny

Uktad chromatograficzny sktada sie z trzech sktadnikow:

* mieszaniny poddawanej rozdzieleniu;

« fazy stacjonarnej, sorbentu, czyli statlego lub zelowego zloza, ktére moze oddziatywacé
miedzyczasteczkowo ze zwigzkami tworzgcymi analizowang mieszanine. Istotna dla rozdziatu
jest zarowno wielkoS¢ powierzchni sorpcyjnej, jak i stopien jej obsadzenia grupami

funkcyjnymi;

 fazy ruchomej, czyli eluentu lub inaczej czynnika wymywajacego. W przypadku


https://pl.wikipedia.org/wiki/Chlorofil
https://pl.wikipedia.org/wiki/Eter_naftowy

chromatografii cieczowej jest nim ciekty rozpuszczalnik, ktory przenosi analizowang
substancje przez ztoze. Dobry eluent powinien zapewnia¢ wystarczajacg selektywno$¢
uktadu chromatograficznego, a przy tym nie reagowac ani z fazg stacjonarng, ani z
substancjami rozdzielanymi (wytgczajac zamierzone dziatania). Powinien on rowniez
charakteryzowac sie mozliwie niskg lepkoscia, niskim cieptem parowania i nie absorbowac
Swiatta w tych zakresach fali, ktére beda wykorzystywane przy detekciji.

Proces chromatograficzny to wielokrotna sorpcja i desorpcja substancji z fazy stacjonarnej do
fazy ruchomej i odwrotnie, tzn. z fazy ruchomej do stacjonarnej. R6zne zwigzki oddziatujg z
kazda z faz w charakterystyczny dla siebie sposob i z tego wzgledu przemieszczajg sie z
rézng szybkoscia, co umozliwia ich rozdziat. Czas ich wedréwki okresla sie mianem retenciji.

Elucja
Proces wymywania sktadnikow nazywa sie elucja. Istniejg dwa sposoby jej prowadzenia:

Elucja izokratyczna - rodzaj elucji, podczas ktérego skitad jakosciowy i iloSciowy fazy
ruchomej pozostaje staty.

Elucja gradientowa — rodzaj elucji, w ktérym sktad fazy ruchomej zmienia sie w sposéb
ciagly lub stopniowo.

Kolumna — rurka ze znajdujgca sie w niej fazg stacjonarna, przez ktorg przeptywa faza
ruchoma (eluent). Faza ruchoma wraz z rozpuszczonymi w niej sktadnikami prébki,
opuszczajgca kolumne nazywa sie eluatem.

Chromatograf jest to przyrzad lub zestaw przyrzadoéw stuzgcy do wykonania rozdzielania
chromatograficznego. Najwazniejsze czesci chromatografu to dozownik (urzgdzenie, za
ktérego pomocg wprowadza sie prébke do fazy ruchomej przed ztozem chromatograficznym
lub na to ztoze) kolumna chromatograficzna oraz detektor (urzadzenie, ktére okresla zmiany
w skiladzie fazy ruchomej przeptywajacej przez niego, poprzez pomiar jej wtasciwosci
fizycznych lub chemicznych. Innymi stowy jest to urzadzenie, ktére monitoruje w sposéb
ciggly sktad fazy ruchomej opuszczajgcej kolumne).

Z chwilg pojawienia sie substancji w detektorze, pojawia sie sygnat chromatograficzny (pik),
obrazujacy zmiany stezenia w czasie lub zmiany stezenia wraz ze zmiang objetosci fazy
ruchomej wyptywajgcej z kolumny. Sygnaty chromatograficzne zapisywane przez rejestrator
(komputer) dajg chromatogram.



Wyniki analizy

Wyniki przeprowadzonej analizy przedstawia sie zazwyczaj w postaci chromatogramu, czyli
wykresu pikdw odpowiadajgcych poszczegolnym sktadnikom. Obraz ten uzyskuje sie dzieki
zastosowaniu odpowiedniego detektora.
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Rys. 1. Chromatogarm elucyjny; tm - zerowy czas retencji lub inaczej czas retencji
niezatrzymywanej, wyznaczany dzieki przepuszczeniu przez kolumne substanciji, ktéra nie
oddziatuje z fazg stacjonarng; tR -zredukowany czas retencji, czyli okres, jaki uptywa miedzy
wprowadzeniem probki, a pojawieniem sie maksimum piku rozpatrywanego skfadnika; tR’ -
zredukowany czas retencji, zwigzany z przebywaniem substancji w kolumnie tylko w wyniku
oddziatywania tej substancji z fazg stacjonarng (tR’ = tR - tm)

Chromatogram moze dostarcza¢ dwojakich informaciji:

* jakosSciowych - liczba pikdw moze oznaczac ilo$¢ substancji zawartych w badanej
mieszaninie, natomiast ich lokalizacja na chromatogramie pozwala okresli¢ rodzaj, tzn.
wiasciwosci fizykochemiczne rozdzielanych substancji;

* iloSciowych - wielkoS¢ rejestrowanego sygnatu detektora, tzn. wysoko$¢ albo powierzchnia
piku chromatograficznego jest funkcjg stezenia lub tez masy analitu w badanej prébce.

Podziat metod chromatograficznych

Ze wzgledu na stan skupienia fazy ruchomej wyréznia sie nastepujgce rodzaje
chromatografii:tJ

- chromatografia gazowa (GC) — technika rozdzielania, gdzie fazg ruchomg jest gaz; w
chromatografii gazowej zawsze stosuje sie kolumny chromatograficzne,

- chromatografia cieczowa (LC) — technika rozdzielania, gdzie fazg ruchomg jest ciecz; w
chromatografii cieczowej proces rozdzielania mozna prowadzi¢ w kolumnach (chromatografia
niskocisnieniowa lub wysokosprawna chromatografia cieczowa, HPLC) badz technikag
planarna,

Ze wzgledu na mechanizm rozdzielania wyrdznia sie nastepujgce rodzaje chromatografii:



- chromatografia adsorpcyjna — rozdzielanie jest wynikiem r6znic pomiedzy sktadnikami
probki

w zdolnosci do adsorbowania sie na powierzchni ciata statego (adsorbentu);

- chromatografia podziatowa — rozdzielanie jest wynikiem r6znej rozpuszczalnosci
sktadnikow

probki w fazie stacjonarnej (w przypadku chromatografii gazowej) lub réznej rozpuszczalnosci
sktadnikéw w fazie stacjonarnej i ruchomej (w przypadku chromatografii cieczowej);
-chromatografia jonowa (jonowymienna) — technika, w ktérej rozdzielanie jest wynikiem
réznej zdolnosci sktadnikow probki do ulegania wymianie jonowej;

-chromatografia wykluczania — technika, w ktorej o rozdzieleniu sktadnikéw probki
decyduja

réznice w wielkosciach czasteczek i/lub w ich ksztalcie, w przesztosci stosowane byty réwniez
nazwy: chromatografia zelowa, sgczenie molekularne, chromatografia sitowa;

- chromatografia powinowactwa - technika, w ktorej rozdzielanie jest wynikiem biologicznej
specyficznosci oddziatywan sktadnikow prébki i ligandu; ten rodzaj chromatografii jest
stosowany do izolacji i oczyszczania biatek oraz kwasow nukleinowych.

Ze wzgledu na sposo6b prowadzenia procesu chromatograficznego wyrézniamy
chromatografie
kolumnowag (rysunek 1) oraz chromatografie cienkowarstwowa (rysunek 2).
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Rysunek 1. Chromatografia kolumnowa
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Rysunek 2. Chromatografia cienkowarstwowa, ptytka przygotowana do rozdzielenia z naniesionymi
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