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ΥΡΩΜΑΣΟΓΡΑΦΗΚΔ΢ ΜΔΘΟΓΟΗ 

• Aλάιπζε κηγκάησλ

• Η ρξσκαηνγξαθηθή αλάιπζε πεξηιακβάλεη κηα 

ζεηξά κεζόδσλ δηαρσξηζκνύ κηγκάησλ 

αλόξγαλσλ ή νξγαληθώλ νπζηώλ ζηηο επηκέξνπο 

ελώζεηο πνπ απνηεινύλ ην κίγκα. 



• Αξρέο 20νπ αηώλα

• Ρώζνο βνηαλνιόγνο 

Mikhail S. Tswett 

• Υξσζηηθέο θπηώλ

• ΢ηαηηθή θάζε: CaCO3

• Κηλεηή θάζε: 

πεηξειατθόο αηζέξαο

• Πξνέιεπζε νλόκαηνο



ΑΡΥΖ

ΥΡΩΜΑΣΟΓΡΑΦΗΚΟΤ ΓΗΑΥΩΡΗ΢ΜΟΤ

ΒΑ΢ΗΚΔ΢ ΑΡΥΔ΢

• Πνζόηεηα δείγκαηνο, δύν ζπζηαηηθώλ Α θαη Β, πξνζηίζεηαη 
ζηελ θνξπθή (αξρή) ηεο ζηήιεο.

• Σα ζπζηαηηθά θαηαλέκνληαη κεηαμύ ζηαηηθήο θαη θηλεηήο 
θάζεο.

• Σν θιάζκα θάζε ζπζηαηηθνύ πνπ βξίζθεηαη ζηελ θηλεηή 
θάζε κεηαθηλείηαη ζηε ζηήιε, έξρεηαη ζε επαθή  κε λέν 
ηκήκα ηεο ζηαηηθήο θάζεο νπόηε θαη έρνπκε λέα θαηαλνκή.

• Σν θιάζκα πνπ βξηζθόηαλ ζηε ζηαηηθή θάζε, έξρεηαη ζε 
επαθή κε ηελ θηλεηή θάζε νπόηε θαη έρνπκε λέα θαηαλνκή.

• Η δηαδηθαζία επαλαιακβάλεηαη θαζώο δηαβηβάδεηαη λέα 
θηλεηή θάζε

• Σα ζπζηαηηθά κεηαθηλνύληαη κόλν όηαλ βξίζθνληαη ζηελ 
θηλεηή θάζε, κε ηαρύηεηα ε νπνία εμαξηάηαη από ηνλ 
ρξόλν παξακνλήο ηνπο ζε απηή



Ζ βάζε ηεο ρξσκαηνγξαθίαο είλαη ε θαηαλνκή ησλ ζπζηαηηθώλ ηνπ 

κείγκαηνο κεηαμύ θηλεηήο θαη ζηαηηθήο θάζεο. Πεξηγξάθεηαη κε ηνλ 

ζπληειεζηή θαηαλνκήο Κ

ΟΡΗ΢ΜΟΗ
• Η θηλεηή θάζε(πγξό ε αέξην) νλνκάδεηαη πγξό 

εθινύζεσο (eluent)

• Σν δηάιπκα πνπ εμέξρεηαη από ηε ζηήιε έθινπζκα
(eluate)

• Η δηαδηθαζία νλνκάδεηαη έθινπζε (elution) θαη αλ ε 
παξνρή θηλεηήο θάζεο γίλεηαη κε ζηαζεξή ηαρύηεηα 
γξακκηθή έθινπζε.

• ΢ην ηέινο ηεο ζηήιεο ηνπνζεηείηαη αληρλεπηήο πνπ 
παξαθνινπζεί κηα αλαιπηηθή ηδηόηεηα θαη παξάγεη ζήκα 
θάζε θνξά πνπ εθινύεηαη έλα ζπζηαηηθό 
(ρξσκαηνγξαθηθή θνξπθή - peak)

• Σν δηάγξακκα ηνπ ζήκαηνο ζπλαξηήζεη ηνπ όγθνπ ε ηνπ 
ρξόλνπ νλνκάδεηαη ρξσκαηνγξάθεκα. 

• Σα ρξσκαηνγξαθήκαηα παξέρνπλ πιεξνθνξίεο ζρεηηθά 
κε ηελ πνηνηηθή θαη πνζνηηθή αλάιπζε.



ΥΡΩΜΑΣΟΓΡΑΦΗΚΟΗ ΠΑΡΑΜΔΣΡΟΗ

ΥΡΟΝΟ΢ ΑΝΑ΢ΥΔ΢Ζ΢ ή ΚΑΣΑΚΡΑΣΖ΢Ζ΢ (tR): ν ρξόλνο

πνπ ρξεηάδεηαη από ηε ζηηγκή εηζαγσγήο ηνπ δείγκαηνο κέρξη

ηε ζηηγκή πνπ ε θνξπθή ηεο νπζίαο θηάλεη ζηνλ αληρλεπηή

ΝΔΚΡΟ΢ ΥΡΟΝΟ΢ (tM): o ρξόλνο πνπ ρξεηάδεηαη κηα κε

θαηαθξαηνύκελε νπζία γηα λα θηάζεη ζηνλ αληρλεπηή

• ΑΝΖΓΜΔΝΟ΢ ΥΡΟΝΟ΢ ΑΝΑ΢ΥΔ΢Ζ΢ (t’R):

• ΟΓΚΟ΢ ΑΝΑ΢ΥΔ΢Ζ΢ (VR): VR = tR F

• VR : όγθνο ηεο θηλεηήο θάζεο πνπ ρξεηάδεηαη λα δηέιζεη από ηε 

ζηαηηθή θάζε γηα λα εθινπζηεί κηα νπζία

• ΝΔΚΡΟ΢ ΟΓΚΟ΢ (VΜ): VΜ = tΜ F

• VΜ : όγθνο ηεο θηλεηήο θάζεο ζηε ζηήιε

• ΑΝΖΓΜΔΝΟ΢ ΟΓΚΟ΢ ΑΝΑ΢ΥΔ΢Ζ΢ (V’R): V’R = t’R F

• Όπνπ F: ε ηαρύηεηα ξνήο ηεο θηλεηήο θάζεο (mL/min)



• Σν κέγεζνο ηεο ζπγθξαηήζεσο κηαο 

νπζίαο εθθξάδεηαη από ηνλ ιόγν 

ζπγθξαηήζεσο ε επηβξαδύλζεσο RF

(retention ratio)
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ΘΔΩΡΗΑ ΥΡΩΜΑΣΟΓΡΑΦΗΑ΢

• Απνηειεζκαηηθόηεηα ζηήιεο

• Καηά ηε έθινπζε ζπκβαίλνπλ 2 δηαδηθαζίεο

• Σα ζπζηαηηθά ηνπ κείγκαηνο κεηαθηλνύληαη 

ζηε ζηήιε κε δηαθνξεηηθή ηαρύηεηα

• Σα κόξηα θάζε ζπζηαηηθνύ δηαζπείξνληαη από 

κηα ιεπηή δώλε ζε κηα πην επξύηεξε



ΘΔΩΡΗΑ ΥΡΩΜΑΣΟΓΡΑΦΗΑ΢

• Απνηειεζκαηηθόηεηα ζηήιεο

• Η πξώηε δηαδηθαζία πξνθαιεί ηνλ 

δηαρσξηζκό, ε δεύηεξε ηείλεη λα ηα θξαηήζεη 

αλακεηγκέλα.

• Γηα λα επηηεπρζεί δηαρσξηζκόο πξέπεη ηα 

ζπζηαηηθά λα κεηαθηλνύληαη ρσξηζηά 

ηαρύηεξα απ‟ όηη δηαπιαηύλνληαη.



• ΠΑΡΑΜΟΡΦΩ΢Ζ ΥΡΩΜΑΣΟΓΡΑΦΗΚΖ΢ ΕΩΝΖ΢

• Η παξακόξθσζε δώλεο είλαη αλεπηζύκεηε γηαηί :

• 1. Γελ επηηπγράλεηαη ηθαλνπνηεηηθόο δηαρσξηζκόο

• 2. Οη πνιύ δηεπξπκέλεο θνξπθέο είλαη αθαηάιιειεο γηα 
πνζνηηθή αλάιπζε

• Γεληθέο παξαηεξήζεηο γηα ηε δηεύξπλζε θνξπθώλ:

• 1. Όζν απμάλεη ην κήθνο ηεο ζηήιεο ηόζν απμάλεη ην εύξνο 
ηεο θνξπθήο 

• 2. To εύξνο ηεο θνξπθήο εμαξηάηαη από ηελ ηαρύηεηα ξνήο 
ηεο θηλεηήο θάζεο όηαλ όιεο νη παξάκεηξνη ηεο θηλεηήο θαη 
ζηαηηθήο θάζεο είλαη ζηαζεξέο

• 3. Σν εύξνο ηεο θνξπθήο ειαηηώλεηαη, ειαηησκέλνπ ηνπ 
κεγέζνπο ησλ ζσκαηηδίσλ ηεο ζηαηηθήο θάζεο (ζηήιεο), 
όηαλ νη άιιεο παξάκεηξνη είλαη ζηαζεξέο.



• Θεσξία πιαθώλ

• Μηα  ρξσκαηνγξαθηθή ζηήιε είλαη ηόζν 
απνηειεζκαηηθόηεξε, όζν κηθξόηεξε δηαπιάηπλζε 
πξνθαιεί γηα δεδνκέλν ρξόλν ζπγθξαηήζεσο.

• Μηα ζεσξία πνπ ζπλδπάδεη ηε δηεύξπλζε κε ηε 
κεηαθίλεζε είλαη ε ζεσξία ησλ πιαθώλ όπνπ ε θίλεζε 
κηαο νπζίαο ζεσξείηαη ζαλ κεηαθίλεζε κέζσ δηαδνρηθώλ 
ζαιάκσλ (δσλώλ) εμηζνξξνπήζεσο πνπ νλνκάδνληαη 
Θεσξεηηθέο πιάθεο.

• Η ζεσξεηηθή πιάθα είλαη κηα θαληαζηηθή έλλνηα θαη 
ηζνδπλακεί κε ηνλ απαηηνύκελν όγθν ηεο ζηήιεο, 
κέζα ζηνλ νπνίν απνθαζίζηαηαη ηζνξξνπία κεηαμύ ηεο 
ζηαηηθήο θαη θηλεηήο θάζεο.

• Η απνηειεζκαηηθόηεηα ηεο ζηήιεο ραξαθηεξίδεηαη από 
ηελ ιεπηόηεηα κηαο ζεσξεηηθήο πιάθαο ε ην ύςνο 
ηζνδύλακν κε κηα ζεσξεηηθή πιάθα (ΤΗΘΠ).

• ΤΦΟ΢ Ι΢ΟΓΤΝΑΜΟ ΠΡΟ΢ ΜΙΑ 

ΘΔΩΡΗΣΙΚΗ ΠΛΑΚΑ (ΤΙΘΠ)

•

• Όπνπ

• L: ην κήθνο ηεο ζηήιεο (m) θαη

• n : ν αξηζκόο ησλ ζεσξεηηθώλ πιαθώλ

• Ο αξηζκόο ζεσξεηηθώλ πιαθώλ κπνξεί λα 

ππνινγηζζεί από ηε ρξσκαηνγξαθηθή θνξπθή 

κηαο νπζίαο κε βάζε ηελ ζρέζε:

2

bAR, )/w(t 16n 



• Γηα έλα δεδνκέλν tR, όζν απμάλεηαη ην n, 

ηόζν κεηώλεηαη ην εύξνο W (ζηελόηεξεο 

θνξπθέο)

• Αύμεζε ηνπ n επηηπγράλεηαη κε αύμεζε ηνπ L 

θαη κείσζε ηνπ h

• Σν n εμαξηάηαη από 

– ην ηξόπν πιήξσζεο ηεο ζηήιεο, 

– ηε θύζε ηεο νπζίαο, 

– ην κέγεζνο ησλ ζσκαηηδίσλ ηεο ζηήιεο, 

– ηελ ηαρύηεηα ξνήο ηεο θηλεηήο θάζεο, F, 

– ηε ζεξκνθξαζία θαη 

– ηνλ ηξόπν εηζαγσγήο ηνπ δείγκαηνο



ΑΠΟΓΟΣΗΚΟΣΖΣΑ ΓΗΑΥΩΡΗ΢ΜΟΤ 

ΘΔΩΡΗΑ ΠΛΑΚΩΝ

• ΢πκπεξάζκαηα:

• 1. Γηα έλα θαζνξηζκέλν κήθνο ζηήιεο, ν δηαρσξηζκόο είλαη
ηόζν απνηειεζκαηηθόηεξνο όζν κηθξόηεξν είλαη ην ΤΙΘΠ (h).

• 2. Από δύν ζηήιεο κε ίδην κήθνο εθείλε πνπ έρεη κεγαιύηεξν 
αξηζκό ζεσξεηηθώλ πιαθώλ, n, ζα δίλεη νμύηεξεο θνξπθέο θαη
ζπλεπώο θαιύηεξν δηαρσξηζκό κεηαμύ νπζηώλ πνπ έρνπλ 
παξαπιήζηνπο όγθνπο (ρξόλνπο) αλάζρεζεο.

• 3. Γηα δεδνκέλε ζηήιε, ην εύξνο W κηαο θνξπθήο είλαη αλάινγν 
κε ηνλ όγθν αλάζρεζεο  tR, νη θνξπθέο ζπλερώο ζα 
δηεπξύλνληαη από ηελ αξρή έσο ην ηέινο ηνπ
ρξσκαηνγξαθήκαηνο.  Παξαηεηακέλε έθινπζε εθθπιίδεη ηελ 
θαλνληθή θαηαλνκή ηεο θνξπθήο.



Γηαρσξηζηηθόηεηα  

Γηαρσξηζηηθή Ηθαλόηεηα

• Ο βαζκόο δηαρσξηζκνύ 2 νπζηώλ θαίλεηαη από 

ηνλ βαζκό αιιεινεπηθαιύςεσο ησλ θνξπθώλ 

ηνπο. 

• Η δηαρσξηζηηθή ηθαλόηεηα R νξίδεηαη από ηε 

ζρέζε



• Αύμεζε ηεο δηαρσξηζηηθόηεηαο (RS) δπν δηαδνρηθώλ
θνξπθώλ κπνξεί λα επηηεπρζεί κε:

• 1.Αύμεζε ηεο εθιεθηηθόηεηαο ηεο ζηήιεο (tR) 

• MΔΣΑΒΟΛΗ ΣΟΤ ΘΔΡΜΟΓΤΝΑΜΙΚΟΤ ΢Τ΢ΣΗΜΑΣΟ΢

• 2.Διάηησζε ηνπ εύξνπο ηεο θάζε θνξπθήο, βειηίσζε ηεο
απνδνηηθόηεηαο ηεο ζηήιεο 

• ΒΔΛΣΙΩ΢Η ηεο ΚΙΝΗΣΙΚΗ΢ ΣΟΤ ΢Τ΢ΣΗΜΑΣΟ΢ 

• κήθνο ζηήιεο (L)

• Τιηθό θαη κέγεζνο ζσκαηηδίσλ

• Σαρύηεηα ξνήο (F)

• Θεξκνθξαζία (ζ)

• Φύζε νπζηώλ, θαη

• Σξόπνο εηζαγσγήο δείγκαηνο





• ΠΟΗΟΣΗΚΖ ΚΑΗ ΠΟ΢ΟΣΗΚΖ ΑΝΑΛΤ΢Ζ

• Πνηνηηθή Αλάιπζε:

• Υξόλνο Αλάζρεζεο (tR)

• Φαζκαηνζθνπηθέο ηερληθέο (ΜS, IR, UV/Vis,…)

• Πνζνηηθή Αλάιπζε:

• Γξακκηθή ζρέζε κεηαμύ ζήκαηνο θαη ζπγθέληξσζεο 

• Ύςνο θνξπθήο: επεξεάδεηαη από κεηαβνιή εύξνπο, 
ζεξκνθξαζία, ξνή, ηαρύηεηα έγρπζεο

• Δκβαδόλ θνξπθήο: δελ επεξεάδεηαη από ηα παξαπάλσ.

• Απηνκαηηζκόο: Οινθιεξσηέο – ινγηζκηθά

• Μέζνδνη βαζκνλόκεζεο:

• Δμσηεξηθά πξόηππα – C = f(A)

• Μέζνδνο εζσηεξηθνύ πξνηύπνπ – Ci = f(RFi)

• ΠΑΡΑ΢ΚΔΤΑ΢ΣΗΚΖ ΣΔΥΝΗΚΖ



ΣΑΞΙΝΟΜΗ΢Η

ΥΡΩΜΑΣΟΓΡΑΦΙΚΩΝ ΣΔΥΝΙΚΩΝ

1) Με βάζε ηε θπζηθή κνξθή ηεο ζηαηηθήο

θάζεο

Α) ρξσκαηνγξαθία ζηήιεο ή 

Β) επίπεδε ρξσκαηνγξαθία (ιεπηήο ζηνηβάδαο, 

TLC ή ράξηνπ, PC)

• Γηαρσξηζκνί κε αέξηα ρξσκαηνγξαθία, κπνξνύλ 

λα πξαγκαηνπνηεζνύλ κόλν ζε ζηήιε, ελώ κε 

πγξή, ζε ζηήιε, ραξηί ε ιεπηή ζηηβάδα. 

Δπίπεδε ρξσκαηνγξαθία

• Υξσκαηνγξαθία ιεπηήο ζηηβάδαο 

• Η ζηαηηθή θάζε 
– Γηνμείδην ηνπ Ππξηηίνπ (Silicagel, SiO2)

– Ομείδην ηνπ Αξγηιίνπ (alumina, Al2O3)

– Μηθξνθξπζηαιιηθή Κπηηαξίλε (cellulose)

– Γε Γηαηόκσλ (kieselgur)

– Πνιπακίδην

• είλαη επηζηξσκέλε ζε πιάθα γπάιηλε ε πιαζηηθή 
πάρνπο 100-300κm θαη ε νπνία πξνζθνιιάηαη 
κε ηε βνήζεηα ζπλδεηηθώλ πιηθώλ (γύςνο, 
άκπιν)



• Σν πξνο αλάιπζε δείγκα ηνπνζεηείηαη ζην έλα άθξν ηεο πιάθαο ζε 
ζεκείν πνπ έρεη πξνζεκεησζεί κε κνιύβη κε ζύξηγγα ε 
κηθξνζηθώλην.

• Η θειίδα μεξαίλεηαη κε εμάηκηζε ηνπ δηαιύηε

• Η πιάθα ηνπνζεηείηαη ζε θιεηζηό δνρείν πνπ πεξηέρεη ην δηαιύηε 
έθινπζεο

• Ο δηαιύηεο αλέξρεηαη, παξαζύξνληαο ηα ζπζηαηηθά ηνπ κείγκαηνο

• Όηαλ ν δηαιύηεο θζάζεη ζην άιιν άθξν ηεο πιάθαο, ε πιάθα 
μεξαίλεηαη

• ΢εκεηώλεηαη κε κνιύβη ην κέησπν ηνπ δηαιύηε

• Δκθάληζε ησλ ζπζηαηηθώλ κε ςεθαζκό κε θαηάιιεια αληηδξαζηήξηα 
ε κε έθζεζε ηεο πιάθαο ζε ππεξηώδε αθηηλνβνιία.

Δπίπεδε ρξσκαηνγξαθία



ΣΑΞΙΝΟΜΗ΢Η

ΥΡΩΜΑΣΟΓΡΑΦΙΚΩΝ ΣΔΥΝΙΚΩΝ

2) Με βάζε ηε θύζε ηεο θηλεηήο θάζεο

• Κηλεηή θάζε αέξηα αέξηα ρξσκαηνγξαθία

(Gas Chromatography, GC)

• Κηλεηή θάζε πγξή πγξή ρξσκαηνγξαθία

(Liquid Chromatography, LC)

• Κηλεηή θάζε αέξηα ζε ππεξθξίζηκε θαηάζηαζε 

(CO2 ζηνπο 50νC θαη πίεζε κεγαιύηεξε 15Mpa) 

 ππεξθξίζηκε ξεπζηή ρξσκαηνγξαθία 

(superficial fluid chromatography, SFC).

• ΑΔΡΗΑ ΥΡΩΜΑΣΟΓΡΑΦΗΑ

• XΡΗ΢ΙΜΟΠΟΙΔΙΣΑΙ ΓΙΑ ΣΗΝ ΠΟΙΟΣΙΚΗ ΚΑΙ 

ΠΟ΢ΟΣΙΚΗ ΑΝΑΛΤ΢Η ΠΣΖΣΗΚΩΝ ΔΝΩ΢ΔΩΝ

• ΚΗΝΖΣΖ ΦΑ΢Ζ: Αέξηα

• ΢ΣΑΣΗΚΖ ΦΑ΢Ζ:

• 1. ΢ηεξεά ζσκαηίδηα → Υξσκαηνγξαθία 

αεξίνπ - ζηεξενύ (GSC)

• 2. Με πηεηηθό πγξό πνπ ζπγθξαηείηαη πάλσ 

ζε κηα αδξαλή ζηεξεά επηθάλεηα → 

Υξσκαηνγξαθία αεξίνπ - πγξνύ (GLC)



Υξσκαηνγξαθηθή ζηήιε / ΢ηαηηθή θάζε

• Σν βαζηθόηεξν ηκήκα ηεο 

αεξηνρξσκαηνγξαθηθήο δηάηαμεο είλαη ε 

ζηήιε

• Πιεξσκέλε (packed)

– Γηάκεηξν 3-6mm

– Μήθνο 1-3m

• Πεξηέρνπλ έλα ζηεξεό ππόζηξσκα 

δηαπνηηζκέλν κε θαηάιιειν πγξό, πνπ 

απνηειεί ηελ ζηαηηθή θάζε.

Υξσκαηνγξαθηθή ζηήιε / ΢ηαηηθή θάζε

• Σξηρνεηδήο (capillary)

• Δζσηεξηθή Γηάκεηξν: 0.1-1,5mm

• Μήθνο : 15-100m

– WCOT (wall Coated Open Tubular): ΢ην εζσηεξηθό 

ηνίρσκα ηνπ ζσιήλα θέξνπλ ηνπνζεηεκέλε, απ‟ 

επζείαο, ηελ πγξή ζηαηηθή θάζε

– SCOT (Support Coated Open Tubular): έρνπλ ηελ 

πγξή θάζε εκπνηηζκέλε ζε ππόζηξσκα πνπ θαιύπηεη 

ηελ εζσηεξηθή επηθάλεηα ηνπ ζσιήλα

– PLOT (Porous Layer Open Tubular): θέξνπλ ηε 

ζηεξεή θάζε ζε έλα πξνζξνθεηηθό πιηθό ζηελ 

εζσηεξηθή επηθάλεηα ηνπ ζσιήλα



• Τπάξρνπλ πάλσ από 100 πγξέο ζηαηηθέο θάζεηο 

γηα ηηο πιεξσκέλεο ζηήιεο .

• Γηα ηηο ηξηρνεηδείο θπξίσο ρξεζηκνπνηνύληαη 

έιαηα ζηιηθόλεο (polysiloxanes) θαη 

πνιπαηζπιελνγιπθόιεο

• Οη ζηεξεέο ζηαηηθέο θάζεηο (PLOT) είλαη από 

πιηθά ππξηηηθήο βάζεο

• Σν θξηηήξην γηα ηελ επηινγή ηεο ζηαηηθήο 

θάζεο απνηειεί ε ρεκηθή ζπγγέλεηα ησλ 

ζπζηαηηθώλ ηνπ δείγκαηνο κε απηή.

• ΚΗΝΖΣΖ ΦΑ΢Ζ:

• Αδξαλή αέξηα – Ζ θηλεηή θάζε δελ 
αιιειεπηδξά κε ηα κόξηα ηνπ αλαιύηε.

• Ρόινο ηεο, ε δηαθίλεζε ηνπ αλαιύηε 
θαηά κήθνο ηεο ζηήιεο: ΦΔΡΟΝ ΑΔΡΗΟ

• Ζe, H2, N2

• 1. Μεγάιν ζπληειεζηή ζεξκηθήο 
αγσγηκόηεηαο

• 2. Μηθξή ππθλόηεηα, εθαξκνγή κεγάιεο 
ηαρύηεηαο ξνήο, άξα κηθξνί ρξόλνη 
αλάιπζεο



• Σξνθνδνζία θέξνληνο αεξίνπ:

• Φηάιε

• Ρπζκηζηέο πίεζεο

• Πηέζεηο : 10 – 50 psi πάλσ από ηελ

αηκνζθαηξηθή πίεζε (1 Atm = 14,7psi) 

• Σαρύηεηα ξνήο: 25-150 mL/min ζηηο 

πιεξσκέλεο ζηήιεο θαη 1-25 mL/min ζηηο 

ηξηρνεηδείο ζηήιεο



• ΢ύζηεκα εηζαγσγήο δείγκαηνο:

• Απαηηείηαη ηαρεία εηζαγσγή όινπ ηνπ 
δείγκαηνο (1-2 κL) ζε

• ζεξκνθξαζία 50°C πάλσ από ην ζ.δ. ηνπ 
ιηγόηεξνπ πηεηηθνύ ζπζηαηηθνύ ηνπ 
δείγκαηνο

• Ο ρώξνο εηζαγσγήο ζεξκαίλεηαη ζε 
ζεξκνθξαζίεο πςειόηεξεο από ηε 
ζεξκνθξαζία ηεο ζηήιεο, ώζηε λα 
δηαζθαιηζηεί ε εμαέξσζε ηνπ δείγκαηνο

ΘΔΡΜΟ΢ΣΑΣΗ΢Ζ ΢ΣΖΛΖ΢

• Η ζεξκνθξαζία ηεο ζηήιεο επεξεάδεη ζε 

κεγάιν βαζκό ηε δηαδηθαζία δηαρσξηζκνύ.

• Η ζηήιε ζε ζηαζεξή ζεξκνθξαζία 

(ηζόζεξκε ρξσκαηνγξαθία).

• Η ζεξκνθξαζία κεηαβάιιεηαη κε 

θαζνξηζκέλν πξόγξακκα (ζεξκν-

πξνγξακκαηηδόκελε ρξσκαηνγξαθία)



Τγξή Υξσκαηνγξαθία ζηήιεο





• HPLC

• Δμαηξεηηθά ιεπηά 

δηακεξηζκέλε ξεηίλε 

• Πεξηζζόηεξεο ζέζεηο 

αιιειεπίδξαζεο 

• Μεγαιύηεξε ηθαλόηεηα 

δηαρσξηζκνύ

• Σαρύηεξεο αλαιύζεηο

• Απαξαίηεηεο πςειέο 

πηέζεηο

HPLC



• Σν εύξνο ξνήο ζηελ πγξή ρξσκαηνγξαθία 
είλαη από 0,5 έσο 5 ml/min θαη επηηπγράλεηαη 
κε αληιίεο πνπ ιεηηνπξγνύλ ζε πηέζεηο 300-
7500psi. Οη ζπλεζηζκέλεο ζηήιεο κε πιηθό 
πιήξσζεο 5κm, ιεηηνπξγνύλ κε ξνή 1ml/min 
θαη πηέζεηο 1000-2000 psi.

• Η έθινπζε γίλεηαη είηε

• ηζνθξαηηθά όπνπ ε ζύζηαζε ηεο θηλεηήο 
θάζεο δελ κεηαβάιιεηαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 
αλάιπζεο, είηε 

• βαζκσηά όπνπ ε ηζρύο ηεο θηλεηήο θάζεο 
κεηαβάιιεηαη επηηπγράλνληαο θαιύηεξν 
δηαρσξηζκό. 

Με ηελ ηζνθξαηηθή έθινπζε, όηαλ ην δείγκα πεξηέρεη πνιιά 

ζπζηαηηθά είλαη δύζθνιν λα δηαρσξηζηεί, ελώ παξάιιεια ηα 

ζπζηαηηθά ηνπ δείγκαηνο πνπ ζπγθξαηνύληαη ηζρπξά από ηε ζηήιε, 

εθινύνληαη πνιύ αξγά κε απνηέιεζκα ηε δηεύξπλζε ησλ 

ρξσκαηνγξαθηθώλ θνξπθώλ ηνπο. 



• Με ηε βαζκσηή έθινπζε γίλεηαη αλάκεημε ελόο αζζελνύο κε έλαλ 

ηζρπξό δηαιύηε ζε πνζνζηά πνπ κπνξεί λα κεηαβάιινληαη κε ην 

ρξόλν, κε ηελ πεξηεθηηθόηεηα ηνπ ηζρπξνύ δηαιύηε δηαξθώο 

απμαλόκελε. 

• Έηζη δηαρσξίδνληαη ζηελ αξρή νη νπζίεο πνπ έρνπλ κηθξό ρξόλν 

ζπγθξάηεζεο ζηε ζηήιε θαη κε ηελ αύμεζε ηεο ηζρύνο εθινύνληαη 

θαιύηεξα θαη όζεο ζπγθξαηνύληαη γηα πεξηζζόηεξν ρξόλν.



• Αληρλεπηήο δείθηε δηαζιάζεσο (RI): 
Αληρλεπηήο γεληθήο ρξήζεσο ν νπνίνο 
βαζίδεηαη ζηε κέηξεζε ηεο δηαθνξάο ηνπ 
δείθηε δηάζιαζεο, κεηαμύ ηεο θαζαξήο 
θηλεηήο θάζεο θαη απηήο πνπ πεξηέρεη 
ηελ νπζία.

• Έρεη κεγάιε επαηζζεζία ζηε 
ζεξκνθξαζία θαη ζεξκνζηαηείηαη 
(±0,001oC). 

ΑΝΙΥΝΔΤΣΔ΢



• Ο ανιτνεσηής UV-VIS είλαη επαίζζεηνο 

ζηελ πεξηνρή 10-6 έσο 10-10 g/mL γηα 

αξθεηέο ελώζεηο.

• ΢ηαζεξνύ κήθνπο θύκαηνο

• Μεηαβαιιόκελνπ κήθνπο θύκαηνο 

ΑΝΙΥΝΔΤΣΔ΢



• Γηέξρεηαη πνιπρξσκαηηθή αθηηλνβνιία από ηελ θπςειίδα ηνπ αληρλεπηή, 

• ε πξνθύπηνπζα αθηηλνβνιία ζηε ζπλέρεηα πξνζπίπηεη ζε ζεηξά 
θσηνδηόδσλ. 

• Κάζε κία θσηνδίνδνο δέρεηαη κία δηαθνξεηηθή δέζκε κε κηθξό εύξνο 
κήθνπο θύκαηνο. 

Aνιτνεσηής ζειράς θωηοδιοδίων

• Όιε ε ζεηξά ησλ δηόδσλ «ζαξώλεηαη» πνιιέο θνξέο ην 
δεπηεξόιεπην από έλαλ κηθξνεπεμεξγαζηή θαη ην 
πξνθύπηνλ θάζκα πξνβάιιεηαη ζε νζόλε θαη ηαπηόρξνλα 
απνζεθεύεηαη ζηε κλήκε ειεθηξνληθνύ ππνινγηζηή γηα 
κεηέπεηηα εθηύπσζε ζε θαηαγξαθηθό.

Aνιτνεσηής ζειράς θωηοδιοδίων



• Ο ππνινγηζηήο επηηξέπεη ηελ ηαπηνπνίεζε ηεο 

νπζίαο ζπγθξίλνληαο ην θάζκα ηεο κε ηα 

θάζκαηα πνπ δηαζέηεη ζε εηδηθά αξρεία-

βηβιηνζήθε. 

• Η αλίρλεπζε κπνξεί λα γίλεη ζε έλα ή 

πεξηζζόηεξα κήθε θύκαηνο ηαπηόρξνλα, 

• Η θαζαξόηεηα κηαο ρξσκαηνγξαθηθήο θνξπθήο, 

δειαδή ην θαηά πόζνλ πξόθεηηαη γηα κία νπζία ή 

όρη, κπνξεί λα ειεγρζεί από ηνπο ιόγνπο ησλ 

απνξξνθήζεσλ ζε επηιεγκέλα κήθε θύκαηνο 

(πρ. 254nm θαη 280nm).

Aνιτνεσηής ζειράς θωηοδιοδίων

• Ανιτνεσηές θθοριζμού

• Φζνξηζκόο είλαη ε ηδηόηεηα νξηζκέλσλ νπζηώλ όηαλ 
απνξξνθνύλ UV αθηηλνβνιία, απηνκάησο λα εθπέκπνπλ 
αθηηλνβνιία ζε κήθνο θύκαηνο ??

• Οη αληρλεπηέο θζνξηζκνύ είλαη 2 κε 3 ηάμεηο κεγέζνπο 
πην επαίζζεηνη από ηνπο αληρλεπηέο UV, ελώ 
παξνπζηάδνπλ κεγάιε εθιεθηηθόηεηα, αθνύ νη 
πεξηζζόηεξεο νπζίεο δε θζνξίδνπλ. 

• Καηάιιειεο γηα αλίρλεπζε κε θζνξηζκό είλαη νπζίεο πνπ 
εθπέκπνπλ ζεκαληηθό πνζνζηό ηεο αθηηλνβνιίαο πνπ 
έρνπλ απνξξνθήζεη. Οη θπζηθά θζνξίδνπζεο νπζίεο είλαη 
ιίγεο θαη είλαη απηέο κε ζπδπγή θπθιηθή δνκή, όπσο νη 
πνιπππξεληθνί αξσκαηηθνί πδξνγνλάλζξαθεο 

• Οπζίεο πνπ δε θζνξίδνπλ κπνξνύλ λα αληρλεπζνύλ κε 
θζνξηζκό αθνύ πξώηα κεηαηξαπνύλ κε θαηάιιειε 
αληίδξαζε ζε θζνξίδνλ παξάγσγν.



• Ηλεκηροτημικοί ανιτνεσηές 

• Μεηξάλε είηε ηελ αγσγηκόηεηα ηεο θηλεηήο 

θάζεο (αληρλεπηέο αγσγηκόηεηαο) είηε ην 

ξεύκα πνπ ζρεηίδεηαη κε ηε νμείδσζε ή ηελ 

αλαγσγή ηνπ δείγκαηνο (ακπεξνκεηξηθνί ή 

θνπινκεηξηθνί αληρλεπηέο)

• Οη αληρλεπηέο αγσγηκόηεηαο βξίζθνπλ 

εθαξκνγή ζηελ αλίρλεπζε ησλ ηόλησλ 

κεηά από δηαρσξηζκό κε ρξσκαηνγξαθία 

αληαιιαγήο ηόλησλ. 

Φαζκαηνγξάθνο κάδαο (MS)



ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΦΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΚΩΝ 
ΤΔΦΝΙΚΩΝ ΜΔ ΒΑΣΗ ΤΟ 

ΜΗΦΑΝΙΣΜΟ ΓΙΑΦΩΡΙΣΜΟΥ

i) Υξσκαηνγξαθία Καηαλνκήο (partition ε 
absorption)

• ηα ζπζηαηηθά ηνπ κίγκαηνο θαηαλέκνληαη κεηαμύ 
ιεπηήο ζηηβάδαο πγξήο ζηαηηθήο θάζεο, πνπ 
ζρεκαηίδεηαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ ζηεξενύ 
ππνζηξώκαηνο θαη ηεο πγξήο θηλεηήο θάζεο. 

• Γηαθνξά ζηε δηαιπηόηεηα – «Σα όκνηα 
δηαιύνπλ όκνηα»

• ΢ΣΑΣΙΚΗ ΦΑ΢Η

• Μηθξνπνξώδε ζσκαηίδηα πεθηήο 

δηνμεηδίνπ ηνπ ππξηηίνπ(Silicagel), 

δηακέηξνπ  2-10κm. Παξνπζηάδεη πςειή 

πνιηθόηεηα θαη απνηειεί ηε βάζε ηεο 

πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο.

• Μείσζε ηεο πνιηθόηεηαο επηηπγράλεηαη κε 

ζύλδεζε κε αιθύιηα πνπ θέξνπλ άκηλν-, 

θύαλν-, ε θαηλύιν νκάδεο.



• Αλ ε ζηαηηθή θάζε 

είλαη πην πνιηθή 

από ηε θηλεηή, ηόηε 

ε HPLC

ραξαθηεξίδεηαη σο 

θαλνληθήο 

θάζεο.

• Αλ ε ζηαηηθή θάζε 

είλαη ιηγόηεξν 

πνιηθή από ηε 

θηλεηή, ηόηε ε 

HPLC

ραξαθηεξίδεηαη σο 

αληίζηξνθεο 

θάζεο.



Hydrophobic-Interaction Chromatography (HIC) 



Hydrophobic-Interaction 

Chromatography (HIC) 

Hydrophobic-Interaction 

Chromatography (HIC) 



Hydrophobic-Interaction 

Chromatography (HIC) 

Hydrophobic-Interaction 

Chromatography (HIC) 



ii) Xξσκαηνγξαθία ηνληναληαιιαγήο



ii) Xξσκαηνγξαθία ηνληναληαιιαγήο

•ηα ηόληα ηνπ δείγκαηνο ελαιιάζζνληαη κε ηα ηόληα ηεο θηλεηήο 

θάζεο.



Θετικά φορτισμένες 
πρωτεΐνες 

δεσμεύονται σε 
αρνητικά 

φορτισμένους 
κόκκους

Αρνητικά 
φορτισμένες 

πρωτεΐνες περνούν 
με τη ροή





iii) Υξσκαηνγξαθία 

κνξηαθνύ απνθιεηζκνύ 

(molecular exclusion 

chromatography), 

• Tα κόξηα ηνπ δείγκαηνο 

δηαρσξίδνληαη κε βάζε ην 

κέγεζνο ηνπο, κε ηα 

κεγάια κόξηα λα 

εμέξρνληαη πξώηα. 

• Αληίζεηα, ηα κηθξά κόξηα 

„πεξηπιαλώληαη‟ ζηνπο 

πόξνπο ηνπ πιεξσηηθνύ 

πιηθνύ θαη ζπγθξαηνύληαη 

πεξηζζόηεξν 

Πρωτεϊνικό
δείγμα

Πηκτή
μοριακής 
διηθήσης

Κόκκοι από 
πολυμερές 

υδατανθράκων

Μικρά μόρια 
μπαίνουν 

στους 
υδάτινους 

πόρους μέσα 
στους κόκκους

Μεγάλα 
μόρια δεν 

μπορούν να 
μπουν μέσα 

στους 
κόκκους





iv) Υξσκαηνγξαθία 

ζπγγέλεηαο (affinity 

chromatography)

• βαζίδεηαη ζηελ 

εμαηξεηηθά 

εμεηδηθεπκέλε 

αιιειεπίδξαζε ελόο 

κνξίνπ ηνπ κείγκαηνο 

κε έλα κόξην πνπ έρεη 

ρεκηθά δεζκεπηεί ζηελ 

ζηαηηθή θάζε

• “Lock and key”

Βηνινγηθέο αιιειεπηδξάζεηο

• Έλδπκν ↔ ππόζηξωκα, αλάινγν, αλαζηνιέαο, 
πξνζζεηηθή νκάδα

• Αληίζωκα ↔ αληηγόλν

• Λεθηίλε ↔ πνιπζαθραξίηεο, γιπθνπξωηεΐλε

• Ννπθιεϊθό νμύ ↔ ζπκπιεξωκαηηθή αιιεινπρία, 
ηζηόλεο, πνιπκεξάζε

• Οξκόλε, βηηακίλε ↔ ππνδνρέαο

• Γινπηαζεηόλε ↔ Glutathione-S-transferase

• Μεηαιιηθά ηόληα ↔ Αλαζπλδπαζκέλεο πξωηεΐλεο κε 
poly(His)-tags





Xρωματογραφία συγγένειας
(affinity chromatografy)

Πρωτεΐνη που 
δεσμεύει γλυκόζη 
(G) (κονκαβαλίνη 

Α)

Προσθήκη 
γλυκόζης 

(G)

Πρωτεΐνη που 
απελευθερώνεται 
με την προσθήκη 

γλυκόζης (G)

ΔIAXΩPIΣMOΣ ΠPΩTEΪNΩN (ENZYMΩN) 
ME BAΣH TH IKANOTHTA ΔEΣMEYΣHΣ 

EIΔIKΩN XHMIKΩN OMAΔΩN (YΠOΣTPΩMATΩN)




