


ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ

Ανακαλύφθηκε από τον Ρώσο βοτανολόγο Tswett (1903) 

Προσπάθησε να διαχωρίσει χρωστικές 

Χημική αναλυτική τεχνική 

διαχωρισμού ουσιών από μίγμα τους

Είναι ένα σύνολο μεθόδων που επιτρέπει το διαχωρισμό 

ενός μίγματος στα συστατικά του τα οποία είναι δυνατόν 

να συνδέονται στενά μεταξύ τους. 



• Εφαρμογές στη Χημεία και Άλλες Επιστήμες:
Βιολογία, Ιατρική, Φαρμακευτική, Επιστήμη Περιβάλλοντος, 
Επιστήμη Τροφίμων, Γεωπονία

• Συνεχής βελτίωση των τεχνικών

• Σήμερα αποτελεί την καλύτερη τεχνική:
• Διαχωρισμού και αναλύσεως πολύπλοκων μειγμάτων
• Απομόνωσης ευπαθών ουσιών  (έγχρωμων και άχρωμων) 

ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ



ΣΚΟΠΟΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ

• Τα συστατικά ενός μείγματος μεταφέρονται διαμέσου μιας στατικής 
φάσης με τη βοήθεια της ροής μίας κινητής φάσης. 

• Διαχωρισμός συστατικών: βασίζεται στο διαφορετικό βαθμό 
αλληλεπίδρασης του κάθε συστατικού με τις δύο φάσεις. 

• Ο διαφορετικός βαθμός αλληλεπίδρασης: οφείλεται στις διαφορές των 
συστατικών του δείγματος π.χ. το μέγεθος του μορίου, το φορτίο, την 
πτητικότητα κλπ.

Αναλυτικός  

Προσδιορισμός της 

χημικής σύστασης 

ενός δείγματος

Παρασκευαστικός 
Απομόνωση επαρκών 

ποσοτήτων συγκεκριμένου 

δείγματος



XΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ 
ΜΟΙΑΖΕΙ ΜΕ ΤΗ ΡΟΗ ΕΝΟΣ ΠΟΤΑΜΟΥ!
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Διαχωρισμός στηρίζεται στην εκλεκτική μετακίνηση των συστατικών 

ενός μίγματος μεταξύ μιας κινούμενης και μιας ακίνητης φάσης.

❑Στατική (ακίνητη) φάση μπορεί να είναι στερεή ή υγρή (ένα 

στερεό ή μια πηκτή).

❑Κινητή φάση μπορεί να είναι υγρή ή αέρια και ρέει δια μέσου της 

στατικής φάσης, μεταφέροντας και διαχωρίζοντας τα διάφορα 

συστατικά ενός μίγματος .

ΑΡΧΗ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ



Κινητή φάση
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ΕΙΔΗ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ
Κατάσταση της ύλης της κινητής και στατικής φάσης



ΦΑΣΕΙΣ ΣΤΗ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ

• Τα συστατικά διαχωρίζονται μεταξύ τους - Εξέρχονται σε διαφορετικές 

χρονικές στιγμές

• Εφόσον στην έξοδο υπάρχει σύστημα ανίχνευσης και καταμέτρησης της 

ποσότητας κάθε συστατικού=>ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισμό

Κινητή Στατική







ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΗΜΑ

ΙΔΑΝΙΚΑ ΚΑΘΕ ΚΟΡΥΦΗ (1-6) 

ΑΝΤΙΣΤΟΙΧΕΙ ΣΕ ΕΝΑ ΣΥΣΤΑΤΙΚΟ



























ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΠΟΡΕΙΑ ΑΣΚΗΣΗΣ 2: ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ-ΧΡΩΜΑΤΟΜΕΤΡΙΑ

Α. ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΔΙΗΘΗΣΗΣ 

1. Πλένετε τη στήλη με το υλικό Sephadex G50 με PBS (2-3 όγκους στήλης~15 ml). 

2. Ετοιμάζετε μια σειρά από δοκιμαστικούς σωλήνες τους οποίους και αριθμείτε (1→5). 

3. Αφήνετε το διάλυμα να περάσει μέσα από την στήλη μέχρις ότου μείνει μια ελάχιστη ποσότητα στο πάνω μέρος 

της στήλης 

4. Διακόπτετε τη ροή της στήλης (γυρίζουμε τη στρόφιγγα) και προσθέτετε προσεκτικά το δείγμα σας (Δ) που 

περιέχει τις υπό διαχωρισμό πρωτεΐνες σε PBS, ώστε να μην αναταραχθεί η επιφάνεια της στήλης.

5. Ανοίγετε τη στρόφιγγα και αφήνετε αργά-αργά να περάσει το διάλυμά μας μέσα στη στήλη. 

6. Συλλέγετε κλάσματα του ίδιου όγκου (1 ml) στους σωλήνες. 

7. Μετά την έκλουση της στήλης και τη συλλογή των κλασμάτων τοποθετείτε στη στήλη διάλυμα 1Μ ΝaCl σε PBS για  

να ξεπλυθεί. 

8. Aκολουθεί φωτομέτρηση (μέρος B) για τον εντοπισμό των κλασμάτων-σωλήνων στους οποίους έχουν εκλουσθεί 

τα μόρια.



Δ

PBS

Προσοχή! 
Πάντα 
αφήνω υγρό 
πάνω από τα 
σφαιρίδια!!!
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Β. ΦΩΤΟΜΕΤΡΗΣΗ ΣΥΛΛΕΧΘΕΝΤΩΝ  ΚΛΑΣΜΑΤΩΝ

1. Ανοίξτε το όργανο από τον διακόπτη παροχής τάσης (ON/OFF). 

2. Επιλέξτε το επιθυμητό μήκος κύματος 280 nm και μηδενίστε με το τυφλό (διάλυμα PBS-

ΓΙΑΤΙ???). 

3. Μετρήστε την οπτική πυκνότητα των δειγμάτων 

4. Εισάγουμε τα άγνωστα δείγματα και καταγράφουμε τις ενδείξεις του φωτόμετρου. 

ΠΡΟΤΥΠΗ ΚΑΜΠΥΛΗ! BSA

ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΕ ΠΟΣΟΤΗΤΑ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ ΣΕ ΚΆΘΕ +ΔΕΙΓΜΑ!
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