
Χρωµατογραφικές µέθοδοι
διαχωρισµού

Εισαγωγή

Ε. Μπακέας
2011



• Χρωµατογραφία: ποικιλία
µεθόδων διαχωρισµού
µίγµατος ουσιών µε
παραπλήσιες χηµικές ιδιότητες

• Βασίζεται στη διαφορετική
κατανοµή των ουσιών µεταξύ
µίας κινητής φάσης και µίας
στατικής φάσης

• Η κινητή φάση µεταφέρει το
δείγµα µέσω της στατικής
φάσης (εξαναγκασµένη
διέλευση) «Chromatography», Μ. Τswett

• "Chroma" χρώµα
• "Graphein" γραφή





Μετακίνηση ζώνης



Μετακίνηση µετώπου
• Το ίδιο το µίγµα των προς

διαχωρισµό ουσιών δρα ως
κινητή φάση

• Ο διαχωρισµός βασίζεται
στην ικανότητα κάθε
συστατικού να
κατακρατηθεί από τη
στατική φάση

• Χρησιµεύει για τον
προσδιορισµό των
ισόθερµων καµπυλών
προσρόφησης και για την
αποµάκρυνση προσµίξεων
από το κύριο συτατικό



Μετακίνηση µε αντικατάσταση
• Η κινητή φάση
περιλαµβάνει ένα
συστατικό
(αντικαταστάτης, D) µε
υψηλότερη συγγένεια
προς τη στατική φάση
από όλα τα συστατικά του
δείγµατος

• Το κάθε συστατικό
αντικαθιστά το αµέσως
λιγότερο συγγενές ως
προς τη στατική φάση
συστατικό



Μετακίνηση µε έκλουση
• Η κινητή και η στατική φάση

βρίσκονται σε ισορροπία
• Το δείγµα εισάγεται σε

διακριτές ζώνες
• Τα συστατικά του δείγµατος

εκλούονται από τη στατική
φάση διαλυτοποιηµένα στην
κινητή φάση

• Για να επιτευχθεί διαχωρισµός
απαιτούνται διαφορετικοί
συντελεστές κατανοµής

• Η περισσότερο
χρησιµοποιούµενη τεχνική
µετακίνησης



∆ιαλύτηςανάπτυξης

∆είγµα

Κηλίδα A

Κηλίδα B

Μέτωπο
διαλύτη

XA XB Y

Rf =
Απόσταση µετακίνησης του συστατικού

Απόσταση µετακίνησης του διαλύτη

Επίπεδη χρωµατογραφία



Χρωµατογραφία στήλης
• Η στατική φάση τοποθετείται σε

µια υάλινη στήλη, σωλήνα ή
κυκλινδρικό περιέκτη

• Η κινητή φάση και οι αναλύτες
διέρχονται µέσω της στήλης µε
την εφαρµογή πίεσης ή λόγω
της βαρύτητας

• Η κινητή φάση διαβιβάζεται
συνεχώς στη στήλη

• Οι αναλύτες κατά τη διέλευσή
τους από τη στατική φάση
κατανέµονται διαρκώς µεταξύ
των δύο φάσεων

• Ο χρόνος παραµονής των
αναλυτών στη στατική φάση
εξαρτάται από τη (χηµική) 
συγγένειά τους ως προς αυτήν



Χρωµατογραφία στήλης

Γραφική αναπάρασταση του
χρωµατογραφικού διαχωρισµού
έκλουσης στήλης



Ταξινόµηση των µεθόδων
χρωµατογραφίας στήλης

Κατανοµή µεταξύ υπερκρίσιµου ρευ-στού
και συνδεδεµένης επιφάνειας

Οργανικά µόρια συν-δεδεµένα
(χηµικώς) σε στερεή επιφάνεια

Χρωµατογραφία υπερ-κρί-σιµου ρευ-στού
(supercritical-fluid chromato-gra-phy, SFC) 
(κινητή φάση: υπερκρί-σιµο ρευστό)

ΠροσρόφησηΣτερεόΑερίου-στερεού

Κατανοµή µεταξύ αερίου και
συνδεδεµέ-νης επιφάνειας

Οργανικά µόρια συν-δεδεµένα
(χηµικώς) σε στερεή επιφάνεια

Αερίου-
συνδε-δεµέ-νης
φάσης

Κατανοµή µεταξύ αερίου και υγρούΥγρό προσροφηµένο σε στερεόΑερίου-υγρούΑεριοχρωµατογραφία (gas chromato-gra-phy, 
GC) (κινη-τή φάση: αέριο)

ΠροσρόφησηΣτερεόΥγρού-στερεού ή
προσρόφησης

Κατανοµή µεταξύ υγρού και
συνδεδεµέ-νης επιφάνειας

Οργανικά µόρια συν-δεδεµένα
(χηµικώς) σε στερεή επιφάνεια

Υγρού-
συνδε-δεµέ-νης
φάσης

Κατανοµή µεταξύ δύο µη αναµίξιµων
υγρών

Υγρό προσροφηµένο σε στερεόΥγρού-υγρού ή
κατανοµής

Υγροχρωµατογραφία (liquid chroma-to-graphy, 
LC) (κι-νη-τή φάση: υγρό) 

Τύπος ισορροπίαςΣτατική φάσηΕιδική τεχνικήΓενική ταξινόµηση



Χρωµατογράφηµα
Καταγραφή της απόκρισης του
ανιχνευτή (σήµα) ως
συνάρτηση του χρόνου

Χρόνος ανάσχεσης :  tR
Όγκος ανάσχεσης : VR = tR × ροή
κινητής φάσης

Κορυφή διαλύτη
Γραµµή βάσης
Ύψος κορυφής
Εµβαδόν κορυφής

Το µέγεθος της κορυφής είναι
ανάλογο της ποσότητας του
αναλύτη η οποία διέρχεται
µέσω του συστήµατος





Σταθερές κατανοµής

Σταθερά κατανοµής

K = cs/cm

cs = µοριακή συγκέντρωση
στη στερεά φάση

cm =µοριακή συγκέντρωση
στην κινητή φάση



Βασικά χρωµατογραφικά µεγέθη
• Χρόνος ανάσχεσης (tR) = ο χρόνος από την εισαγωγή του δείγµατος

µέχρι να εκλουσθεί ο αναλύτης και να φθάσει στον ανιχνευτή
• Νεκρός χρόνος (tM) = ο χρόνος ενός µη κατακρατούµενου

συστατικού να φθάσει στον ανιχνευτή
• Ανηγµένος όγκος ανάσχεσης (t΄R) = tR - tM
• Όγκος ανάσχεσης (VR) = tR × F 

F = ταχύτητα ροής της κινητής φάσης ( ml min-1)

• Ταχύτητα κινητής φάσης (u) = L/tM, η µέση γραµµική ταχύτητα της
κίνησης των µορίων της κινητής φάσης

L = µήκος χρωµατογραφικής στήλης (m)

• Γραµµική ταχύτητα µετανάστευσης της ουσίας (   ) = L/tRv



Σχέση µεταξύ tR και K
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Βασικά χρωµατογραφικά µεγέθη
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Παράγοντας κατακράτησης ή χωρητικότητας (k΄A)
µία παράµτερος η οποία χρησιµοποιείται για την
περιγραφή της ταχύτητας µετακίνησης του
αναλύτη στη στήλη

όπου:
KA = σταθερά κατανοµής του αναλύτη Α
VS = ο όγκος της στατικής φάσης
VM = ο όγκος της κινητής φάσης
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Βασικά χρωµατογραφικά µεγέθη
Ο παράγοντας κατακράτησης
υπολογίζεται από τα
δεδοµένα του
χρωµατογραφήµατος:

– k’A < 1; Η έκλουση είναι
αρκετά ταχεία για
ακριβή προσδιορισµό
του tR.

– k’A > ~ 10; Η έκλουση
είναι πολύ αργή και µη
πρακτική

– Η βέλτιστη περιοχή
τιµών k’A είναι 2 έως 10
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Ο παράγοντας κατακράτησης είναι
ανεξάρτητος µικρών µεταβολών της ροής και
των διαστάσεων της στήλης



Βασικά χρωµατογραφικά µεγέθη

Ο παράγοντας
κατακράτησης
εξαρτάται από τη
στατική φάση και στην
περίπτωση της
αεριοχρωµατογραφίας
από τη θερµοκρασία

Μεταβολή του k’ µε τη θερµοκρασία



Βασικά χρωµατογραφικά µεγέθη
• Η σχέση µεταξύ k και Τ είναι

αντιστρόφως ανάλογη και
περιγράφεται από τις εξισώσεις
Clausius-Clayperon και Van’t Hoff



Βασικά χρωµατογραφικά µεγέθη
Παράγοντας εκλεκτικότητας ή διαχωριστικότητας(α):

α = KB /KA
KB : η σταθερά κατανοµής της ισχυρότερα κατακρατούµενης ουσίας

(έτσι ώστε α >1)

• Ο παράγοντας εκλεκτικότητας είναι ένα µέτρο της εκλεκτικότητας του
συστήµατος

• Ο παράγοντας εκλεκτικότητας προσδιορίζεται χρησιµοποιώντας τους
παράγοντες κατακράτησης καθώς και τους χρόνους ανάσχεσης:
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Βασικά χρωµατογραφικά µεγέθη

Ο παράγοντας εκλεκτικότητας εξαρτάται:
• Τη στατική φάση
• Τη θερµοκρασία (στην περίπτωση της
αεριοχρωµατογραφίας)

• Την αναλογία φάσεων (β)
β = d/4df



Βασικά χρωµατογραφικά µεγέθη

Μεταβολή της εκλεκτικότητας µε µεταβολή της στατικής φάσης και της αναλογίας φάσεων



Μεταβολή της εκλεκτικότητας µε
µεταβολή της θερµοκρασίας



∆ιεύρυνση ζώνης
• Μία ζώνη αναλύτη καθώς µετακινείται µέσω της στήλης συνεχώς

διευρύνεται. Η κυριότερη αιτία είναι το φαινόµενο της διάχυσης.
• Τυπική απόκλιση της ζώνης :   σ = (2Dt)1/2

D ο συντελεστής διάχυσης (m2/s) και t ο χρόνος
• Το κλάσµα των µορίων το οποίο διαχέεται είναι ανάλογο της

βαθµίδας συγκέντρωσης καθώς και του συντελεστή διάχυσης
J  = – D (dc/dx), (mol/(m2s) 



Αποδοτικότητα στήλης
(διαχωρισµού)

Η ερµηνεία του διαχωρισµού σε στήλη
καθώς και η αποδοτικότητα αυτής
ερµηνεύτηκε µε δύο διαφορετικές θεωρίες:

• Θεωρία πλακών
• Θεωρία ταχύτητας



Θεωρία πλακών
• Η στήλη αποτελείται από
έναν αριθµό στοιχείων
όγκου τα οποία καλούνται
θεωρητικές πλάκες (ΘΠ)

• Σε κάθε θεωρητική πλάκα
ο καταµερισµός του
αναλύτη µεταξύ των δύο
φάσεων είναι ταχύς και η
ισορροπία αποκαθίσταται
πριν ο αναλύτης
µετακινηθεί στην επόµενη
(ΘΠ)

• Ο συντελεστής
κατανοµής είναι σταθερός
σε όλες τις πλάκες και
ανεξάρτητος από τη
συγκέντρωση του
αναλύτη

• Η ροή της κινητής φάσης
είναι ασυνεχής

• Αποτυχία ερµηνείας της
συσχέτισης της
διεύρυνσης ζώνης µε τις
πειραµατικές
παραµέτρους



Αποδοτικότητα στήλης

Η αποδοτικότητα της
στήλης εκφράζεται µε
τον αριθµό των ΘΠ

N = (tR /σt) 2

σt : διακύµανση ζώνης
tR : χρόνος ανάσχεσης

Ο αριθµός των ΘΠ
υπολογίζεται από το
χρωµατογράφηµα µε
βάση τη σχέση:

N = a (tR /w) 2

w : εύρος κορυφής



Αποδοτικότητα στήλης
• Η αποδοτικότητα της στήλης

εκφράζεται επίσης από το
Ύψος το Ισοδύναµο προς µία
Θεωρητική Πλάκα, Η (ΥΙΘΠ):

σ : διακύµανση ζώνης
L : µήκος στήλης
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Ν = L / H

Η αποδοτικότητα της στήλης εξαρτάται
από:

• Γραµµική ταχύτητα κινητής φάσης
• Συντελεστής διάχυσης στην κινητή

φάση
• Συντελεστής διάχυσης στη στατική

φάση
• Παράγοντας κατακράτησης
• ∆ιάµετρος του υλικού πλήρωσης
• Πάχος της υγρής επικάλυψης της

στατικής φάσης
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• Εάν στον υπολογισµό του N
χρησιµοποιηθεί αντί του χρόνου
ανάσχεσης (tR) ο ανηγµένος
χρόνος ανάσχεσης (t΄R) τότε
υπολογίζεται ο αποτελεσµατικός
αριθµός ΘΠ, Νeff

O  Νeff θεωρείται σηµαντικότερος
από το Ν γιατί περιγράφει
αποκλειστικά τη διεύρυνση
ζώνης η οποία οφείλεται στη
στατική φάση

• Ένα άλλο µέτρο της
αποδοτικότητας της
στήλης είναι ο αριθµός
διαχωρισµού (SN)

• Ορίζεται ως ο αριθµός
των κορυφών ο οποίος
µπορεί να διαχωρισθεί
µεταξύ δύο διαδοχικών
κορυφών οµόλογης
σειράς µε τιµή
διαχωριστικότητας 1,177



Θεωρία ταχύτητας
Η θεωρία ταχύτητας προϋποθέτει τα εξής:

• Η αντίσταση στη µεταφορά µάζας στη στατική και στην
κινητή φάση παρεµποδίζει την ταχεία αποκατάσταση της
ισορροπίας (κύρια αιτία διεύρυνσης της ζώνης)

• Η ταχύτητα ροής στη στήλη επηρεάζεται σηµαντικά από
την ακτινική θέση

• Η διαµήκης διάχυση οδηγεί σε διεύρυνση της ζώνης η
οποία είναι ανεξάρτητη από την ταχύτητα της κινητής
φάσης



ΥΧ ΑΧ

Επίδραση της ταχύτητας ροής της κινητής φάσης στο ύψος πλάκας



Θεωρία ταχύτητας

Εξίσωση Golay
Cs : µεταφορά µάζας στη στατική

φάση
Cm : µεταφορά µάζας στην κινητή

φάση

Εξίσωση Van Deemter
A: συντελεστής στροβιλώδους

διάχυσης
Β: συντελεστής διαµήκους

διάχυσης
C: συντελεστής µεταφοράς µάζας



Όρος στροβιλώδους διάχυσης ή διάχυσης
περιδίνησης (Eddy diffusion)

• Α: περιγράφει τη διεύρυνση
των κορυφών που οφείλεται
στην πολλαπλότητα των
διαδροµών που µπορεί να
ακολουθήσει ένα µόριο

• Αναφέρεται συνήθως ως όρος
«πακεταρίσµατος» και δεικνύει
την ποιότητα πλήρωσης της
στήλης

• Μείωση της συνεισφοράς
αυτού του όρου µπορεί να γίνει
µε τη χρήση καλά
πακεταρισµένων στηλών, 
χρήση µικρού µεγέθους
σωµατιδίων και σωµατίδια µε
περιορισµένη κατανοµή
µεγεθών

A = 2λdP



Όρος διαµήκους διάχυσης
• Η ουσία διαχέεται από το

κέντρο της ζώνης προς το
αραιότερο πρόσθιο ή οπίσθιο
τµήµα της

• Τα γεωµετρικά χαρακτηριστικά
της στήλης καθορίζουν
σηµαντικά τη διάχυση

• Στα υγρά η συµµετοχή της
είναι λιγότερο σηµαντική

• Μείωση της επίδρασης
επιτυγχάνεται µε τη χρήση
µικρών (i.d.) στηλών, υψηλών
ταχυτήτων ροής της κινητής
φάσης και κινητών φάσεων µε
µικρό συντελεστή διάχυσης
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Όρος µεταφοράς µάζας
• Μείωση της επίδρασης
πραγµατοποιείται µε τη
χρήση λεπτού πάχους
στατικών φάσεων και
αύξηση της ροής της
κινητής φάσης
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∆ιαχωριστική ικανότητα στήλης, Rs

• Ποσοτικό µέτρο της ικανότητας της στήλης να
διαχωρίσει δύο αναλύτες.





Επίδραση της κατακράτησης και των παραγόντων

εκλεκτικότητας στη διαχωριστική ικανότητα
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Επίδραση της διαχωριστικής ικανότητας

στον χρόνο κατακράτησης
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Βελτιστοποίηση διαχωριστικής ικανότητας

Απαιτείται ταυτόχρονη βελτιστοποίηση της διαχωριστικής ικανότητας και του
χρόνου ανάλυσης
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Rs vs N

• ∆ιπλασιασµός του µήκους της στήλης διπλασιάζει την αποδοτικότητα αυτής και το
χρόνο ανάλυσης αλλά τη διαχωριστικότητα κατά ένα συντελεστή 1,42

• Αντίθετα µπορεί να µειωθεί το Η (π.χ. µε µείωση του µεγέθους των σωµατιδίων
πλήρωσης) χωρίς να αυξηθεί ο χρόνος ανάλυσης



Rs vs α
• Αλλαγή σύνθεσης

κινητής φάσης
• Αλλαγή

θερµοκρασίας
στήλης

• Αλλαγή της
στατικής φάσης

• Χρήση ειδικής
χηµικής
επίδρασης



Rs vs k

• Αύξηση της
θερµοκρασίας

• Αλλαγή της
σύνθεσης της
κινητής φάσης
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