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ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΚΕΣΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣΤΕΧΝΙΚΕΣ

ó Μέθοδοι διαχωρισμού των συστατικών 

ενός μείγματος με βάση την διαφορετική 

τους κατανομή μεταξύ δύο φάσεων, μιας 

σταθερής (stationary phase) και μιας 

κινητής (mobile phase)



Κατηγορίες χρωματογραφίας: Κατηγορίες χρωματογραφίας: 
κριτήριο η φύση των φάσεωνκριτήριο η φύση των φάσεων

1. Αέριου – υγρού  (GC, GLC)

2. Υγρού - υγρού (LLC)

3. Υγρού – στερεού ( LC)

4. Αέριου – στερεού

5.Υπερκρίσιμου-στερεού 



Κατηγορίες χρωματογραφίας: Κατηγορίες χρωματογραφίας: 
κριτήριο ο μηχανισμός κριτήριο ο μηχανισμός 
διαχωρισμούδιαχωρισμού

1. Προσρόφησης  (Si gel, Al2O3) (κανονική 

& αντίστροφη) 

2. Κατανομής (κανονική & αντίστροφη) 

3. Ιοντοανταλαγής

4. Μοριακού αποκλεισμού

5. Συγγένειας



Κατηγορίες χρωματογραφίας: Κατηγορίες χρωματογραφίας: 
κριτήριο η στατική φάσηκριτήριο η στατική φάση

1. Χρωματογραφία σε χαρτί (PC)

2. Χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC)

3. Χρωματογραφία στήλης (CC)



Κατηγορίες Κατηγορίες 
χρωματογραφίας: χρωματογραφίας: 
κριτήριο η στατική κριτήριο η στατική 
φάσηφάση

1. Ανιούσα

2. Κατιούσα 

3. Οριζόντια

Κατηγορίες Κατηγορίες 
χρωματογραφίας: χρωματογραφίας: 
κριτήριο ο σκοπός του κριτήριο ο σκοπός του 
διαχωρισμού διαχωρισμού 

1. Αναλυτική 

χρωματογραφία

2.Παρασκευαστική 

χρωματογραφία  



Χρωματογραφία επί χάρτου Χρωματογραφία επί χάρτου 

Στατική φάση : Η2Ο + κυτταρίνη

Μηχανισμός : κατανομή μεταξύ 
δύο υγρών φάσεων

Rf = Συντελεστής συγκράτησης ή 
επιβράδυνσης

απόσταση που 
διάνυσε  η ουσία

Απόσταση που 
διάνυσε το μέτωπο 
του διαλύτη

Rf=



Χρωματογραφία λεπτής στοιβάδαςΧρωματογραφία λεπτής στοιβάδας
TLC TLC 

Μηχανισμός: Προσρόφηση + κατανομής 

Αντιδραστήρια εμφάνισης : Αντιδραστήριο Dragendorff  (αλκαλοειδή)
Vanillin + H2SO4 (γενικό) 

ΚΑΝΟΝΙΚΗ ΦΑΣΗ
Στερεή φάση : διοξείδιο του πυριτίου (silica gel)

οξείδιο του αλουμινίου (alumina -pH)

Κινητή φάση : οργανικοί διαλύτες 

ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΦΑΣΗ

Στερεή φάση : C18 διοξείδιο του πυριτίου ( C18 silica gel)
Κινητή φάση : Η2Ο + οργανικοί διαλύτες ( MeOH, ACN )
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TLC 2DTLC 2D



Χρωματογραφία λεπτής στοιβάδαςΧρωματογραφία λεπτής στοιβάδας
TLC TLC 

Πλεονεκτήματα

• Πολύ ευαίσθητη
• Εύκολη παραλαβή των ουσιών
• Δυνατότητα ποσοτικής ανάλυσης 
• Γρήγορη
• Μπορεί να ψεκαστεί
• Κατάλληλη για λιπόφιλες και λιπόφοβες ενώσεις
• Χαμηλού κόστους



Παρασκευαστική χρωματογραφίαΠαρασκευαστική χρωματογραφία

• scale up μεθόδου
• προθέρμανση της TLC
• διάλυση μίγματος σε μικρό όγκο διαλύτη
• σωστή τοποθέτηση δείγματος
• δυνατότητα πολλαπλής ανάπτυξη
• ψεκασμός μόνο στην άκρη
• απόξυση προϊόντος 
• εκχύλιση προϊόντος 



Centrifugal Preparative Thin Layer Centrifugal Preparative Thin Layer 
chromatography (CPTLC)chromatography (CPTLC)

Πλεονεκτήματα

• Δυνατότητα αλλαγής διαλύτη
• Μεγαλύτερες ποσότητες (1-2 g)
• Γρήγορη



HPTLCHPTLC

HPTLC TLC
Layer of Sorbent •100µm •250µm

Efficiency
•High due to smaller 
particle size 
generated 

•Less

Separations •3 - 5 cm •10 - 15 cm

Analysis Time

•Shorter migration 
distance and the 
analysis time is 
greatly reduced 

•Slower

Solid support

•Wide choice of 
stationary phases 
like silica gel for 
normal phase and C8 
, C18 for reversed 
phase modes

•Silica gel , 
Alumina & 
Kiesulguhr

Development chamber
•New type that 
require less amount 
of mobile phase

•More 
amount 

Sample spotting •Auto sampler •Manual 
spotting 

Scanning 

•Use of UV/ Visible/ 
Fluorescence scanner 
scans the entire 
chromatogram 
qualitatively and 
quantitatively and 
the scanner is an 
advanced type of 
densitometer 

•Not 
possible



OverpressuredOverpressured layer layer 
chromatography (chromatography (OPLCOPLC) ) 

Δυνατότητα έκλουσης των 
προϊόντων 

Flow rate: 10 mL/min

Pressure : max 40 bar



Χρωματογραφία Χρωματογραφία έκλουσηςέκλουσης

Συντελεστής κατανομής Κ= CS/CM



ΠροσρόφησηΠροσρόφηση

Δυνάμεις που ενεργούν

Ιονικές (Ηλεκτροστατικές δυνάμεις)

Διπόλου – διπόλου  

Διπόλου - επαγόμενου διπόλου

Δυνάμεις London 

Συνδυασμός όλων αυτών 



Υλικά πλήρωσηςΥλικά πλήρωσης

ΚΑΝΟΝΙΚΗ ΦΑΣΗ
Στερεή φάση : διοξείδιο του πυριτίου (silica gel)

οξείδιο του αλουμινίου (alumina -pH)
πολυστυρένιο

Κινητή φάση : οργανικοί διαλύτες 

ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΦΑΣΗ

Στερεή φάση : C18 διοξείδιο του πυριτίου ( C18 silica gel)
Κινητή φάση : Η2Ο + οργανικοί διαλύτες ( MeOH, ACN )





Χρόνος κατακράτησης Χρόνος κατακράτησης ––
Retention timeRetention time

Ο χρόνος που χρειάζεται για να διατρέξει  ένα συστατικό το μήκος της 
στήλης tR 

Προσαρμοσμένος χρόνος 
κατακράτησης
tR’ 

W: εύρος κορυφής



Θεωρία πλακώνΘεωρία πλακών
Martin &  Synge (1940)        Nobel prize 1952 

n = 16 (tR / W)2

n = L / H

L= ύψος στήλης
Η = ύψος ισοδύναμο με μία 
θεωρητική πλάκα



Διαχωριστική ικανότητα Διαχωριστική ικανότητα --
ResolutionResolution

Μέτρο διαχωρισμού δύο ουσιών

R = 
2 (tRB –tRA)

WA + WB



Βελτίωση διαχωριστικής Βελτίωση διαχωριστικής 
ικανότηταςικανότητας

Αύξηση του ΔtR
• Αύξηση του μήκους της στήλης 

Ελάττωση του πλάτους της κορυφής έκλουσης  ( W)

• Χρήση πιο ομοιόμορφου υλικού πλήρωσης 
• Πιο πυκνό πακετάρισμα  στήλης
• Πιο λεπτό υλικό πλήρωσης
• Αύξηση ταχύτητας ροής 
• Ελάττωση ποσότητας δείγματος 
• Ελάττωση διαμέτρου στήλης
• Αύξηση του εμβαδού επαφής των 2 φάσεων 



Διαδικασίες στην χρωματογραφίαΔιαδικασίες στην χρωματογραφία

• Πακετάρισμα στήλης (στερεό ή υγρό)
• Προσθήκη δείγματος
• Ανάπτυξη χρωματογραφίας (ισοκρατική ή βαθμιδωτή)
• Εφαρμογή κενού (VLC) ή πίεσης ή απλός με την 
βαρύτητα



Medium Pressure Liquid Medium Pressure Liquid 
Chromatography (Chromatography (MPLCMPLC) ) 

Pressure :  20 Bar



High Performance Liquid High Performance Liquid 
Chromatography (Chromatography (HPLCHPLC) ) 



High Performance Liquid High Performance Liquid 
Chromatography (Chromatography (HPLCHPLC) ) 

• υλικό πληρώσεως στήλης λεπτότατου διαμερισμού 
• υψηλή σφαιρική κανονικότητα 

• Μεγάλη ομοιομορφία και πυκνότητα πλήρωσης στήλης
• Η υγρή φάση να είναι σε μορφή λεπτότατου υμένα,  
χωρίς λιμνάζοντες χώρους



High Performance Liquid High Performance Liquid 
Chromatography (Chromatography (HPLCHPLC) ) 

• Πληρωτικά υλικά

1. Μικροπωρόδη σωματίδια (5-10 μm)
2. Μακροπορώδη σωματίδια (> 60 μm)
3. Υμενοειδή σωματίδια (35-45 μm)

• Αναλυτική
• Παρασκευαστική 

70-300 bar







pH



Method developmentMethod development
Επιλογή στατικής φάσης
Επιλογή κινητής φάσης
Επιλογή προγράμματος μεταβολής των διαλυτών (gradient) 
Επιλογή ανιχνευτή  



Σύγκριση χρωματογραφικών τεχνικών 



Σύγκριση Σύγκριση χρωματογραφικώνχρωματογραφικών
τεχνικών τεχνικών 



Χρωματογραφία Μοριακού Χρωματογραφία Μοριακού 
αποκλεισμούαποκλεισμού

Ο διαχωρισμός γίνεται με βάση το σχήμα και το μέγεθος των μορίων των 
αναλυόμενων ενώσεων.
Τα μεγάλα μόρια εξέρχονται πρώτα από τη στήλη, ενώ τα μικρά μόρια, καθώς 
εισέρχονται στους πόρους των σωματιδίων της στατικής φάσης, καθυστερούν και 
βγαίνουν αργότερα.



Στατικές φάσεις
• πολυακρυλαμίδιο
• Πολυσακχαρίτες (Sephadex LH20)



Χρωματογραφία 
Συγγένειας



Διαχωρισμός με Διαχωρισμός με ιοντοανταλλαγήιοντοανταλλαγή

κατιονανταλλακτικήανιονανταλλακτική



ó Μ+ + Χ+R- Χ+ + Μ+R- (ανταλλαγή κατιόντος)

ó Μ- + R+Χ- Χ- + R+Μ- (ανταλλαγή ανιόντος)

Διαχωρισμός με ιοντοανταλλαγή Διαχωρισμός με ιοντοανταλλαγή 

Ανταλλακτική χωρητικότητα (exchange capacity)= 
ικανότητα συγκράτησης = ικανότητα της ρητίνης να 
συγκρατεί ανταλλάξιμα ιόντα. 



[Χ[Χ++] [Μ] [Μ++RR--]]

[Μ[Μ++ ][Χ][Χ++RR--]]

ó Συντελεστής εκλεκτηκότητας (partition constant)

ó ΚΜ =

Διαχωρισμός με ιοντοανταλλαγή Διαχωρισμός με ιοντοανταλλαγή 

• Αριθμός διακλαδώσεων 8-10 
• Αντιστρεπτότητα
• Sephadex

Ο διαχωρισμός οφείλεται στις ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των 
αναλυόμενων ιόντων και των φορτισμένων ομάδων της στατικής φάσης. Οι 
κυριότερες παράμετροι που καθορίζουν τη συγκράτηση στη χρωματογραφία 
ιοντοανταλλαγής είναι το αντίθετο ιόν της δραστικής ομάδας της στατικής φάσης ,
η ιονική ισχύς, το pΗ, η κινητή φάση και η θερμοκρασία.



Στατικές φάσειςΣτατικές φάσεις

Λιπόφιλες

• Ρητίνες πολυστυρενίου (XAD, DOWEX) pH 1-14

Υδρόφιλες
• πολυμερή πολυσακχαριτών 

Κινητές φάσειςΚινητές φάσεις
Η2Ο
ΜeOH
ACN

Buffer



ΧειρόμορφηΧειρόμορφη χρωματογραφίαχρωματογραφία

Δυνατότητα διαχωρισμού στερεοϊσομερών

Ειδική στατική φάση  


