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Downstream npouecu

 TokOM upstream npoueca Kyntype henuja ce pasmMHOXaBajy,
akymynumpa ce buomaca M CUHTETULLE MPOTEUH OO WHTEpeca, a
noTomM crnegu u3onoBake, npedvhaBarwe, KOHUEHTPOBake U
dopmynaumja gobujeHor npowussoga y puHanHuM npowussog, Tj.
downstream npouecu.
« Downstream npouec ce Moxe rpy6o nogenutun y 6 gasa:
— KeTBa“ henunja n nsonoBawe CUPOBOT NPOTENHA,

— KOHUEeHTpoBatbe U rpydbo npeuynwhaBawe agobujeHor
npoTeunHa,

— omHO XpomaTorpadpcko npednhaBake NPoTenHa,
— doopmynauuja dpmHanHor nponseoaa,

— nywerwe 6H6ounua nNpousBoLOM, CyLUeHe CMp3aBaH-eMm
(ykonuko je noTpebHO) n 3aTBapare Npon3soaa,

— O3Ha4daBare (CUrHupam-e) 1 nakosawe NPon3Boaa.



Downstream npouecu

 lako je npuHUMN npoueca Mnpou3BoAH-€ YBEK WCTW, Kopauu y
downstream npouecy ce pas3fiMKyjy Yy  3aBUCHOCTU  0Of
buodapmaueyTmka Koju ce npousBoAuM, a 3a CBakuM 0 HMUX
npomnsBohad 3adpXxaBa NpaBO MOBEPSbUBOCTM U 300r Tora cy OHU
PETKO OOCTYMHM.

 Downstream npouecu ce crnposoge y ycnosuma ,4ncrte cobe” ca
UUrbeM da ce NMpousBof 3aluTUTU o4 MNOTEeHUWjanHe KoOHTaMuHaumje.
M3 wnctor pasnora ce Yy cBMM (pasama nNpousBoOAHE
buodapmavreyTmMka KOPUCTM WCKIbYYMBO BOAda 3a WHjekuunje (Kao
pactBapad un y mnspagu nydepa). Takohe, koHTpona pH BpegHOCTU
TOKOM downstream npoueca je HeonxoaHa, jep NpPoTenHU 3agpxasajy
CTPYKTYPHU  WHTErputer U  OMOMOLWKY aKTUBHOCT camMo Y
ogrosapajyhem oncery pH BpegHocTu. Ykonuko je pH BpegHocT
N3BaH Npenopy4vyeHor oncera gonasun 4o geHaTtypaunje NnpoTeunHa, rnpu
yeMy OHW Trybe CBOjy KapakKTEPUCTUYHY TPOAUMEH3UOHASTHY
CTPYKTYpy, a caMuMm TuUM U OMOSIOWKY aKTUBHOCT. BehuHa
bnodapmaueyTmka je ctabunHa camo Ha HeyTpanHoj pH BpegHocTH
(pH 5-8).
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>KeTBa henuja n nsonoesame nNpotenHa

e Ha Kpajy npoueca depMeHTauuje 3anountbe nNpuKkynibake
OLOHOCHO XeTBa [O00unjeHor rnpousBoda, 4YMMme 3arnoyvmke gpyra
dasza y npounssogwn buodapmaueyTtuka - downstream npouecu.
[maBHM UMb XKeTBe je ofBajake MnpoTenHa on WuHTepeca U3
meaujyma. NIsaonosarwe nogpasymeBa 0p30 ogBajale NMPOTENHCKOT
npoun3soda o4 WHTepeca on hennjcknx octaTaka y megujymy
brnopeakTopa.

* LinrbeBn oBe pase cy yknawawe CBUX MUKpodecTuua, Beher
aena BoAe, 4o4aTHMX CYMNCTaHUM 3a pacT n3 Mmegujyma v 3awtmTa
NPOTENHCKOr NMPoun3Boaa o4 NMPOTEONUTUYKUX eH3MMa U OpYyrux
nerpagaumMoHux KOMMOHEHTWU. Y 3aBUCHOCTM 04 ChneunguyHOCTU
npMMerleHe MeTode 3a u3oroBawe (puntpauuja, aPUHUTETHA
XpomaTtorpadoumja), npom3Boj je HakoH oBe dpase 95% npeuniheH.



>KeTBa henuja n nsonoesame nNpotenHa

« 3a cBaky henujcky nuHujy noctoje ogpeheHun ycnosum koju mopajy
6ntn mncnyweHn ga ou ce npouec doepmeHTauuje 3aBpLUMO U
3anodena etBa nportenHa. Ognyka o Tome Kaga Cy OBM YCIiOBU
NCNYHEHN 3aCHMBA Ce Ha npahewy KynType, Tako LUTO ce y30pum
y3umajy y ogpeheHnm mHTepBanuma ga ou ce npatvo Hanpegak
KynType. Y TPeHyTKy Kaga O0OujeHuM npou3Bog WUCMNYHU YyHanpen
ogpeheHe napameTpe o4vYekuMBaHOr KBanuteta (aeduHucaHe 3a
CBaku nNpou3Bog noHaocob) n KBaHTUTETA (NPUHOC), NpUCTyna ce
npouecy xetBe. Hajgehu npuHOC KBanuTeTHOr npousBogda ce
OOCTWXKe Kada 6poj henuja y KynTypm noyHe ga onaga, T1j. henunje
noYHy Aa ymupy. Mehytum, y TOM TPeHyTKYy je uena cepuja y
ornacHocCTW, jep ce ocriobohajy eH3umu n3 nusanpanux henmja koju
6u mornun ga gerpagupajy nponssos.



>KeTBa henuja n nsonoesame nNpotenHa

* OcHoBHU UMb downstream npoueca je U3onoBake NpPoTeMHa U3
BuosoLwKkor n3sopa, Ynja KOMMJIIEKCHOCT Npe CBera 3aBuUCKU of Tora
ga nNu ce nNPOTEUMH eKcnpumupa WHTpauenyrnapHo Wnu
ekcTpauenynapHo. Kog ynotpebe aHnmanHux henujckux Kyntypa
brnodapmaueyTnum ce Cekpetyjy y Meamjym (ekctpauesnyrnapHo),
OOK Ce Kog npokapuoTckmx henmja npoTeUHU  yrnaBHOM
aKkymynupajy uHTpauesnyrnapHo.

« Kaga ce xerbeHn NpoTenH cekpeTyje oHaa ce henuje npukynrbajy
N UHAKTMBUPAjy (HNp. ayToKnaBupaweM), a NOToM oadauyjy, AOK
Ce eKcTpauenynapHa Te4HOCT, rge Cce HanasuM npoTeuH oA
UHTepeca, garoe npouecyupa. MHuumjanHnm Kopak y npouecy
npeynwhasara y OBOM CIiyvajy je yknakahe henujckux octataka
N NpeocTanMx UHTaKTHUX henuja ueHTpudyrmpakemMm UM Mukpo-
dounTpauujom.



>KeTBa henuja n nsonoesame nNpotenHa

« Ca gpyre cTpaHe, YKOMMKO Ce€ >XerbeHW NPOTEUH eKcnpumupa
UHTpauenynapHo, henuje ce npukynsbajy a noTomMm pasapajy Kako
b ce ocrnobogmo MHTpauenynapHu cagpXaj y Kojem ce Hanasu
NPOTEUH O UHTEpeca.

« Paszapake henuvja je npaheHO BULLIECTPYKMM  Kopaumma
npeuynwhaBakba Kako uHanHM npou3Bod He ©Ou  cagpkao
bakTepunjcke naroreHe WUNM Npou3Bode pasrpagrwe  (Hrp.
€HOOTOKCUH), KOju Mory BUTK y3pOuHMLUM HEXerbeHNX edoekara.



Pasapare henuja

« Pazapare Mukpobuonowkmnx hennja je otexaHo 360r npucyctsea
henunjckor 3uga, na cy 36or Tora pasBujeHn OpPojHM edurKacHU
CUCTEMM KOjU MOTy pasopuUTn BENUKE KONTMHYMHE MUKPOOUOMOLLIKMX
hennja. 3a pasapawe Mukpobuonowknx henuvja kopucrte ce
Xemujcke, PU3nyKe n eH3MMCcKe meToae.

« XeMujcke MeToae nogpasymeBajy ynotpeoy:

— [eTepLieHara;

— aHTUOMOTUKA;

— pacTtBapaya (Hnp. TONyeH, aueToH);

— XaOTPOrNHUX cpeacTaBa (HNp. ypea, reaHnaviH);
— BasHuX cyncrtaHuu.



Pasapare henuja

* du3ndke metoae nogpasymeBa)y:
— COHUdMKauujy;
— XOMOreHusauujy,
— Melakwe Yy npucyctey abpasmBa (Hajuyewhe cTakneHe
Kyrnuue, Tj. nepne).
« EH3nmMcKka meToga nogpasymesa:
— TpeTMaH JIM3031UM eH3MMMa
 TexHuKke pasapawa Kao WTO Cy COoHUdMUKauuja WM TpeTMaH

NM303UM EH3MMMMa KOpuUcTe ce camMo Yy JlabopaTopujcKkum
ycnosuma, 360r orpaHuyeHsa onpemMe 1 eKOHOMCKUX acrekaTa.



Pasapane henuvja xemMunjCKumM Mmetogama

« [lpouegype 3a eKcTpakuumjy npoTenMHa Koje nogpasymeBajy
ynoTpeby agetepLieHata cy eduKkacHe, ann nmajy u Bernvku 06poj
HeJocTaTaka. JegaH o rMaBHMX HedocTaTaka je LWTo Mory
OOBECTU [0 [JdeHaTtypauuje U Tanoxewa npoTenHa, WTOo
orpaHu4yaBa HUXOBY yroTpeoy.

* lako y HekmMMm cnydajeBuma [OeTepLieHTU Hemaly AUpeKkTaH
HeratTuBaH yTuuUa] HAa NPOTEWNH, HUXOBO MPUCYCTBO Y HEKOM 0f
cnepehmnx kopaka npeuynwhaBawa MoOxe 6uTn npobrnematnuyHo
(HNp. cnpe4vaBajy Be3nBawe NPoTENHA 3a KONMOHY 1 oHemoryhasajy
xnapodobHe nHTepakuumje).

« Takohe, NnpucycTBO AeTepLieHaTa y pmHanHoj popmynauymjn, 4ak u
y TparoBmma je HernpuxsartbmBo N3 MEQULIMHCKNX pasriora.



Pasapare henvja ousndkmm metogama

« Pazapawe mukpobuosnowkux hennja (M HEKMX BpCTa aHUMarHUX
nnnm OWIbHUX TKMBA) Ce Hajdewhe cnpoBOAUM MEXaHWUYKUM
MeTo4ama, Kao LUITO Cy XOMOreHmsaumja Unm CHaXkHO Mellawe Y
npucycTey abpasusa.

XomoeeHu3auuja

« TOKOM npoueca XomoreHusauumje, cycneHsumja henuja nponaswu
KpO3 nope Manor npevyHuka nog BUCOKMM MPUTUCKOM, LITO
pe3ynTyje HaCTaHKOM CHaXHuUX cuna pasgBajaba.  Kapa
CyCneH3uja MUKpoOopraHmsama nposiasm Kpo3 Wu3nasHu Aeo,
aonasv 0o TPeHyTHOr naga npuTtucka Ha BPeaHOCTU HopmMarHor
aTMocdepcKor NpuUTUCKa.



Pasapare henvja ousndkmm metogama

XomoeeHu3auuja

 CHaxHe cune pasgBajakba M TPEHYTHUM nag nNpuTuUcKa Ccy BeoMma
edoukacHe cune Koje goBode OO0 pasapana henuja. Hajyewnhe je
jenaH nponasak henvja Kpo3 XOMOreHm3aTtop AOoBOSbaH 3a
agekBaTHO pasapawe henuja, anu je Hekaga NOTpPeObHO nocTynak
NOHOBUTK 2 - 3 nyTa.

« [laHac cy [OOCTYNHM XOMOreHmsaTopu Koju obpahyjy Benuke
KOSIMYMHE CcycneH3uja (HeKONIMKO Xwurbaga InTapa cycreHsuvje
TOKOM caT BpemMeHa). [locTojakbe edmkacHor cuctema 3a
pacxnahueawe cMamyje MOryhHOCT 3a geHartypaumjy npotenHa (y
CYynpoTHOM, [deHaTtypaumja ©OW ce pJgecuna ycnen nopacTta
Temneparype TOKOM npoueca XoMmoreHusaumje).



Pasapare henvja ousndkmm metogama

Mewarse henuja y npucycmay cmakrneHux rnepru

 Mewane henuja y npucyctey CTakneHux neprnn ce KOPUCTU Kao
gogaTHU  MeTod 3a  pasapake  Mukpobuonowkux henuvja vy
naboparopujama n y niayctpuju. MukpoopraHmamm ce cMmewlTajy y
KOMOPY Ca CTakneHum nepnama npedyHuka 0,2 - 0,3 mm. OBa
CMella ce NOTOM CHaXXHO Myhka, na ycrnen jakumx cygapa usmeny
MUKpobuonowknx henuvja wn CTakneHux nepnu gonasm Ao
pasapawa henuja. OBe cune obesbehyjy edukacHo pasapame
BehuHe MuKpoOmonowkmux henmja. Kako 6m ce nocturno
onTMManHo pasapawe ogpeheHunx henumja nopgewasajy ce
pasnuuntn napametTpu (ogHoc Opoja henmmja n nepnu, Kao U
6p3nHa n Tpajake Myhkama).



Pasapare henvja ousndkmm metogama

Mewarse henuja y npucycmay cmakrneHux rnepru

« Cuctemmn koju ce Kopucte y nabopartopujama  Mory
XOMOreHM30BaTM HEKONMMKO rpamMa Mukpobuosnowkux henvja y
MWHYTW, OOK UHOYCTPUJCKMU KYIMNUYHM MIKMHOBKU Mory obpahusatu
1000 L henunjcke cycneH3mnje TOKOM caT BPEMEHa.

« Cnctemn 3a xnanewe CBOAE HaA MUHUMYM WHaAKTUBaAUWjy
npoTenHa Koja 6 morna ga HactaHe ycnen ocnobahawa TonnoTe
TOKOM pasapam-a henwja.



YKnawame HYKITENHCKUX KUCEJTNHAa

HakoH 3aBplleHOr npoueca pasapawa henuja sanoyute npouec
npevnwhaBawa. Kako 6u ce edmnkacHO cakynunu octaum henuvja ns
OBaKBUX pacTBOpa HEONXOOHO je noBehawe LueHTpudyranHe cune u
ayxe ueHTpudyrnpame.

[Mlpe npeunwhaBawa ocnoboheHor WHTpauenynapHor npoTenHa
HEeONxo4HO je YyKnawahe HYKNEeWHCKUX KUCenuHa jep 3HadajHo
nosehaBajy BUCKO3UTET henujckor xomoreHara, LWTo oTeXxasa Jarbe
npouecynpare XxoMmoreHaTa, HapounUToO Y UHOYCTPUjN.

EdmkacHo yknarwawe HYKIEUHCKUX KUCEeSIMHA je HAapOYnuTO BUTHO Y
npeynwhasarwy MPOTEMHA KOjU CYy HaMEHEHM 3a Tepanujcky
ynotpeby. Y perynatmeama ce HaBOOAWM [a YKYMNHU cagpXaj
HYKNENHCKNX KNCENUHA Y puHarnHoM npomssoay He cme 6utn Behu
O HEKONNKO pg/no3u.

EdukacHo yknawawe HYKNEeUMHCKUX KUCeNMHa TOKOM npoueca
npeynwhaBaka NPoOTeEMHA MOXe ce nocTuhu npeunnuTaunjom Unm
ynoTtpebom Hykneasa.



YKnawame HYKITENHCKUX KUCEJTNHAa

[peyunumauyuja HyKrneuHCcKUX KucesuHa

* Benukn 6poj katjoHa mMoxe edomkacHo ga npeuunmtupa OHK u
PHK jep ctBapajy Komnnekce ca HeratTMBHO HaeneKkTpucaHum
HYKINEeMHCKUM KucennHama. Hajyewhe ce Kao npeuunutaHT
KOPUCTU MNOSMETUSIEHUMUH (KaTjOHCKM nonumep Ayror nadua).
HakoH Tanoxewa, npeuunutaTt ce 3ajegHo ca ocrtaumma henwuja
yKnara ueHTpudyrupaemMm unm gountpaumjom.

 [lpumeHa nonueTuneHMMmMHa 'y npouecy npeynwhaeaka

NpoTENHA HAMEHEHUX 3a Tepanujcky ynoTpeby ce He npenopyyyje
jep Mane KonuynmHe HeuspearoBaHor MoOHOMepa, Koje Ccy
KaHLueporeHe, MOry ocTatu Yy npenapaty. YKONMUKO ce wunak
NONINETUNEHUMMH KOPUCTKU, OHAA ce Mopa 06e36eanTn KOMMNIETHO
yKnawawe nonmMMmepa Wn HEeroBuXx MOHOMepa Kpo3 HapenHe
Kopake npevynihasamba.



YKnawame HYKITENHCKUX KUCEJTNHAa

Ynompeba Hykneasa 3a yKnarbarbe HyKneuHCKUX KucenuHa

 HyknemHcke KucenuHe ce Hajdelwhe yknawajy w3 henujckor

XOMOreHata nMnoMoNy HyKreasa Koje KaTtanuadyjy eH3UMCKY
gerpagauuvjy HyKNemHckux kucenuHa. [lpegHoctn  ynoTtpebe
HyKrfeasa Cy.

— e(p1KacHOCT,;
— eKOHOMCKa UCMNaTmMBOCT;

— 6e30edHOCT (3a pasnuKy o4 MHOrMx paHuje KopuwheHux
XEMUjCKMX rMpeunnutTaHaTta, Hykrease cy 0e3begHe n He
yrpoxasajy douHarHu npousBos).



KoHUeHTpoBak€e nponssoaa

- HakoH wusonauvje npotenHa pobuja ce Beoma pasdnaxeH
npon3sBoa npoTerHa, KoHueHTpauuje ceera 10 go 200 mgl/L.
KoHueHTpoBawe  noagpasymeBa noBehawe  KOHUEHTpauumje
CUpOBOr TMPOTEMHCKOr Mpou3soda, YvMe ce [obujajy Marbe
3anpemMuHe, Koje cy norogHuje 3a garbum pag v Koje ybpsaBajy
Oarbu nocrtynak obpage.

« KOHUeHTpOBak€ Nnpomn3Boda MoXxe ce noctmhu npeumnmTanimjom,
n TO ynotpedbom conn (amoHnjym cyndar) unm pactBapaya
(etaHon). Hacrtanu npeuunuTaT ce  NOTOM  MNPUKyNSba
LeHTpudurypawem/donntpaunjoMm 1 pacteapa y Marsrioj KONUYMHU
nypepa. Punrtpaunja ce KOPUCTU U 3a KOHLUEHTPOBaAHE NPOTENHA
npe gareer npednwhasamwa. [pybo npeunwhaBawe nogpasymena
yKnawake KPYNHMX KOHTaMWHaHaTta, YKbydyjyhn xomorore
npotevHe henvje gomahuHa 1 criyydajHux Bupyca (HMp. NOpeKiom
o ocobreba), kKao M CBWX MNOTEHUMWjanHO KOHTaMUHMpajyhmx
MaTepuja HacTanux y TOKy npoLeca nponssBogH-e.



KoHUeHTpoBak€e nponssoaa

» 3a KOHLIEHTpPOBaH-€ pacTBopa ca NpPOTENHMMA MOXe Ce KOPUCTUTU
N joHOM3MeHMBaYKa Xxpomarorpaduia.

« Mehytnum, o06e wmeToge  06e36elhlyjy camo  OenuMuyHy
npe4ynwheHoCcT npoTenHa, jep ce Hehe CBM TUMNOBU MPOTEMHA
NPUCYTHMU Y CUPOBOM rpenapaTty npeumnutupaTv unm sesaTtu 3a
JOHCKM n3MennBad 3ajeHO ca UNUIbHUM NMPOTENHOM.



KoHUeHTpoBak€e nponssoaa

Ynmpagunmpauuja

« 3a MNOYETHO KOHLEHTpOBake MNpousBoda Hajyewhe ce KOpUCTU
yntpaduntpaumja nomohy membpaHa senudnHe nopa 1 - 20 nm. Oe
nope cy OOBOSbHO Mare da 3afpXe W NpoTenHe Mane MOIeKyrcke
mace (ogq 1 go 300 kDa). BaxHo je ga maTtepujan of Kojux ce
nspahyje membpaHa nma many crocobHOCT agcopnuuje NpoTemnHa.

« MembpaHe ynTpadwunTtepa ce Hajdewhe wu3spahyjy og uenynosa-
auetata WM Lenynosa-Hutpata, anm _ce MOry KOpUCTUTU W
NoNMBMHWUM-XNopuA W nonukapboHat. OBy ,MNacTUYHKU®  TUNOBU
MemMbpaHa nmajy sehy xemMmnjcky n ousndky ctabusniHocT y nopehemny
ca MmembpaHama Ha 6a3u uenynose.

« Y nabopaTopujckmum ycrioBMMa Ce Hajuewhe KOpUCTM paBHa
mMemMmbpaHa Koja ce nocTaBrba Ha MOTNOPHY MpeXy Ha OHY henwnjcke
komope. Kako Ou ce cnpeuyuno cmawerwe Ops3nHe npoToka Kpo3
MemMOpaHy KOpPUCTM Ce MexaHM3amM 3a Mellawe KOju cnpeyasa
KOHLIEHTpUCawe MoJsiekyna Koju He Mmory ga npohy Kpo3 memopaHy.



KoHUeHTpoBak€e nponssoaa

* Yntpaduntpawmnjom ce NoCTuxe:
— JenuMnYHo nNpevnhaBane NPoOTENHA;
— YKNnawake nmporeHa nu3 pacteopa;
— YKNawake MOSeKyna mMarne Moriekyricke Mmace U3 NpoTEUNHCKOr
pactBopa (anjacpuntpaumja).
* YnTtpaduntpaumja je wMetoga u3bopa 3a KOHLEHTpOBaHE
npoTenHa 360r 6POjHNUX NPESHOCTMU:
— He cMamyje DMOaKTUBHOCT NPOTENHCKUX MOSEKYNa;
— 00e36behyje BUCOK NnpmnHOC Ynctor npounssoga >99%;
— Beha bp3nHa KOHLEHTPOBaHA;
— He 3axTeBa MHOro gogaTtHe onpeMe.



KoHUeHTpoBak€e nponssoaa

« Hepoctatrak oBe MeToge je MoryhHocT 6p3or 3anyuwera
MemMbpaHe (HMpP. BUCKO3HW pacTBOpU OpP30 Cmakyjy MNPOTOK U
npoay’xaeajy Tpajawe npoueca).

* YnTpaduntpaumja ce TakKohe KopucTtu wu3Mehy [ABa Kopaka
Xpomartorpadunje ga 6m ce NpousBoq KOHLIEHTPOBAO U YKIOHUO
nycpep 13 pacreopa kako 6u ce npunpemunu ycrnosu 3a cnegehu
Kopak Xpomartorpaduie.

 Hajsag, ctepunusaumja untTpaunjoMm OUPEKTHOr MnpoToKa Koja
nogpasymeBa ynotpedy kKeTpuia ca HaHodunTpuma, omoryhasa
yKrnawate  MUKPOOWMOMOLUKMX  OopraHu3ama, HepacTBOPHUX
NPOTENHA, HEXEIbEHNX U eHOOoreHNX BUpYyca, Kao U ctepunusaunjy
npoun3soda y npunpemMu 3a KoHa4yHy oopmynauujy.



Xpomartorpadcke Metoae 3a npeyvnhasame
NPOTENHCKNX NPOn3Boaa

HakoH WTO Cce npoTeuMH Wu3onyje W KOHUEHTPYyje HeonxodHo je
npednwhaBake [0 NOCTM3aka XOMOreHOCTW, Tj. Mopajly ce
OLCTPaHMUTU CBW HENOTPebHW NpOoTEMHU, Kao W MNOTeHuujanHo
KOHTaMuHunpajyhun areHcu. lpeynwihaBawe ce Hajyewhe cnpoBogu
ynotpebom KomOmnHaumje xpomartorpadpCkmux TEXHUKA.

®nHO npeunwhaBarwe nogpasymeBa enuMUHaUW]y KOHTaMuUHaHaTa
NMPUCYTHUX y TparoBuma W HeducToha, Kao WTO Cy HeaKTUBHE WU
HeXxerbeHe n30oopMe Tepanujcknx npoTtenHa wnu yobuyajeHunx
Heunctoha ykrbyyyjyhn doparmeHTe npotemMHa UM huxoBe XemMujcke
Moamdomkaduie.

[lpumep 3a TO cCy OENMMUYHO CaBUjeHU TMPOTEUHWN, TMOrpPeLLHo
KOMOMHOBAHM MENTUOHW  NaHunM  wunu  nenTMgHWM  faday — ca
MoaupukoBaHUM 604YHMM naHUMMa aMWUHOKMCENWHA, Kao LWTO Cy
oKCuaoBaHe Unn geaMmmnHoBaHe opmMme.

daze rpybor u uHor npednwhaBaka omoryhaeajy Yyknaware
HEHaMepHO YHeTUX eHOOoreHnx Bupyca wu3 nMpousBoga, Kao wu
npeocrtanux Tparoea K, eHOoTokcMHa w©n npoTtemHa henuje
agomahuHa.



Xpomartorpadcke Metoae 3a npeyvnhasame
NPOTENHCKNX NPOn3Boaa

* [1lpuHumMn xpomatorpadmje ce 3acHMBa Ha TOMe Oa Ce MOSeKynu
N3 CMeLLle HaHeTn Ha cTauMoHapHy doasy oABajajy jedHu o4 Opyrux
TOKOM KpeTah-a KPO3 KONMOHY ,HOoLLUeHN" MODUnHoOM hasom.

e CtaunoHapHa asa je uBpcTa pasza pmMkcupaHa yHyTap KOroHe
3a KOjy cy Be3aHe opgrosapajyhe nonapHe wunu HenonapHe
dyHKUMOHaNHe rpyne Koje aajy Kapakrep KofoHu (Hnp. konoHa C-
18).

 MobunHa dasa je TeyHa pasa Koja nNponasn Kpo3 KOSIOHY MPEKOo
cTauMoHapHe a3e Koja Takohe Moxe OWUTM nofapHOr Wnu
HenonapHor Kapakrtepa. A pasgBajake Mosiekyna U3 cmewle (Hnp.
pasgBajakbe NpoTenHa o4 MHTepeca o HeducTtoha), 3acHuBa ce
Ha HMXOBOj Npupoan (MoflapHOCTWN, Haernekpucawy, BENUYMHMU,
obnuky u Op.), cBe Yy 3aBUCHOCTM Of OCHOBa pasdBajatba
Xpomartorpadpcke TeXHUKe.



Xpomartorpadcke Metoae 3a npeyvnhasame
NPOTENHCKNX NPOn3Boaa

« AOcopDeHTHn Koju ce KopucTe 3a nspagy crauuoHapHe dpase mory
BT HeopraHcke npupode, Kao WTO Cy cunukaresi, CrakneHe
nepne, xugpokcuanaTtut, pasHM oKcuau MeTana (anymMuHUjym
OKCK), U OpraHCKu nosimmMmepn (YMpeXxeHun OeKCTpaHu, uenynosa,
araposa), CBe y 3aBUCHOCTU of TMna xpomaTtorpadycke TEXHUKE.

* HakoH WTO ce Kpo3 xpomaTtorpadCKy KOSIOHY Nponyctn mMoburHa
dasa Koja cagpxu M ysopak (NpoTenH) Koju ce npeyunwhasa,
pasgBajakbe Ce [dellaBa MHTepakuujoM KOMMOHEHTWM Yy3opKa ca
cTaumoHapHoOM ¢ba3om, OQHOCHO Ca MOoSflapHUM UMM HenoslapHUM
rpynama Be3aHMM 3a cTauumoHapHy dasy. Ha uHTepakumje ca
cTayMmoHapHOM dpas3omM yTudy (pyHKUMOHanHe rpyne npoTtenHa koje
joHn3yjy (Hnp. amuHO- n kKapbokcunHa rpyna), KapboHurHe
dyHKUMOHANHe rpyne W rpyne Koje Cy OOHOPUM W aKuentopu
BOOOHMYHE Be3e. YKONMWUKO MPOTEUMH OCTaBpyje WHTepakumje ca
cTaumoHapHoMm ha3om cMmakyje ce bp3nHa enynpamsa.



Xpomartorpadcke Metoae 3a npeyvnhasame
NPOTENHCKNX NPOn3Boaa

* MpeanHa ctaunoHapHa hasa 3a ogpajate npotenHa Tpeba Aa
noceayje BUCOKY MEXaHM4Ky 4BpPCTONny, BENUKY NMOPO3HOCT, BUCOK
kanauuteT, BMOKOMNAaTUOWUITHOCT 1 BUCOKY CTabWIMHOCT maTtpukca
Yy pas3HuM pactBapadmma. Takohe je noxesrbHO Aa cTauumoHapHa
drasa He cTyna y HecneunupuiHe NHTepakuuje ca NpoTenHnma.

e Pasnmnuntnm xpomartorpadpckum TexHMKama MOry ce pasnBojutu
NPOTENHN Ha OCHOBY HMXOBUX KapakTepucTtuka. [lpoTteuHn ce
pasnukyjy npema: BenununHu, obnuky, HaenekTpucamwy, NpuUcycTBy
XnapoobHNX rpyna Ha NOBPLUMHU N CMOCOBHOCTU 3a Be3MBaHE
pasnuunTnX nuraHaga. 36or oBMX pasnuka, HEKe KOMIOHEHTE
CMelle OCTajy AyXe Yy cTauMmoHapHO] dpasnm M nonako ce Kpehy
KpO3 Xpomartorpadckv cuctem, [OOK apyre Op3o npenase vy
MOBUNHY asy u b6pxe HanywTajy cucteMm. Mako npoTENHCKU
MONeKynn mory outun mMehycoOHO CrM4YHW, CBakM TUN NpoTenHa
nocenyje ogpeheny KOM6VIHaLI,l/ij KapaKkTepucTuka, Tj. NPOTEUHCKN
XpomaTtorpadocku ,oTmcak npcra’.



TexHuka

JOHOM3MeHmMnBaUka
XpomaTtorpadcuja

Nen-punnrpauymja

AcdunHuTeTHa
XpomaTtorpadcuja

XpomaTorpaduja
3acHoOBaHa Ha
XnapocobHUM
UHTepakumjama

XpomaTodoKkycupamwe

CrtaumoHapHa da3sa
(uBpcTa)

KaTjoOHCKa Unun aHjoHcKa

MUKPOMOPO3HE Kyrnuue
cunuuujym aunokcmaa

araposa unm noposHe

CTakrneHe nepne Ha Kojuma cy
nMoBUIMcaHn MoneKynu
NonyT eH3nMa 1 aHTuTena

YMPEXKEHN arapo3Hun refioBu
KOju cagpxe OKTUN- n qoeHun-
XxnapodobHe rpyne

KaTjOHCKa Unn aHjoHCcKa

OcHoB pa3aBajamba

Pasnuke y NoBpPLUNHCKOM
HaenekTpucamwy
npoTenHa npv gatoj pH
Bpe4HOCTU

Pasnuke y macn/obnuky
pasfnynUTnX
NpoTeENHa

buocneunduyHa nHTepakuuja
npoTenHa n ogrosapajyher
nuraHga

Pasnuvke y NOBpLUMHCKO]
XnapodobHocTun
npoTenHa

Paanuke y
N3oenekTpMYHNM Tadkama



Xpomartorpadcke Metoae 3a npeyvnhasame
NPOTENHCKNX NPOn3Boaa

 Ocum ren-punTtpauuje, cBe ocTtarie BpCTe xpomatorpaduja koje
ce kKopucte Yy npeuynwhaBakwy npoTeMHa Cy aOcopnTUBHE
npupoae. Y aacopnuuoHoj Xxpomartorpadpujm ctaymoHapHa dgasa je
noniapHuja og mobunHe dgase.

* [lpoTenH oL WHTepeca ce CEeNeKTUBHO Be3yje 3a MaTpuKC npwu
ogopeheHum ycnoBuma un ocnobaha ce kaga ce TU YCNOBWU
NpoMeHe. Y30pak ce [fojaje Yy KOMOHY Mo YycnoBuMMa Koju
doaBopu3yjy CenekTMBHO 3agpXaBawe UWIbHOI npoTtenHa. Y
ngeanHom crnyyajy, UWbHW NPOTENH ce jeduHU 3adpXxaBa Ha
KOSIOHW, anu je y npakcm To BeomMa peTko. KoroHa ce 3atum
Jenmpa® MmobunHom dasoM Yy uuiby OTKNakwawa HeBe3aHor
mMartepujana. HakoH Tora ce cactaB MobusriHe ase Mewa, Kako 6u
ce omoryhuna gecopnumja BesaHor npotenHa (ognenrbmBake ca
KOJSIOHE).



Xpomartorpadcke Metoae 3a npeyvnhasame
NPOTENHCKNX NPOn3Boaa

« Opakunje enyata ce npuKynsbajy U aHanu3mpa ce KOSfindmHa
YKYNHOIr npoTemHa W npoTtenHa on WHTepeca. Ppakumje Koje
cagpXe UWIbHW MnpoTenH ce ,nynyjy‘ (cnajajy) v nogsprasajy
cnenehem kopaky npeynwhaBara. Kopuwhewem Heke o OBUX
MeToda 3HayajHo ce noBehaBa 4ucToha npoTerMHa o4 MHTepeca,
OOK ce nNpuMMeHOM KOoMOuHauwnje wmetoga Aobujajy BMCOKO
npednwheHn NpoTeENHCKU Npenaparu.

* Y npouecuma gobujara npotemHa og nHTepeca y doapmaueyTcKoj
BMOTEXHOMOMMjU KOPUCTU Cce KOoMOWHauuja 2 - 4 pasnuunte
Xpomartorpadpcke MeToAe Koje Cy BUCOKO ayTomaTtu3oBaHe W
coPTBEPCKM KOHTPOSINCAHE.



Xpomartorpadcke Metoae 3a npeyvnhasame
NPOTENHCKNX NPOn3Boaa

 Hajuewhe KopuwheHe xpomartorpadcke MeToge Ccy ren-
duntpaumnja u joHoM3MewMBa4yka Xpomatorpadmja. Takohe,
adpMHUTETHA Xpomartorpaduja ce KOPUCTU Kada rog je To moryhe,
jep HeHa Bucoka OuocneundUHHOCT oOnakwasa M[oCTU3ake
BUCOKOI cCTeneHa npeynwhaBarwa. XpomaTtorpadcke KOroHe
cpeaowe BenuyuHe (Kanaumteta S5 - 15 L) cy wuspaheHe of
KarbeHOr CTakfa unm nnactuke, oK cy Behe npouecHe KOoSioHe
nspaheHe og Hephajyher yenuka.

[lpouec xpomartorpadpcke cenapauuje ce yrfnaBsHOM odBuWja Mo
HUCKUM  npuTtuckom. Mehytum, MOXe Cce KOpUCTUTU U
XpomaTtorpaduja nog BMCOKMM MNPUTUCKOM (eHrn. High pressure
liquid chromatography - HPLC), kaga 10 He yTu4ye HeraTMBHO Ha
NPOTEMHCKM NPON3BOA, HNP. Y Cny4yajy Npon3BOaH-€ UHCYIMHA.



[en-counTtpauuja

* [en-cpunTtpaumja,  OOHOCHO eKCKIy3noHa XpomaTtorpadwmja,
omMmoryhaBa pa3saBajate _npoTerMHa Ha OCHOBY pasfinke Yy HMXO0BO)
MOJEKYIICKO] Macu un obnuky. CxogHo TomMe Aa BehuHa npoTtenHa
nponssedeHnx Yy henujckMMm KynTypamMa wuMa cnuyaH ObnuK,
pasaBajakbe Cce 3acCHMBA Ha pasnukKama y MOJSIEKYIICKOj Macwu.

[Tpunukom npoueca ren-gountpauumje Tpeba ysetn y 063up pasnuuurte
napameTpe:

— n3bop ren maTpukca,

— 3arnpemMunHy 1 KOHUEHTpauujy y3opka,

— rnapameTpe KOJIoHe,

— n3bop enyeHTa,

— Op3unHa NpoTOKa KPO3 KOSIOHY,

— yuwhere 1 ckrnaguwTere KoroHe.
Takohe, Ha ren-comnTpauunjy yTudyy u cTtaburHOCT MaTpukca Ha
NPpMMEH-EHE OpraHcke pacTtBapaye, npomeHe pH BpegHOCTM W

TeMnepartype, Kao U KoMnaTMOUNHOCT MaTpuKca ca MONeKynMMa Koju
ce oaBajajy.



[en-counTtpauuja

« PasgBajame npoteMHa  ren-unTpaumjom NoCcTUXe  ce
nponywTakeM pacTBopa Koju cagpXmn NpoTenH of uHTepeca Kpo3
KOSTOHY Y KOjoj Ce Hasasu refsi MaTpuKC.

Tokom ren-counTtpauunje, NpoTenHN Marie MOSeKyncke mace ce
3ajpxaBajy y ren MaTpuKcy, AOK NPOTEMHW BENNKE MOIeKyricke
Mace Hemajy Ty CMOCOGHOCT, na jako Op30 npornase Kpo3 KOJOHY,
T). enyupajy ce.

YHyTpawHa CTpyKTypa ren martpukca nogceha Ha naBUpPUHT Kpo3
KOjU Manu npoTeEUMHU MOry nponasntn U 3agpxatn ce y reny. Y
OBOM NaBUPUHTY MOCTOje NyTEBU pasnuunuTe OYXWUHE Tako Aa Yy
3aBMCHOCTM O[] BENMMYMHE NpOoTenHa 3aB1cK 1 bpanHa kojom he oH
nyToBaTu Kpo3 ren matpukc. LUTo je npoteMH mawe Monekyncke
Mace, AOCTYNHUju My je Behu bpoj nyTeBa u Ayxe ce 3aapxasa y
ren MaTpukcy, Tako [Ja ce npBO enyupajy npoTtenHn Behe
MOJIEKYICKe Mace, a NOTOM CBe MaksU NPOTEUHW.



[en-counTtpauuja

» ['en maTtpuKkc ce Hajuyelwhe npunpema ympexxasatem normmMepHuUx
MOJSieKyfla Kao LUTO CYy: AeKCTpaH, araposa, nonvakpuniamug,
BUHUIT  nonumepu  (NONIMBUHUNETUN-KApPOUTON,  NOSIMBUHWI
NMPOSINOOH), Lenynosa, martepujanu Ha 6asmn cunuuujym amokcmaa
NN MelaBuHe NMonyT AeKCTpaH-nonmakpunamMmmaga unn gekcrpatH-
arapose.

* Hajyewhe ce kopucTe ren MaTpuUKCK Koju ce cacTtoje o4 NOPO3HUX
nepnu cactaB/beHUX OO YMpPEXeHOor nosfiMakpunamuaa, arapoase,
OEeKCTpaHa U kuxose KOMbMHauwuje.

« OBW ren maTpukcu ce opmMynuuly y cycneHgoBaHoM ObnuKy unm
y npaLluKacTtom obnuky.



[en-counTtpauuja

« BennunHa nopa y ren mMaTtpukcy 3aBUCKU OO MHTEH3UTETA HMXOBOT
yMpeXxaBah-a, Tako Aa LUTO ce BuLUle NnonmMmepu nosesyjy, cteapajy
ce Mak-€e nope 1 CTPyKTypa rena nocraje purnaHuja.

 [lope Ko BUCOKO YMPEXEHMUX reyl MaTpuKkca cy mMarne Bernn4mHe U
cnpevaBajy ynasak npoTenHa y ren MaTpukc.

« OBakBM MaTpPUKC TrefioBM ce MOry KOPUCTUTU 3a pasgBajarbe
npoTenHa o4 ocTanMx MOoJSiekyna W 4YecTo Cce Kopucte 3a
yknawarte nyqpepcknx KOMMOHEHTU Masie MOJSIEKYIICKe Mace W
COInKn N3 NMPOTEUNHCKUX pacTeBopa.



[en-counTtpauuja

[en-untpaumja ce PeTKO KOPUCTU TOKOM MUHUUMjanNHUX doasa
npeynwhaBaka nNpPOTEMHA, jep Ce KONoHe Jlako 3anprbajy
pasnM4nTUM HedncTtohama na ysopka.

Hajuyewhe ce kopucTtu npu Kpajy npoueca npeynwhaeama, kaga je
NPOTEMH OO WHTEepeca penatuBHO YUCT U MNPUCYTaH Yy Marsoj
KOHLIEHTPOBAHO| 3anpeMUHMN.

[en-gounTpauuja ce yrnaBHOM KOPUCTKU 3a ofBajaH-e NpoTenHa o
conun (HMp. nocne Kopaka TanoXxewa aMmoHNjyM cyndaTtom).

Kako Oun pasgBajatbe 61Mno edukacHo, y KOMOHY ce yHoce mare
KonnuunHe pacteopa (2 - 5% o ykynHe 3anpemMunHe KoroHe).



[en-counTtpauuja

« PactBop y KOM ce Hanasn NpOTEMH OO MHTepeca ce nponyliTa
KPO3 KOSIOHY M NPOTEMHCKE KOMMOHEHTE Ce MOCTENEHO enyupajy
n3 pacrteopa ynotpedbom opgrosapajyher nydepa. Y MHOMmMm
cnydajeBMMa eriyat W3 KOJSIOHE nponasn Kpo3 [OETEeKTop, LTO
onakwiaBa MOMEHTasrHy AeTekuujy MpoTENHCKUX dparmeHara.
Enyart ce cakynrba Kao HM3 (ppakuuja, a ceaka of dopakuuja moxe
BTN 3anpemMunHe HEKOSMKO nuTapa.

* Nlako je ren-puntpaunja edoukacHa TexHuKa 3a npeynwhaBake
NpOTeNHa, OHa nMa ogpeheHe HegocTaTke:
— nobunjare 3Ha4yajHo pasbnaxeHor pacTBopa NPoTENHA;

— NPOTOK KPO3 KONMOHY je Crnopuju Hero Kog 4Opyrux
Xpomatorpadpcknx TexHuka (Bpeme obpage ys3opka je ayro,
LLUTO je 3a MHOYCTPUjy HENOBOJSBLHO jep noBehaBa TPOLLKOBE).



JoHon3mMerwnBayka xpomarorpaduja

« JoHOM3MEeHMBaAYKa XxXpomaTtorpadpuja MOXe [a Cce KOpUctu y
NO3UTUBHOM WUIIN HEFATUBHOM PEXMUMY, Na TaKO HMpP. Yy HEraTMBHOM
PeXnUMy npou3BO4 Teye KpPO3 KOJIOHYy Mno4 YycrnoBuma Koju
daBopusyjy agcopnuujy KOHTaMMHaHaTa Ha MaTpPUKC, OOK ce
npoTeMH od wuHTepeca He Besyje. Ctora ce  CXOAHO
Kapaktepuctnkama npoTemHa Koju ce npeduwhasajy (HMp.
N30enNeKTpmnYHa Tadka) ogpehyje Bpcra noTpebHe KOrnoHe.

* Y JoHOM3MEHMBaAYKO] XpoMaTorpadmjy YBpCTY CTaunoHapHy a3y
YMHU M3MeHKMBad jOHa, Hajyewhe HeKku HepacTBOPHW Martepwujan,
nonyT nonumepHe cMmorie (HNp. NonMCTUPEHCKa cMona yMmpexeHa
nomohy AuBMHWUN-OeH3eHa). M3mewmBaun joHa cagpke Be3aHe
JOHE KOju Mory BUTU 3aMeHEHU jOHMMA NPUCYTHUM Y Y30pPKY.

* Mory OUTK aHjOHCKM M KaTjOHCKM: aHjOHCKM M3MeHMBayn Besyjy
HeraTMBHO HaenekTpucaHe Monekyne, AOK KaTJOHCKN U3MehnBayn
Be3yjy NO3UTUBHO HaeNiekTpucaHe Mornekyrne.



JoHon3mMerwnBayka xpomarorpaduja

« KoHUeHTpauuja comm y nydepy 3a enympawe ce nosehasa
KOHTUHYMpaHO unu nocrteneHo. LLUTo je uBpwhe Be3aH NpOTEUH 3a
JOHCKM u3MenmBay, TO he ce KacHuje nojasutn y nydoepy 3a
enyunpame. Crnn4yHo je kog xpomartorpaduje ca pH rpagujeHTom -
pH BpeadHOCT ce Mewa KOHTUHYMPAHO UMM NOCTENEHO, a NPOTEUH
ce Be3syje npu jegHoj pH, a ocnobaha npu apyroj pH BpeaHocTw.
CxogHO TOMe, Kao pesyntar XeTeporeHoCTU Yy [MuKosunaumju,
[MUKO3NUIIOBaHN MPOTEUHN Ce MOry enympatn y penatuBHO
lwmpokom pH oncery (8o 2 pH jeauHuue).

* OpgpeheHe eceHumjanHe aMUHOKUCENWHE KOje Yyrase y cacTtaBs
NPOTEUHCKNX NaHaua nMajy HaenektpucaHe 6o4He naHue. Ha pH
BpeOHOCTW 7 acnaparMHcka W [fiyTaMMWHCKa KUcenvHa wumajy
HeraTUBHO HaenekTpucaHe 604He Kucene rpyne, AOOK JN3UH,
aprMHUH N XUCTUOVMH MMajy NO3UTUBHO HaenekTpucaHe OasHe

rpyne.



JoHon3mMerwnBayka xpomarorpaduja

 [lpoTenHn noceayjy NO3NTUBHO N HEraTUBHO HaesieKTpuUcame Koje
3aBucu of yagena osux amuHokucenuHa (N-TepmuHanHe amMuHo
royne n C-tepMmuHanHe kKapbokcurHe rpyne Ttakohe gonpuHoce
YKYNHOM HaenekTpucawy rMpoTenHa). YKYNHO HaenekTpucame
NPUCYTHO Yy HEKOM TMpPOTEMHY 3aBUCUM OO penaTtuBHeE
3aCTyM/bEHOCTM OBUX aMMUHOKUCENUHA Yy npotenmHy wn pH
BpPeAHOCTM NPOTENHCKOT pacTBopa.

« BpegHoctT pH Ha KOjoj] NpPOTEUMHCKM MOSEKyn nocenyje
HaenekTpucawe 0 HasmBa ce maoenekTpuyHa Tadyka (pl). Ha pH
BpeOHOCTUMa Wu3HaO W30ENEeKTpuUYHe Tadke npoteumH he 0OunTu
HeraTuBHO HaenekTpucaH, Aok he Ha pH BpegHOCTUMa HUXUM 0
N30ENEKTPUYHE TauyKe NPOTENH BUTU NO3UTUBHO HAENEKTPUCAH.



JoHon3mMerwnBayka xpomarorpaduja

« JOHOM3MewmMBayka xpomatorpadguja ce 3acHMBaA Ha MpUHUUNMMA
peBep3nbunHe ernekTpocTaTtudke MpPUBMAYHOCTN HaeNekTpmucaHor
Monekyna (npoTemHa o4 WHTepeca) W cTauuoHapHe ase Koja
CadpXu KOBafieHTHO Be3aHe (YHKLUMOHanHe rpyne CynpoTHOr
HaenekTpucawa. [lpotenHn ce u3 KonoHe enyvpajy [AogaTkom
nycgpepa koju ytnde Ha npomeHy pH BpedHOCTM wnn noeeharem
KOHUEHTpauunje conun y nydepy 3a ncnupame.

« JOHOM3MeHMBaYKka KOfloHa Koja nocefyje KoBaneHTHO Be3aHe
NO3NTMBHE Trpyne HasuBa Ce aHjOHCKM u3MewsuBady U agcopoyje
aHJOHCKe npoTeuHe (Tj. HeraTMBHO HaenekTpucaHe MpoTENHE).
[TO3NTMBHO HaenekTpucaHe QYyHKUMOHANHE rpyne Yy aHjoOHCKOM
n3MerwmnBady cy Hajuyewhe amMmMHOETUNT U OUETUNAMWUHOETUI rpyre.
Enyupare ce noctmxke ynotpedbom nygepa 3a ucnupare, npu 4yemy
aHjOHN 3aMekbyjy NpOoTeMHe Yy joHOM3MEHMBA4kOM MaTpukcy. Ha
domsmonowkoj pH BpegHocTn BehmHa npoTeMHa je HeraTuBHO
HaenekTpucaHa, Tako Ja Ce aHjOHCKO M3MenmBadka xpomartorpaduja
Yyewhe KOpUCTMW.



JoHon3mMerwnBayka xpomarorpaduja

e JoHOM3MeHMBa4Ka KOMoOHa Koja noceayje KoBasfieHTHO Be3aHe
HeraTMBHe rpyne HasuMBa Ce KaTjOHCKM M3MewumBad U agcopoOyje
KaTjoHCKe NpoTeUHe (Tj. MO3UTUBHO HAENEKTpUCaHe MPOTEUHE).
HeratmBHO HaenektpucaHe (yHKUMOHANHe rpyne y KaTjOHCKOM
namemmBady cy Hajdewwhe cyndgo n kapbokcumeTun rpyne.

« TOKOM npoueca W3MeHe KaTjoHa, MO3UTUBHO HaeneKkTpmucaHu
NPOTEUNHMU ce Be3yjy 3a HeraTuBHO HaenekTpucaH
JOHOM3MENBAYKM MATPUKC WU3MEHOM joHa (4ecto H*Y) n
dopmMuparemM enekTpocTatudykux WHTepakuunja. Enympame ce
nocTXKe ynotpedbom nydepa 3a mcnupawe, rnpu 4Yemy KaTjoHU
(Hajuyewwhe Na* wu3 NaCl) 3amemwyjy npotenHe vy
JOHOU3MEHNBAYKOM MaTPUKCY.



JoHon3mMerwnBayka xpomarorpaduja

« Koo BehnHe npoueca npedvwhaBaka npoTtenHa Kopuctu ce bap
jenaH Kopak npednwhaBaka Ha jOHOM3MeHUBaYKoj KoroHu. OBa
TEXHMKa Ce 4YeCTOo NpumMensyje 300r:

— MOrynNHOCTU BUCOKOI CTeNeHa npevnihasama;

— JedHOCTaBHOCTU noBehaka 3anpemMuHe pacTteopa koja he ce
npeyunwhasaT (MOro4HoO 3a MHOYCTPU]Y);

— JeAHOCTaBHOr pPyKOBaH-3a;
— JedHOCTaBHe pereHepaumnje KonoHa;
— MOryhHOCTM KOHLEHTPOBaHa NPOTENHA O MHTEpPECa;

—Tora WTO je jegoHa o4  HajjlePTUHUUX  OOCTYMHUX
XpomaTtorpadCKknx TexHuka.



JoHon3mMerwnBayka xpomarorpaduja

« [1a ©6n ce nojegHocTaBuIio npevnwhaBake, NMPOTENHY Ce MOXe
gogaTtun cneunduyHn mapkep (Tako LITO ce Yy reH Koju kogupa
CUHTE3y NpOoTeMHa OO WHTepeca WHcepTyje cekBeHua Koja he
KoampaTtn CUHTE3Y NONMaMnUHOKUCENUMHCKON NaHua).

« Ha npumep, Mapkep Koju ce cacToju o4 ocTaTaka apruHuHa
omoryhaBa npoTeMHy fa ce Bexe 3a KaTJOHCKM U3MehsnBay noA
yCroBMMa y KOjuMa ce CKOpO HujedaH apyrn henujcku npoTtenH He
Be3dyje. MehyTum, orpaHunyere OBe TexXHUKe je LUTO Ce MOoXe
KOPUCTUTKU camo Yy rabopaTopujckMuM YycrioBUMa anm He n Yy
NHOYCTpUjK, 300r npobriemMa Be3aHuX 3a yKnakakwe aprmHMHa unm
OpYyrux crneumdpmnyHnx mapkepa nportenHa.



XpomaTtodpokycmpame

« XpomaTopoKycunpawe Ce 3acHMBa Ha pas3gBajarby NpoTeMHa Ha
OCHOBY pasfnMKke Yy HUXOBUM W30ENEKTPUYHMM Tadkama. Y OBOj
TEXHULMN Ce KOPUCTU jOHOU3MEHMBAYKa KOSTIOHAa Y KOjoj ce Hanasu
nydpep koju omoryhaesa ctBapare pH rpagujeHTa gyx kosrioHe (pH
BPEOHOCT OYX KOSfIoHe pacTe). Y umrby MakCcuMarHor pasaBajasa
npotenHa pH rpagujeHT mopa OuTn nuHeapaH. locTurHyT oncer
pH rpagujeHTa 3aBucu og pH BpegHoCcTU nydpepa 3a enynpame u
pH BpeaoHOCTM Ha Koje je jJOHCKM n3MennBay ekBunmndpucaH.

* Y30pak ce mMella ca nydepom 4vuja je pH BpeagHOCT HMXKa y ogHOCY
Ha pH BpeOoHOCT Ha NOYeTKYy KonoHe. HakoH npumeHe Yy30pkKa,
KONIOHa Ce KOHCTaHTHO ucnupa nygepom Koju mewa pH BpeagHoCT
Yy KOJSIOHU N oMoryhaBa KpeTake nNpoTenHa Kpo3 KOSIOHY.



XpomaTtodpokycmpame

 HeraTBHO HaenekTpucaHu NpOTEMHW ce ogmax agcopbyjy Ha
aHjOHCKN U3MeHMBa4d, a MO3UTUBHO HAENEKTPUCaHU MNPOTEUHU
nyTyjy Oarbe Kpo3 KorioHy. 30or nosehawa pH BpegHOCTUM OyX
KOSIOHE MO3UTMBHO HAaesiekTpucaHn MpoTeEMHU doriase A0 Taudke
roe je pH BpenoHOCT KoMoHe jedHaka HWxoBoj pl, a garbum
KpeTakbeM HU3 KOSIOHY TWM MNPOTEMHU TMOCTajy HeratmeHO
HaenekTpucaHu jep pH BpenHoCT pacte msHag wuxose pl, n 10
YyCNoBIbaBa HMXOBO BE3NBaAHE 3a KONOHY.

« HakoH npBe npumeHe nydepa 3a enyupawe CBU MPOTEUHU Ce
Kpehy HKU3 KOMOHY 0K He aohy 4o pH BpeoHOCTU Y KOMOHM Koja je
U3Hag BpeaHoCcTn wuxose pl. Y oBOj pa3m oHW ce Besyjy 3a
aHJOHCKN n3MewmBad. Ha Taj Ha4MH ce PpakuMOHULLY MPOTEUHMU,
KOjuU nmajy pasnunymte n3oenekTpuyHe tadke.



XpomaTtodpokycmpame

« dopmupaHn pH rpaamjeHT Huje crtatndaH. KoOHCTaHTHOM
npumMmeHoM nydpepa 3a enympamwe pH BpeOHOCT Oy KOMOHe ce
Mena. [lpema TOMeE, CBW MPOTEUMHW Be3aHW 3a KOJIOHy he ce
O4BOjUTU ycrnen npumeHe nydpepa 3a enympamwe kaga okonHa pH
BpeOHocT ©Oyae wucnog wuxose pl M OHM nocTaHy MNO3UTUBHO
HaeneKkTpucaHu.

 Tako oOBOjeHU MPOTEUMHW MYTYjy HU3 KONMOHY OOK He aohe [o
cnegehe tadyke pH BpeaHocTu Koja he 6utn nsHag werose pl roe
he ce NOHOBO Be3aTu 3a KOJOHY.

« OBaj npouec ce NoHaBSba CBe OK NPOTEUH HE HaMyCTU KOMOHY Ha
cB0joj pl.



XpomaTtodpokycmpame

« Kako 61 ce nocturnn Hajoorbn pesyntaTtu, ngeasrHo je ga KOnoHa
Obyne nogewleHa Tako ga npoTenH of uHTepeca cBojy pl oocturHe
Ha cpeanHun pH rpagujeHTa.

« OBa TexHuKa je edpmKacHa Kaga ce KOpPUCTU 3ajegHo ca apyrum
XpomaTorpagpckmum Metogama TOKOM npevniihaBara NpoTenHa.

 Yewhe ce kopuctn y nabopaTopujckum ycrnoBuma, jep je 3a
ynoTtpedy y wuHOyCcTpuju Heucnnatmpa 300r BENUKOr YTPOLUKa
nydgpepa 3a enyupame.



Xpomartorpadmja 3acHoBaHa Ha xmapododHNM
NHTepakuunjama

« Og 20 amuHOKMCENMHaA Koje ce Hajyewwhe Hanase y CTPYKTypu
NpoTenHa, HUX ocamM ce, 300r HenonapHe npupoae O0OYHUX
naHaua, kKnacudukyjy kKao xuapodobHe. Y xuapodobHe
aMUHOKMUCENMHE Ce CBpCTaBajy: anaHwWH, BalnwH, IeyuuH,
N3oneyunH, NponuH, TpuntodaH, METUOHUH N dEHUaNaHuH.

« XngpopobHe rpyne y npoTenmHy cy MehycobHO mnoBe3aHe
XNOpPoMOOHUM MHTEpaKUMjamMa W OKPEHYTE Ka YHYTpallHOCTU
npoTenHa, a camo Manu 6poj xmapodobHMX rpyna ocTaje Ha
NOBPLUMHN MPOTEMHA W3NOXEH BOAEHO] cpeauHWU. [1poTenHCKU
MOMEKYNIN Cce pasfnukyjy no ©Opojy u Tvmny XunapogoOHMX
aMMHOKUCESIMHA Ha CBOjOj NOBPLUMHM, @ CAMUM TUM U MO CTENEHY
xnapodgobHocTu. XngpodobHe aMWHOKUCENUHE nmajy
TEeHOEeHUM)y Oa ce rpynuwy y Buay rposgoBa wmnmM Tpaka Ha
NOBPLUNHU NPOTENHA.



Xpomartorpadmja 3acHoBaHa Ha xmapododHNM
NHTepakuunjama

« Xpomartorpadguja 3acHoBaHa Ha XnapogobHMM uWHTepakunjama
pasgBaja MNpoTeMHE Ha  OCHOBY pasfiMke Yy  CTENEHY
xmgpodobHoCTKU, Tj. 3acHMBaA Ce€ Ha  HeKOBalleHTHUM
XnapodobHUM MHTEpaKuujama nameny npotemHa u ctaunmoHapHe
dase. HakoH gopaBana y3opka Yy KOSIOHY HacTajy xuapodobHe
NHTepakuuje wn3smehy xumagpodobHMx [genoBa Ha MOBPLUMHU
npoTenHa n xnapodobHMX rpyna Koje cy KoBaneHTHO Be3aHe 3a
MaTpuKC (CTaumoHapHa dasa).

« Hajuyewhe kopuwheHn maTpuKcK 3a OBY BPCTY XpomaTorpadouje
CYy YMpEXeHW arapo3Hn renoBu (OKTUI- N doeHun-cedapose Koju
cagpxe OKTun- n geHnn- xugpodobHe rpyne). Oppajakse
npotenHa  ynotpebom  Xxpomartorpaduje  3acHOBaHe  Ha
xnapodobHnMm MHTEpakuMjama 3aBUCU OO WHTepakuuja mamehy
NpOTEUHa, refl MaTpuKkca U BoAEHOr pacTBapada y OKpYyXemy.



Xpomartorpadmja 3acHoBaHa Ha xmapododHNM
NHTepakuunjama

* [loXerbHO je fa ce MNPOTEMHCKM Yy30puM Oodajy Yy KOSMOHy 3a
XngpodobHe WHTEpakumje Yy ycnoBuMa jake JOHCKe cHare. Ycnep
Xxugparaumje conum y pacTBopy Aonasv 0o opmMupara LTtuta’
cayMtbeHOr 0f, MOrieékyna BOAE OKO CBaKor joHa. Ha oBaj HayuH,
MOJIEKYNIN BOAEe Ce yaarbaBajy o4 NPOTEMHCKUX MOJSieKyna, YMme ce
omoryhaBa oOTKpuBake XUOPOMPOOHMX AenoBa Ha MNOBPLUNHU
NpoTenHa.

« [Iok ce npoTeMHM nponywTajy Kpo3 KONoOHy, oapeheHun peo he
XnopodobHUM MHTEpakunjama 6utn 3agpxaH Ha kofonu. WTo je
NpoTeENH XUAPOPOoOHUjKM, TO he u BesuMBawe 3a KONOHY 6uUTK
CHaXHwuje.

 HakoH Kopaka wucnuvpaha, Be3aHu NpOTeEMH MOXe ce enyupaTu
NPOMEHOM YycrioBa Koju he cmawutn xngpodobHe uHTepakunje. To
ce MoXe nocTuhn NpUMeHoM:

— nydoepa 3a ucnmpame Koju uMma Makby jOHCKY cHary;
— opgrosapajyher getepLieHTa;
— eTaHomna unu eTUrieH rnmkKora 3a cMaweHe nonapHocTn nydepa.



AUHNTETHA XpomaTorpaduja

 AQouHMTETHaA XpomaTorpadumja je HajceH3UTUBHMja MeToda 3a
npeunwhaBawe npotemHa. OBa TexHMKa Ce 3acHMBa Ha
CNOCODHOCTM MpoTeMHa pa ce cneunduyHo M peBep3ndUIHO
Be3yjy 3a apyra jeouwbera, nuraHge.

* Benukun 6poj pasnnunutnx nuraHaga ce MOXe KOBaNneHTHO Be3aTu
32 WHEPTHNM MaTPUKC CauYuHEH O arapo3HuUX nepnam  wunu
CUIMMKATHUX YecTuua 1 “crnakosatn” y Xpomartorpadocky KOMOoHyY. Y
TakBOM CUCTEMY, CaMO MPOTEUHCKMN MONEKYIN KOjU Ce CEeNeKTUBHO
Be3yjy 3a umobunucaHu nuraHg ce 3agpkaBajy Ha KONOHW.

* icnupawem KonoHe ogrosapajyhum nydpepom, mcnpahe ce cCBU
HeBe3aHu Monekynu. Enympame Be3aHuUx npoTenmHa N3 KONOHe
NOCTUXe ce MPOMEHOM cacTaBa enyuumoHor nydgepa, Tako ga je
adOUHNTET NPOTENHA 38 UMOBUNUCAHU NUraHg 3HaTHO CMaH-EH.



AUHNTETHA XpomaTorpaduja

 BpojHe HekoBaneHTHe WHTepakuuje [OONPUHOCE MNPOTEeUH-NUraHg
UHTEepakunjama, 30or 4yera je noHekan 3a enyauujy npoTtevHa of
NHTEepeca A0BOSLHO:

— npomennTn pH BpegHocT nydepa;
— MPOMEHUTM jOHCKY CHary pacTBopa;
— OoaaTtu OETEPLIEHTE;

— gojatn CcyncTaHue Koje cMakyjy nofiapHoOCT pactBopa (Hhp.
E€TUIIEHITINKON).

 MehyTtnm, Hekaga je HeonxogHa MPUMeEHa KOMMETUTUBHOI nuraHaa
(cnobogHu cynctpat, aHanor wunm Kodaktop) Koju he nomohn
oagBajatbe.  Ynotpeba  KOMNETUTMBHMX  NUraHaga  pesynTtyje
CENEKTUBHM|MM oOfBajatbeM MpOTEMHa y OAHOCY Ha odBajake Y3
npomeHy pH BpegHocTu wnun joHcke cHare pacteopa. OnTumanHu
YyCrnoBM 3a ofBajatbe MNpoTenHa ca MNoBpLUMHE KOMoHe yTBphyjy ce
EeMNUpUjCckA, a Hekaga Cce KOpWUCTU M KOMOMHauuja pasnuyinTux
Ha4ynHa 3a enyauujy.



AUHNTETHA XpomaTorpaduja

« AdunHMTETHA XpomaTtorpaduja nma OpojHe NpeaHoCTM Y OOHOCY Ha
KOHBEHLMOHAaNHe xpomMartorpadgcke TEXHUKE:

— BeOMa BUCOKa CENEeKTUBHOCT M crneumduyHocT - noBehapa ce
yuctoha npeko 1000 nyta, ca npuHocom =100%, vy
nabopaTopujCKMM YCIIOBUMA;

— yBohewem ajoUHNTETHE Xpomarorpadwmje y  npouec
npednwhaBaka npoTeMHa ApacTU4HO Cce CcMawyje  0poj
noTpebHnx Kopaka 3a nocTudawe oarosapajyhe " udmcrtohe
npoTenHa.

MehyTtum, noctoje un ogpeheHn HegocTaun oBe MeToae:

— bunocneunduyHn nuraHan mory OmTu CKynM N HeOoBOJSLHO
CTaOUNHW;

— TEXHUKE Ccrajarba NuraHaga ca MaTpukcoM Mory OUTU XeMujCKu
KOMMJSIEKCHe, AyroTpajHe 1 ckyne;

— UCIMnpae BE3aHOr JiMraHga N3 MaTpmuKkCa MOXe [a.
- CMambn Kanaunutet CUCtemMa,
- 13a30Be LypeHe XeMI/IjCKl/IX dareHaca y npoTtenHCKu rpomns3Bo/.



AUHNTETHA XpomaTorpaduja

« OBaj TMN Xpomartorpadumje ce He KOPUCTM Ha CaMOM MOYETKY
npeynwhaBarka NPOTEMHCKOr NPOU3BOAa, jep PasfnuynTu eH3NMU
NPUCYTHM Yy CUPOBOM nNpenapaty MOry nNpPOMEHUTU Unu
gerpagupaTtu ckyne adpuHutetHe renose. Mehytum, Tpebano 6u
[a ce KOpUCTKU LUTO je paHuje moryhe y npouecy npedvihasama,
Kako On ce UCKOPUCTMO MyH MNOTEHUWjan oBe MeToAde Yy nornegy
BNUCOKe CcrneunduyHoCTN.

* Y admHuUTETHE XpomaTorpadmje ce ybpajajy:
— MImyHOadmHUTETHA XpomaTorpaduja
— lNpoTteuH A xpomartorpaduja
— JleunTnH adomHMTETHA Xpomartorpaduja
— Xpomartorpadumja 3acHoBaHa Ha adpuHUTETY rnpema b6ojama
— MeTtan-apuHuTeTHa Xpomartorpaduja



MIMyHOadouHUTETHA XpomaTtorpaduja

* VIMyHoadomHuUTETHA Xpomartorpaduja je HajcneymndnyHmnja og cBux
bnocneunpuyHnx xpomatorpadpuja Koja mMoxe Bprno 6p3o u
ednKaCHO NPeYncTUTnU aHTUreHe (NPoTemHe) A0 BUCOKOr cTeneHa
yucTohe. Y 0BOj MeTOoaAM KOPUCTU ce cTaumoHapHa dpasa (araposa
M  MOpPO3HE CTaKNneHe nepne) Koja je uMmnperHupaHa
cneundnyHNM aHTUTENNMA.

« OoBajakbe HacTanor KOMMfekca ca MNOBPLUMHE KOSIOHE MOXe
3axTeBaTn YycrioBe Koju MOry [OOBecTM [0 [OenMMUYHe
OeHaTtypauuje BesaHor npotenHa (HNp. npomMeHa pH BpeagHOCTU
nydoepa mnnm ynotpeda xaoTPOrHUX CyncTaHUM Kao WTO cy ypea
NN rBAHUAVH).

 Hajuewhe ce 3a enyupamwe kopuctn muumH-HCIl nydpep Koju
nogewasa pH BpeoHocT y oncery 2,2 - 2,8, a Hekaga ce 3a
enynparke Kopucrte ankanHu nygepu.



MIMyHOadouHUTETHA XpomaTtorpaduja

 AHTUTENA Cce MOory KOpUCTUTU 3a npedynwhaBake HATUBHUX
NpoTENHA N PEKOMDMHAHTHUX NMPOTEMHA Y KOMOUHaLMjKU ca Opyrum
metogama. MenhyTtum, MOCTOjU HEKONUKO rnaBHUX (PakTopa Koju
orpaHuMyaBajy ynotpeby aHTutena Kog MWMYyHOaA(UHUTETHE
Xpomartorpadwuje:

BENMKM TPOLUKOBU W BpemMe MoTpebHO 3a npou3BoaHY
MOHOKITOHCKUX aHTUTeNa Y XXerbeHoOM 00MMY;

BMCOKa  CNEUMPUYHOCT  aHTUIeH-aHTUTENo  UHTepakuuja
3axTeBa wusonauujy crneunduyHux aHTuTena 3a wusonauujy
aHTUreHa n3 ogpeheHor n3eBopa;

nmoounusaumja aHTUTENa Ha KOMOHY YecTo [JoBoAuM [0
CMatbeHta WM MOTNYHOr ryobuTKa HMXOBUX KanauutTeTa 3a
Be3VBaH-e 3a aHTUIEeH:;

aHTUTENO-aHTUreH KOMMNIIEKCU BMCOKOT adpuHUTETa Ce TeLUKO
oJBajajy, WTO 4YecTo A0BOAM A0 WHaKTUBaLMje MPOTEUHCKOr
npoun3Bofa TOKOM enyupara n3 umobunmcaHor aHTuTena.



MIMyHOadouHUTETHA XpomaTtorpaduja

3 Tor pasnora, 3a npednwhaBawe MPOTENHA Ca aHTUTENMMa
Tpeba nsabpartn aHTUTENA HUCKOT adpUHNTETA Kako bu ce naderna
aeHaTypaumja npednwheHnx npotenHa. Ca acrnekra TPOLUKOBa U
6e306edHOCTN, HajnorogHMjM Cy HOBW  CUHTETUYKM  NUraHau
(CUHTETUYKM nuraHgM Koju MUMKKYjy npotemH A u L) koju cy
jedPTUHUjKU 1N cmvakbyjy PU3KK O KOHTaMUHaLMje KOju je noBe3aH ca
NPUMEHOM MPUPOLHUX NUraHga XymMaHor UM aHMMarHor rnopeksa
3a N30noBak€e aHTUTENA.

* lpumep ynotpebe wuMyHOa(PUHUTETHE XpomaTtorpaduje vy
NHOYCTPUjU  je  npednwhaBake pPekoMOMHaAHTHOr  dbakTopa
koarynauuje VIII.



[TIpoTenH A xpomaTtorpaduja

 BehnHa Bpcta Staphylococcus aureus ctBapa MNPOTEUH MNO3HAT
kao npotenH A. [lpotenH A ce cneuudPuyHO M ca BeENUKUM
adonHnTeToM Besyje 3a Fc doparmMeHT mmyHornobynuHa G, Kako
XYMaHOT, Tako 1 MOPEKIIOM U3 opraHM3amMa gpyrnx cucapa.

 UImobunmsauujom npotemHa A (cTtaumMoHapHa (asa) Ha
XpomartorpadCcKky KOSIOHY CaduHeHy o4 npupoaHux (araposa,
Lenyrnosa) WM CUHTETUYKMX (MONUCTUPEH-OAUBUHUIT OEH3EH,
noniMMmeTakpunaT) martepujana, ctBapa ce adUHUTETHU CUCTEM
KOju ce Kopuctm 3a npeudnwhasawe IgG. Mehytum, nocrtoje
3HavajHe Bapujauumje y aduHUTETY Be3nBawa npotenmHa A 3a
pasnuynte nogknace lgG gobujeHe og pas3nnuunTuUx cucapa.



[TIpoTenH A xpomaTtorpaduja

* Y HEKUM cny4ajeBnma ce yMmecTo npotenHa A kopuctu npotemH M.
BehuHa nmyHornobynnHa koju ce Besyjy 3a NpotenH A TO YnMHe Y
ankanHuMm ycrnoBsuma, a NoToM ce enyupajy y KNcernoj CpeauHu.

- Ha npumep, npenapar daktopa I[IX ce npeynwhaea
NUMYHOAOUHUTETHOM XpomaTtorpagujomMm, y Kojoj je cTauuoHapHa
dpaza nmnperHmpaHa aHTu-IX mMuwjumM MOHOKIIOHCKUM aHTUTENOM
Koje omoryhaesa Be3uBawe paktopa |X y npucyctBy nygepa Koju
cagpxun Ca?* joHe.

« Enynpawe @aktopa IX ca KofioHe ce nocTuXe [OodaTKoM
xenartHor cpeactea (HNp. EDTA) y nydoep 3a enyauujy.



INeunTH adpuHMTETHA XpomMaTorpaduja

e JleumtnH adomHUTETHaA XpomaTorpadpmja Cce KOpUCTM  3a
npeynwhaBake BENUKOr Opoja rmukonpotenHa. JleunTnHu Besyjy
oapeheHe MmoHocaxapuae (a-D-maHo3a, a-D-rnykosa, D-N-auetun
raflaktosammH), a MHOrM Be3yjy W Heke nonucaxapuae.
HajnosHaTuju n Hajuyewhe kopuwheHn cy koHkaHaBanuH A (Con
A), neuntnH mn3 coje (SBL) n armyTMHUH M3 MWEHUYHUX Kruua
(WGA). mukonpoTenHun ce Besyjy 3a JIeUMTUH Ha KOMOHU TMpu
HeyTpanHoj pH BpegHocCTN.

3a enyuvpake [TIMKOMNPOTEMHA Ca KONMOHEe KOpUCTM ce nydep
opyradvje pH BpeoHoctu wunu nydep ca KOMNETUTUBHUM
nuraHgom (yrieeHm xugpatu 3a Koje neuyutuH Mma  BUCOK
a(PpMHUTET Kao WTO CYy O-MeTunMaHo3nd, a-MeTunrnykosuna,
nakto3a, L-dpykosa, D-maH03a, ranakrosa).



INeunTH adpuHMTETHA XpomMaTorpaduja

* Mlako ce neuntuH adpUHUTETHA XpomaTorpaguja Moxe KOPUCTUTH
3a npeuynwhaBare BenuKoOr Opoja rMMKonpoTenHa, HWje TONUKO
3acTynsybeHa 36or 6pojHMX HegocTaTaka:

- BehunHa neunTtunHa je ckyna,

- CUPOBM MPOTEUHCKM Yy30pUM cadpxe Bulle oO jedHor
muKkonpoTenMHa - Yy BehnHWM TakeBuMX cnydajeBa he ce
ynotpebom neuntnH aduMHUTETHE XpomaTtorpaduje oodbutu
CMeELLa IMUKOMPOTENHA;

- HeOoBOJbLHO UCKYCTBA Y MHAOYCTPU|CKO] MPUMEHMWN.



XpomaTtorpaduja 3acHoBaHa Ha adpUHUTETY Npema
bojama

« 3anaxarwe Oa ce ogpeheHn npoTeuMHW Apyradvje enyumpajy ca
KOSIOHE 3a ren-cdountpaumjy y npucyctBy AeKCTpaH-nnaBor 4OBESO
je 0o pa3Boja xpomaTorpaduje 3acHoBaHe Ha adPUHUTETY npema
bojama.

 [lekcTpaH-nnaBo cacToju ce of TpmasnH 60je Koja je KOBaneHTHO
Be3aHa 3a [JeKCTpaH, MOIeKyn Bernnke MOMeKyricke mace.
OTkpuhe Oa HekM NpoTeEMHU Be3yjy TpuasuMHCKy 0Oojy ybp3o je
OoBeno Ao HeroBe ynorpebe kao adMHUTETHOr aacopbeHTa
nMmobunmncaHor Ha arapo3HOM MaTpPUKCY.

« [laHac ce OpojHe TpuasuHcke 60je KopucTe Kao aPUHUTETHU
agcopbeHcn, jep nmajy cnocobHOCT Aa BeXY nojeamnHe NpoTeEnHeE.



XpomaTtorpaduja 3acHoBaHa Ha adpUHUTETY Npema
bojama

[lpegHoOCTN OBEe MeToaE:
— OOCTYMNHOCT W1 npucTyna4vyHocT 60ja;

— XEMMU|CKO Be3uBawe 0O0ja 3a MaTpUKC je NPUITNYHO
jeaHocTaBHO, Hajdewhe He 3axTeBa HuUWTa BUlle 04
NHKyDauuje y 6asHnum ycrnosmma npu noBULLEHO] TeMNepaTypu
(n3beraBa ce ynoTpeba WTETHUX XEMWUCKUX areHaca 3a
BE3nBak-€, NonyT uujaHoreH-opommaa);

— Be3a uamehy martpukca u 6oje je pe3rMCTEHTHA Ha XEMMW|CKY,
oM3NYKYy U eH3UMCKY Oerpagauumjy - Ha oBaj Ha4yuH, Lypewe
nuraHga u3 KOMOHe je MUHMMAanHO M YKOSIMKO ce Oecu, nako
ce npeno3Haje 30or 60oje;



XpomaTtorpaduja 3acHoBaHa Ha adpUHUTETY Npema
bojama

[lpegHoOCTN OBEe MeToaE:

— KanauuTeT Be3uBaka MPOTEMHA je BUCOK WM npeBasuvnasu
KanauuTeTe npmpoaHnx bruocneynnyHnx nuraHana;

— penaTMBHO Nako ce MOCTUXe enyupake Be3aHor MnpoTenHa
MPMMEHOM XaOoTPOMHUX areHaca, Kao LWTO Ccy ypea W
rBaHUANH.

Hajsehun HegocTaTtak je TO WWTO ce He MOXe npeaBuaetTu ga nm he ce
XeIfbeHN NpOoTenH 3agpXaTh Ha KOMOHW, Kao HW ycrnoBu Koju he
omMmoryhutu ontumManHoO Be3MBake U enyupawe, Beh ce Te
nHdopmaumje gobujajy n3 npakce.



MeTtan-adouHuUTETHA XpomaTtorpaduja

« MeTtan-adgpmHuteTHa xpomatorpadguja passujeHa je 70-ux roguHa
npoLwnor Beka W npeacraBfba nceynoadPUHUTETHY MeTody 3a
npeynwhasawe nporenHa. Agcopnuuja ce 3acHMBa Ha
dopmupary crnabmux kKoopamHauuMoHMX Besa u3aMelhy crnobogHux
rpyna Ha nosBpLIMHaMa NpoOTeMHa ca MeTasiHUM jOHMMa, KOoju cy
nMoounnucaHn Ha xpomartorpadCkmmMm KofioHama (CTauuMoHapHa

dasza).

« Xenupajyhn areHcun nonyT vMmHoguaueTata Beayjy Benuku opoj
metanHux joHa (Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Al). AQUHNTETHN ren He
cafpXn MeTarHe joHe, TakO Aa ce y 3aBUCHOCTM of noTtpeda
MOXE ,HanyHUTN“ MeTanom no n3bopy (Tako LITO ce pacTBOpP COMun
ogrosapajyher metana nponywTta KpO3 KOJSIOHY, HMp. Yy cny4vajy
bakpa kopuctu ce co CuSO,.



MeTtan-adouHuUTETHA XpomaTtorpaduja

* Y MmeTan-auUHUTETHO] XpomaTorpadumjm cy pasBujeHn pasfnyumtu
HOcayn Koju wumajy ogpeheHe npegHOCTM WM HegocTaTke.
TpaguumoHanHM Hocaym Cy 3aCHOBaHM Ha MEKOM renl MaTpuKkcy
Kao WTO je arapo3a. [lonucaxapunan, Kao WTO je uenynosa, nMmajy
npegHocT 306or OMOKOMNATUOUIHOCTK, anu uMmajy u HegocTake y
BUAOY HUCKE MexaHW4yKe 4YBpCTohe na ce ctora He Mory KOpUCTUTU
KOO cMcTeMa BMCOKOI MPUTUCKA. 3a pasnuky od HUX, HeOpraHCcKu
HOCayu, Kao LWTO je Ccuiauumjym Ouokcun, umajy oaJindHa
MEXaHW4Ka CBOjCTBa, anu MaHa UM je HeJocTaTak upesep3nounHe
HecrneunduyHe agcopnumje npoTenHa.

« TeTpageHTaTHU xenupajyhu nuraHgn nokasyjy sehe ajpuHuTeTe 3a
JOHe MeTana y OOHOCY Ha TpuaeHTaTHe, anu nokasyjy HUXy
CnoCcOBHOCT Be3MBaka npoTeMHa 30or rybutka jegHor
KoopanHauuoHor mecta. OBO je ynaarbuBuje Kog neHTageHTaTHUX
XenaTtHux nuraHga.



MeTtan-adouHuUTETHA XpomaTtorpaduja

* I3bop MeTanHor joHa 3aBUCU OO MPOTEMHA KOju ce npeduvwhasa.
TpoBaneHTHN joHu, kao wTo cy AP*, Ga3* u Fe?*, norogHn cy 3a
npeynwhaBare doocdonpoTemHa, 4OK ce ABOBASIEHTHU jOHWU Kao LUTO
cy Zn?*, Ni¢*,Cu?* n Co?* kopucte 3a npeuynwihaBawe NpoTenHa Koju
cagpxe xuctuauH. OcTaum XuctmgmHa wu3 nNpoTenMHa Hajuewhe
NHTEeparyjy ca MeTanHuM joHMMa, rpagehu crnabe koopanHaumoHe
Be3e.

 Enynpawe BesaHMX nMpoTenmHa CnpoBoau Cce CHwkKaBakem pH
BpeaHoCTU nydepa (XMCTUOUMH ce MPOTOHYje U He MOXe Xenuvpatu
MeTanHn joH). Takohe, y nydep 3a enympawe MOXe ce goaatu
CHaxaH KomneTuTtop Koju he crtBoputn komnsnekc (Hnp. EDTA). Osa
Xpomartorpadpcka  TexHMKa ce  Hajdewhe  npuMmewyje  3a
npednwhaBawbe peKOMOMHAHTHUX NPOTENHA KOjU cadp’Xe XUCTUOMH.

« He «kopuctn ce 3a npeunwhaBawe MeTanonpoTenHa, Beh 3a
npeunwhaBake HemeTanonpoTtenHa (NpoTeMHa Koju Yy CBOjOj
CTPYKTYpU Hemajy metan).



TeyHa xpomaTtorpaduja sncokux nepdopmaHcun (HPLC)

 BehnHa xpomartorpadCckmx TexHWKa Koje cy OO0 caja onucaHe
cnpoBode ce npu penatMBHO HUCKOM MPUTUCKY, rOe ce MNpPOTOK
KPO3 KOMOHY perynuuie nymnamMa Koje cTBapajy HM3ak npuTtucak.

« PpakunoHUCaHEe y30pKa Ha TakBMM Xpomartorpadckum KosioHama
Tpaje U OO HEKONUKO caTu. 3Ha4yajHO je Oa NPOTOK KPO3 KOJSIOHY
byoe cnop, jep NPOTEMHM WHTeparyjy ca NOoBPLUMHOM
XpomaTtorpadocke KOrnoHe AOK rnponase Kpo3 kY, a Te MHTepakuuje
3aBuce og bp3nHe NpoToKa.



TeyHa xpomaTtorpaduja sncokux nepdopmaHcun (HPLC)

« Kaga je MpoOTOK HWM3aK MPOTEUMHW MOry npouecomMm andysuje
NponasnuTn Kpo3 rnope Ha resfy y KOnoHW. YKOSMUKO je MPOTOK KPo3
KornoHy Behn og ctone gudysuvje oHOa je pasgBajare npoTenHa
HeedMKacHo, jep CBU NPOTEUHU KOjU HUCY ycrenu ga npohy Kpo3
nope rena OpXxe HanywTajy KOMOHY Hero WMOAEHTUYHU MOJSIEKYNU
KOju cy AndoyHAoBanm Kpos nope.

* BUCOK MPOTOK KPO3 KOSIOHY CMakyje U aacoprnuuoHM KanauuTer,
jep MHOrM Monekynn Hemajy MorynHocT gudyHaoBawa y ren, sen
camo npoJsiase Kpo3 KOJTOHY.

 MehyTnm, nocToju NpUCTyn Koju omoryhaesa npMmMmeHy noBULLIEHOT
NPOTOKa KpPO3 KOroHy 0e3 cmaweHor pasgBajatba npoTtenHa. To
3axTeBa ynoTpeby MUKpodecTuua Kao cTaumoHapHe dase uYnme
ce cCcMahyje Bpeme noTtpedbHo 3a Aaudys3njy MnpPOTENHCKUX
MosieKkyna.



TeyHa xpomaTtorpaduja sncokux nepdopmaHcun (HPLC)

« CBako cMameHl€e AujaMeTpa MUKpoYecTMua 3axTeBa OpacTUYHO
nosehawe npuTUCKa Kako Ou ce ogpxana ogpeheHa 6p3nHa
npotoka. OBakaB Op3 NPOTOK ce Moxe OoMoryhutn npuMeHoMm
TEYHUX XpomaTorpadCckmx cuctema nog BUCOKUM MPUTUCKOM.
Ynotpebom oBakBMX CUCTEMA pasdBajake y30pKa ce ckpahyje ca
HEKOJTMKO CaTu Ha HEKOSTMKO MUHYTA.

* MHOrM Manu npoTeMHW, HapO4YUTO OHWU KOoje Ce CeKpeTyjy
eKcTpauenynapHo (HMp. WHCYMWH, UMTOKMHK, XOPMOH pacTta) cy
jako ctabunHn mn mory ce dpakumoHucatn ynotpedbom HPLC
KofioHa 6e3 geHaTypauumje unu rybutka dnoaktmBHoctTn. Hacynpor
TOME, MHOIM Benukn npoteuHu (HNp. doaktop koarynaumje VIII) cy
penatuBHO HecTabunHu n rybe akTMBHOCT ycnen AeHaTypauuje
Kaga ce NpuMeHn BUCOKM NPUTUCAK TOKOM pa3s[BajaHsa.



TeyHa xpomaTtorpaduja sncokux nepdopmaHcun (HPLC)

* Meku renosu Koju ce KOpUCTe KOO, METOAa Koje NpUMEHYjy HUCKU
NpuUTUCaAK Cy HeynoTpebrbMBM Yy CUCTEMUMA KOjU 3axTeBajy
MPUMEHY BUCOKOTI NpUTUCKA, 300r kbUXoBe KOMMNPECUOUIMHOCTN.

« CraumoHapHa dhasa ce cacToju of ueHTparnHor jesrpa (06U4HO
CUNUKaATHE 4YecTuue UM nonmmMmepu, Kao WTOo CYy nonuvcaxapuaum
U MOSINCTUPEHU) Ha 4MjOj NOBPLUMHU CYy Be3aHe XerbeHe
dyHKUMOHANHE rpyne, Tako Oda cy 6pojHe xpomaTtorpadcke
TexHuke npumeHrsmee Ha HPLC: joHou3smewsmBayka, rern-
dunTtpauuja, aduHUTETHA U XMAPOdOOHE NHTEPaKUMUieE.

* CunukaTtHe 4ecTuue y KOSIOHM Cy BeOMa Manux OAuMeHsuja, LUTOo
omoryhaBa Benuky KOHTaKTHY MOBPLUMHY WU Kao nocrieguuy Tora
BUCOKY MONh pasfBajar-a NpoTeunHa.



TeyHa xpomaTtorpaduja sncokux nepdopmaHcun (HPLC)

« HPLC ce MoXe KOPUCTUTU Yy aHanNUTUYKE W npenapaTtnBHE CBPXeE.
Y oba cny4aja (aHanutndkom u npenapatusHom), HPLC wnma
3Ha4ajHe NpPeaHOCTM Yy OOHOCY Ha xXpomartorpadcke TeXHUKe Koje
PYHKUNOHULLY MPU HUCKOM NPUTUCKY:

- borbe pasaBajake NPoTeEUHa, jep je CMaHeHa BenndnHa rnopa,
LWITO pesynTyje o4ymTaBaweM OLUTPUUX MUKOBA Hero KoAa
NPUMEHEe cncTemMa ca HXKUM NPUTUCKOM;

- noBehaHa bp3nHa pakumoHncama (HEKONMKO MUHYTA);
- BWCOK CTerneH aytomaTtmsauuije.

« Hajpehn Hepoctaum HPLC cy TpowkoBM M y Maw0O] Mepwu
kanauutet. Ctora ce 3060r TEXHUYKUX N eKOHOMCKMX pasnora HPLC
KOpUCTU Yy npenapatuBHe cBpxe Kod downstream npoueca
NpoTeENHA Mare MOJSIEKYSICKE Mace N eKCTPEMHO CKYMuX rnpoTenHa
(Tepanunjckumx).



bp3a npotenHcka TedHa xpomatorpadumja (FPLC)

 lopen HPLC noctoju n antepHatueHa meTtoda, bp3a npoTenHcKa
Te4yHa XpomaTtorpaduja (eHrn. Fast  Protein Liquid
Chromatography - FPLC), Koja KOPUCTU HWXe TMPUTUCKE KOju
003BOSbaBajy ynoTtpedby maTpukca 3acHOBaHMX Ha nonimMmepuma,
Kao WTO je arapo3a. Bucoka pesonyumja ce noctmxke ynotpebom
KOJSIOHE Maror npeyHuka.

 FPLC konoHe cy uspaheHe of cTtakna unuv MHepTHe nnacTtuke, a
HPLC konoHe o BWCOKO KBanuTETHOr Hephajyher denuka. Y
MHoOrmm crniyyajesnma, FPLC cuctemun cy ncnnatuesmjym y ogHocy
Ha HPLC. Ynpkoc TomMe WTO page Ha HMXUM NpUTUCUMMA, OHU U
aaroe KombuHyjy gobpo pasgBajate NpoTenHa, yopsarwe npoueca
Yy OOHOCY Ha TpaguuuoHanHe cuctemMe nog HUCKUM NPUTUCKOM Kao
N BUCOK HMBO ayTOMaTmn3auuje.



bp3a npotenHcka TedHa xpomatorpadumja (FPLC)

« FPLC ce koMbuHyje ca ocTtanuMm BpCTamMa XxpomaTtorpaduje
(joHOM3MeHMBaYKa, a(puHUTETHA XpomaTtorpadwuja, ren-
duntpauunja), a Hajdewha je KomOuHauMja ca aHjOHCKOM
JOHOU3MEHMBAYKOM  XpomaTorpadgujom Koja CnyXm  3a
npeynwhaBate MHOMMX NPOTEUHA.

* [lopen nportemHa, mMeToda je NpuMeHSbMBaA W Ha Opyre BpCTe
BMOSTOLKKMX y3opaka, YKIby4yyjyhu nunonpoTenHe,

NONMHYKNeoTnae, CUHTETCKE OnUroHykneortunge, nnasmmacky AQHK
n monekyn PHK.



Yrpagwa Mmapkepa 3a npedviihaBame

* [NpeunwhaBawe pPEKOMOMHAHTHMX MNPOTEMHA Y OOHOCY Ha
NpoTeENHE N3 NPUPOAHNX N3BOpPa MoXe DUTK jegHOCTaBHUje, jep je
ekcrnpecuja UMrbHOr NpoTeMHa Befmka U O4QHOC UUIbHOT NpoTenHa
n nparehux ,Hednctoha“ je 6orbn. Takohe, Kog pekoMOMHATHUX
npoteMHa moryhe je yrpagutu cneunduyHe mMapkepe Koju he
onakwaTtu npednwhasame.

TexHuKke reHeTckor WHXewepuHra omoryhasajy WHKopnopauujy
cneunuyHnux nenTugHnux UM NpPOTEUHCKUX Mapkepa y NpoTeuH
oa uHTepeca. Mapkep omoryhasa cTBapare XmbpuaHor npotenHa
ca ogroesapajyhum @uandko-xemmjckum ocobuHama Koje he
onakwaTtun npeynwhaBawe UWIBHOr npoTeuMHa. TakaB Monekyn
HacTaje dy3noHncarwbem [HK cekBeHue 3a mapkep u [OHK
CEKBEHLIe KOja Kogmpa HacTaHak NnpoTenHa of nHTepeca.



Yrpagwa Mmapkepa 3a npedviihaBame

« Pa3BujeHn cy mapkepu 3a 6p30 M jeQHOCTaABHO MpevnwhaBame
XMOPUOHMX NpoTeEMHA  KOpUWheweM  pasnuunTux  TEXHUKa
(joHOM3MeHnMBa4vKka, apuUHUTETHA U Xpomartorpaduja 3acHoBaHa
Ha XnapodoOHNUM MHTepakumjama):

— [logaTtkomMm nonuapruHmHa (MM nonunuamHa) Ha C-TepMuHyc
npoTenHa YyBOOW Ce€ CHaXHO MO3UTUBHO HaeneKkTpucame,
3axBasbyjyhn 4yemy ce npoTenH nakwe npeduwhaBa KaTjoH-
n3merwnBavykomMm xpomarorpadgpujom. OBaj NPUCTYN Ce KOPUCTU
y npeynwhasary pasnmMunTtux MHTepgepoHa n yporactpoHa y
naboparopujcKnum ycriosmma.



Yrpagwa Mmapkepa 3a npedviihaBame

— logpatkom Benukor Opoja XnapogobHMX aMMHOKUCENUHA
HacTaje MOmeKyrn ca CHaXHUM XnapodoOHMM KapakTepom
Kojy he ce Kao TakaB eMuUKacHO  MNPevYnUCTUTU
Xpomatorpadgunjom 3aCHOBaHOM Ha XnapodhodbHNM
NHTepakumjama.

— JlogaTtkom nonuxuctunamHa gobuja ce Morekys Koju ce Moxe
NpeyYncTnTn ynotpebom metan-adonHNTETHE Xpomarorpaduje.

— lNocToje mapkepn koju onakwasajy npeynwhaBsake nNporenHa
aipuHUTETHOM  Xpomartorpadgpujom. [eHn Koju Koaupajy
HacTaHak npotemHa A mory ce pysmMoHUcaTu ca reHMma unu
kOHK Koju kogmpajy HacTtaHak npoTeMHa o4 WHTepeca.
HacTtanu xmbpuaHn Monekysn ce Moxe NpeyvyncTnuT ynotpebom
KOSTOHE Koja cagpxun umobunmncanm IgG.



Yrpagwa Mmapkepa 3a npedviihaBame

« HakoH npeudnwhaBarwa xubpumaHmMx npoTemHa noTpebHO je aa ce
YKITOHN MapKep, jep OH camMm no cedn moxe 6utn nmyHoreH. Mapkepwu
ce OuM3ajHMpajy Tako ga cadpXe Tadky pasaBajatba Ha Kojy genyje
cneundunyHa nporteasa unu ga omoryhe packngake XeMunjCKMx Besa
Ha MecTy dy3unje nNpoTeMHa U Mapkepa. YKnakwakwe Mapkepa ce
CNpoBOAU eH3UMUMa UNn XeMujckum cpedcmeuma.

« On eH3uMMa ce Hajuyelwhe KopucTe eHgonenTuaase: TPUMCUH, dakTop
Xa n eHTepoKuHase, anu ce KoOpucTe M ersonentugase, kKao WTO je
kapbokcunenTtuaasa A (CEeKBEHUMOHANHoO yknawa aMUHOKUCENUHE ca
C-TepMmuHyca npoTtenHa OOK He Hauf)e Ha ocTaTke fiM3nHa, aprmHuHa
unu nponuHa). EHgonentugase koje packugajy nentumgHe Bese Y
NPOTEMHY Ce KOPUCTE 3a YKNnawahe AYyrnx, AOK ce eraornentugase
KOPUCTE 3a YKNakahe KpaTknx mapkepa. [1poTenH oa nHTepeca He
CMe cagpXxaTu nentugHe Bese Koje mory aa byay pasrpaheHe HeEKUm
o4 NPUMEeHEHNX METOAA 3a YKIawahe Mapkepa.



Yrpagwa Mmapkepa 3a npedviihaBame

 Ynotpeba XeMujCKMX cpeacTtaBa nogpasymeBa  ynotpeody
UujaHoreH-bpoMmuaga wnm xugpokcunamumHa. buTHO je ga HakoH
yKnawawa Mapkepa, MpoTeEMH O WHTepeca OCTaHE WHTaKTaH.
Hekaga ce xemunjcke metoge Mopajy U3BoAUTWU No4 HENOBOSbHUM
yCrioBMMa KOjuU 3axTeBajy BMUCOKe TemmnepaType u ekctpemHe pH
BPEeOHOCTN, a TakBM YCNOBWU HEMOBOJBLHO YTUYY Ha CaM NPOTENH.

« CenekTnBHO packngake Bese u3Mehy mapkepa v npotenHa mopa
6T NpaheHo HeroBUM agekBaTHUM pasgBajabeM O UCTOT, LTO
MOXe 3axTeBaTy 4o4aTHO XpomaTorpadocko npevniihasame.



