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Hromatografija (od gr ¢. ypopoa:chroma, boja i ypagewv:grafein pisati) je zbirni naziv za
grupu laboratorijskih tehnika za razdvajanje smesa. Ona ukljucuje kretanje ispitivane smese,
rastvorene u "mobilnoj fazi", kroz "stacionarnu fazu”, cime se delovi smeSe razdvajaju i izoluju,
te ih je moguce analizirati i kvantitativno odrediti. Hromatografija moze biti analiticka i
preparativna. Preparativna hromatografija se bavi razdvajanjem komponenti iz smeSe radi dalje
obrade, te se moZe smatrati metodom preciS¢avanja. U analitickoj hromatografiji se obi¢no radi
sa malim uzorcima te se pokuSava izmeriti relativni odnos komponenti u smesi. Hromatografija
je jedna od vodecih analiti¢ckih metoda i omogucava razdvajanje i kvantitativno odredivanje
supstanci veoma sli¢ne strukture i hemijskih osobina. Pod hromatografijom se podrazumevaju
metode razdvajanja koje se zasnivaju na razlicitoj raspodeli komponenata uzorka izmedu dve
faze, od kojih je jedna nepokretna (stacionarna), a druga pokretna (mobilna) u odnosu na prvu.

1.Jonoizmenjivackahromatografija

Hromatografija sa izmenom jona je verovatno najcesce koriS¢éena hromatografska tehnika u razdvajanju i
preciséavanju proteina, peptida, nukleinskih kiselina kao i svih ostalih biomolekula koji mogu biti
naelektrisani. Razlozi su pre svega, Sirok spektar primene, visoka mo¢ rezolucije, veliki kapacitet kao i
relativna jednostavnost izvoDenja i kontrola procesa.

Enzimi se karakteriSu razli¢itom koli¢inom i vrstom naelektrisanja pri odreDenim pH vrednostima. Postoji
pH vrednost pri kojoj enzim ima neto naelektrisanje jednako nuli i ta pH vrednost se naziva izoelektiréna
tacka (pl). Kada su pH vrednosti manje od pl, enzim Ce biti pozitivno naelektrisan, a kada je pH vrednost
vecéa od pl enzim je negativno naelektrisan.

Jonoizmenjivacka hromatografija se zasniva na reverzibilnom vezivanju enzima za suprotno
naelektrisane Cestice nosaca. Razdvajanje molekula se deSava zahvaljujuci razli¢itom intenzitetu
interakcija koje molekuli ostvaraju sa stacionarnom fazom. Postupak se obi¢no izvodi pri neutralnim pH
vrednostima | pri niskoj jonskoj jacini rastvora, pa se regeneracija hosacai i spiranje enzima postize
eluiranjem sa rastvorima soli visoke jonske jacine.
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