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IIpod. np Henesbko Manojiosuh

NHCTpymeHTanHe meTose



MN3010Bamke CEKyHIapHUX METa00IMTa

[Ipunpema OMJBHOT MaTepHjaia 3a EKCTPAKIIU]Y
EkcTpakiija HEKMM pacTBapayrima

YmapaBame ekcTpakTa (yKiIamame pacTBapayda)

Cylieme eKCTpaKTa

AHanmm3a excrpakTta (Hajuenrhe XxpoMaTorpadCkH,
TLC, HPLC)

Pa3niBajame KOMIIOHEHATa CMEIIe
(Hajuernthe xpoMarorpadckmu)
NpenTudukanmja 100UjeHUX KOMIIOHEHTH

(xpomaTorpaCKUM U CIIEKTPOCKOIICKUM
MeToIaMa)
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Xpomarorpam cmete adaaTokcuHa (rope-CTaHgapan) U CMeNIe
adrmarokcuHa y xpasnu (none) nooujen HPLC ananuzom




Ha cmuum je npukazan HPLC xpomarorpam coka ayme.
AHaIM30M HCIMTUBAHOI y30pKa A00Hja c€ XpoMaTorpam Kao
Ha ciaunu. HMpoentudukanyjoM NOMKOBa W mnopehemem ca
CTaHJapJIrMa MOXE CE€ HOTBPIUTH HpHUCycTBO eTui-(2E,47)-
nexaguenoara Ha 30,585 mun u (E,E)-o-dapuecena na 31,968
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HPLC xpomarorpam coka 1yme




HPLC ananmmza ce MoXe KOPHUCTUTH 3a WICHTU(DHKALIH]Y
KOHCTUTyeHata BuHAa. Ha cmunm je mnpukazan HPLC
XpoMaTtorpaMm TIJIaBHUX KOMIIOHEHATa y THUIIMYHOM I[PBEHOM
BHUHY.

Xpomarorpadcku yciaoBH (KOHIIGHTpaIdja eIyeHTa, Op3uHa
IIPOTOKA, TeMIIeparypa) Cy ONTHMH30BaHH TaKoO Jia C¢
IOCTHIKE I00OpO pa3jiBajamke KOMIIOHEHTA.
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HPLC xpomaTtorpam 1pBeHOT BUHA



Konona Eurokat H, 300 x 8 mm
Enyent 0,00125 M cymmnopHa KACeEJInHA
bp3una mpoTtoka 0,6 ml/min
3anpemMuHa y30pKa 20 ul
Temneparypa kojioHe 95 °C
[IpuTtHncak y cucremy [Tpubmmxao 37 bar
Jlerexuuja NHunexc pedpakiuje

Bpeme Tpajama 40 min



JInmMyHcKa KuceanHa 12,283 98127
(Bn:;f;)aﬁ;::inna 12,900 236473 428
I1yko3a 14,714 73412 1,07
MaJjioHCcKa KHCeJIHHA 15,500 305124 3,55
®pykTo3a 16,417 425668 5,73
(Ecy;cllﬁf:;a 17,800 140279 2,07
MuileyHa KHCeJIHHA 20,100 104133 1,64
Lnunepoa 22,283 614282 79,40
CupheTHa kuceauHa 23,600 23710 0,65
Byranauon 30,345 - -
Etanoua 35,650 4159017 111,59

3a KBaHTHTATHBHY aHAJIW3y BehnHe KOMIOHEeHATAa NPBEHOI BUHA KopuiiheH je omcer
kanuopamuje ox 0,2 g/l mo 10,0 g/l. 3a rmmepos um eranos kKopuimheHa je cepHja
CTaHJAapIHHUX pacTBopa KoHeHTpamuja ox 2 g/l mo 160 g/l.



Ha cnenpehuM cimkama mnpukKa3zaHd Cy KapakKTEpUCTUYHHU
CIIEKTPH HEKHX IIPUPOTHUX IIPOU3BO/IA, YECTUX
KOHCTUTYEHATa JECKOBUTOI OMJba, KOJU Cy HAaIIUIM CBOJY
IpUMEHY Kako y (apMaleyTCKO] TakO M y IpeXpaMOEHO]
WHTY CTPH]H.

IIpukazanu cy crHnekTpu L-acKOpOMHCKE KHCEIHHE, TaJlHE
KUCJIMHE, XJOPOT€HCKE KHCEJIMHE, €JarHe KHCEeJIMHE,

MHUPULOCTHUHA U KBCPUCTHUHA.
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 Komwyramuja koj Oema-KapoTeHa IOTUYE OJf J€JaHAECT
KOIbYTOBAaHMX JBOCTPYKHX Be3a, IITO MYy Jaje HapaH[acTy
00jy (0oja maprapemne). OBaj KapOTEHOHJ CE€ KOPHUCTH Kao
CPEJICTBO 3a 00jeHe¢ HAMUPHHUIIA.

Sprhmmrn

hlorofil a

hlorofil b

1
. T 600

talasna duZina nm

UV/VIS cniekrpn HEKUX MUTMeHara



AHTOLIMjaHH, TMPUCYTHU Y BHUHY, TpEIIHH, KYIOUHH,
OOpOBHUIIM M APYroM 000jeHOM BOhy, calipXe KOHbYIOBaHE
IBOCTPYKE Be3€ KOj€ IIOMEpaJy MaKCHUMyMeE arcophiuje y
BUAJbUBHU JICO CIIEKTPa, TAYHU]E Yy LIPBEHY 00]Y.
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PonokcanTuH J€ KapoTeHOMJ 4Hja Jje 0o0ja LpBeHa, a
ancoprmuonn MakcumyMm y UV/VIS crekrpy ce Hamasm Ha
3HATHO BUIIIKMM BPEJIHOCTHUMA OJ1 BehuHe KapoTeHOou/1a.

Jpyru npukazaHu OpaHX KapOTEHOHW]I J€ KPUITOKCAHTUH KOJU
je HaheH cia0001aH U ecTepU(pUKOBAH Y KYKypy3y, MaxyHama
Y TIaIpHIIM, a IJIaBHU j€ MUTMEHT MaHIapuHE.
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KBAHTUTATHUBHA AHAJIM3A
(OAPEBUBAIBE)

BonyMeTpHjCKO-TUTPUMETPH]CKH;
[ paBUMETPH]CKHY;
Konopumerpujcky,

BHCOKO e(huKkacHOM TedyHoM xpomarorpadujom (HPLC)

- IpyTe TEXHUKE, KOJ€ HE 3aXTEBa]y NPETXOAHY HU30JIaI1]y
MeTabonuTa 1 omoryhasajy u3pauyHaBame OIpOLIEHTA CBAKOT
0jeAMHAYHOT METa0O0JInTA.



BOJYMETPUJCKO (TUTPUMETPUJCKO)
OAPEBUBAIBE

* Ilpumemyje ce KO OHUX ApOTa KOJe CaapIKe JefaH anKaaou/l
WJIA BHIIIE XEMH]CKU CPOJHUX M I10 MOJIEKYJICKO] MacH
OJIMCKHUX aJIKaJIonAa, KOju UMajy JOBOJHbHO U3pakKeHE OazHe
O0COOHMHE, Ja ca KHUCeIMHaMa MOTy Jia rpajie COJIU.

e AJIKQJIOUIH CE€ TUTPUPA]Y PACTBOPOM KHUCEIIMHE TTO3HATOT
MOJIApUTETA, a PE3YJITAT U3pakaBa MPEKO JETHOT O] bHX.
Canprkaj MOXKeE Jla c€ OJIpeau U IOCTYIIKOM pETUTpalIH]e.



[Ipumepu BosrymeTpujcKOr ofpehuBama ankaionga y Aporama:

« Bomymerpujcko ogpehuBame ankanonna y Belladonnae folium
(Ph. Jug. IV)

* BoayMeTpH]jCKO-TUTPUMETPH]JCKO OJIpehuBame alKalonaa
IIOCTYIIKOM peTuTpanje, mpema Ph. Jug. V

« Jlpora: Belladonnae folium (radix), (rucm senedbuwva)
 Stramonii folium (rucm u ceme mamyne),

« Hyosciami folium (rucm 6ynuxe)

., Stram@nii folium
. A | ".‘ :
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Hyoscyami folium



I'PABUMETPUJCKO OAPEBUBAIBE

[Ipumewmyje ce€ KOJ OHHUX Jpora Koje CaJpKe alKaJIoue
pa3IduUTe II0 XEMMJCKO] CTPYKTYpU M MOJIEKYJIICKO] Macu
(Veratri radix et rhizoma — puszom u Kopen wemepuke), Kao
KOJ OHUX YHMJM aJKaJOWJU HEeMa]y IOBOJAHO HM3pakeHa Oa3Ha
csojcrBa (Theae folium u gpyre mypuncke apore).

Veratri radix (Ph. Jug. Il) [llpumepu rpaBuMeTpujcKor
onpehuBama anKagoua y Aporama.
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» I'paBuMeTpHjcKO oapehmuBame MypHMHCKHX JepHBara y Theae
folium (Ph. Jug. 1)



KOJIOPUMETPUJCKO OAPEDBUBAIBE

* Ilpumemyje ce KoJl OHUX Jpora YHjH AIKAIOU]IH ca
oaroBapajyhuMm peareHcruma J1ajy ctaOuiIHE 000j€HE
Komriekce. Tako ce alkalonIu pakeHe TIIABHUIIE OApehy]y
KOJIODUMETPH]CKH, HA OCHOBY BaH-YpkoBe peakiiyje
(mepuBaTH TU3EPrHE KUCEIUHE CE Ca napa-
TUMETUIIAMHUHOOCH3IIEXHUI0M 00j€ IIaBo).

e Ilpumep:

* Kouopumerpujcko oapehuBame ajakajaonaa
y Secale cornutum (Ph. Jug. 1) (cknepouujym

padicene 2nagnuye)
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- BUCOKOE®UKACHA TEYHA
XPOMATOTPA®UIJA (HPLC)

* HE 3axT€Ba MNOPETXOJHY H30JalH]y aJKaJIoujaa H
omoryhasajy MU3PavyHaBaAE IPOIICHTA CBAKOT
MOJ€IMHAYHOT ATKAJIOHUIA.

. Oz[peljnBaH)e MOp(puHA ¥ KOAEeMHA Y CHPOBOM
onujymy, Opium crudum,

« moOunHa (Qaza: 1.0 r HarpujymxenraHcyiadoHat
MOHOXH/JIpaTa pactBopu ce y 420 ma Bojie, moaecu PH Ha
3.2 nmomohy ¢ocdopue kucenune (4.9 r/n H,PO,) (oxo 5
M) 1 goja 180 Mt areTOHUTpHIIA,

- IeTeknuja ce BpmM Ha 280 hm



IIporuieHTyaIHM caJipKaj CBAKOI ajiKkajJouja u3padyHaBa ce IpeMa u3pasy.

m, XA, X625 ) 100
m, XA X5 100-h

M, = Maca ajnkajouJia y rpaMmuMa ynoTpeosbeHa 3a u3pajy pactBopa 3a
nopeheme

M, = Maca aHaJIu3upaHe Jpore y rpaMuma ynorpedsbeHa 3a u3paay
pacTBOpa 3a UCITUTHUBAHE

A, = moBpIIMHA MUKa OJIroBapajyher amkainonga y XxpoMaTorpamy pactBopa
3a mopeheme

A, = moBpIIMHA MMKA OJIroBapajyher ankainonaa y XxpoMaTorpamy pactBopa
32 HCIUTUBAKE

h = ry0uTak cymemeM (ImpoIieHar)

1 mMr Mmopdun-xuapoxsopuaa oarorapa 0.7/59 mr mopduna; 1 Mr kogenHa
oaropapa 0.943 mr

KOJEWHA.

Amonujym-xiaopua-mydep pactsop PH 9.5: 33.5 r amonunjym-xisiopuia
pactBopHu ce y 150 mu1 BoJg,

noaa 42.0 M1 KOHIIEHTPOBAHOT aMOHHU]jaka 1 pa30axxku BogoM 10 250.0 mu.



