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KomOuMHOBaHe XpoMaTorpagcko-
CIIEKTPOCKOIICKE MeTo/ae

Kiaacudpukanuja KOMOMHOBAHUX METOAA

racHa xpomarorpaduja-macena cuekrpomerpuja (GH-MS),
racHa xpomatorpaduja-undpanppena crekrpockonuja (GH-IR),

TeyHa Xpomatorpaduja Bucokux mnepdopmancu — UV cnekrpockomnuja
(HPLC- UV)

TeYHa XpomaTrorpaduja BUCOKHX IepphopMaHCU-MACE€Ha CIEKTPOMETpH]ja
(HPLC-MS)

T€YHa XpoMmarorpaduja BHUCOKHX MNEPHOPMAHCU-HYKICAPHO MAarHeTHO
pe3onanTHa crekTpockonuja (HPLC-NMR)

racHa Xxpomarorpaduja- mMaceHa CIIEKTPOMETpPHja- HYKJICAPHO MAarHeTHO

pPE30HAHTHA CHEKTpOocKomnuja- HH(panpBeHa crnekrpockonuja (GC-MS-
NMR-IR) u npyre.




 T'acHa xpomartorpaduja/MaceHa cneKTpoMeTpuja
(GH/MS)

e yJIOra racHe xpomarorpaduje je pasaBajambe, a yJiora MaceHe
CIIEKTPOMETpHjE | UASHTH(HUKAIIN]ja KOMIIOHCHTH CMECeE.
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HETEKTOP nucav
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Ympomhena cxema GH/MS cuctem




JlekoButoct 1mmera (Cinnamomum ceylanicum) mnotude oxn
CJI0’KE€HOT XEMHM]CKOT' cacTaBa HEerOBOT €TapCcKor yiba. ETapcko yibe
yuHau 0,5-2,5%. Ocum ysba, oBa OMJbKa Caip>Ku U TAHUHE, KyMapHuHe
u cay3u. [umemanoexuo, tranS-yumemwua Kuceiuna, ey2eHon u
JUMOHEeH Cy HajJ3aCTyIUb€HHUJU KOHCTUTEHTH €TapCKOr  yJba.
KimHudke cTyauje cy Iokaszaje Ja IIMMET YTHYe Ha CHHKaBambe
HUBOA Iiehepa y KpBU, TpUriuiepuaa, yKynHor xonecrepona, HDL
u LDL xonecrepoina.

GH/MS
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GC-MS xpomarorpam Kope rpanuuiia oupHe Bpcre Cinnamomum burmannii. (A)
MaceHU crekrap ctanaapaa trans-numerangexuaa (b) Mmacenu criekrtap 100MjeH U3
GC-MS cuumama u (B) racHu xpomaTorpam eTapckor yJba.



I'acna xpomartorpaduja/FT nndpanpBeHa cneKTpoCKONHUja
(GH/FT IC)

Enyar ca xomone mponasu kpo3 IC hemujy y obnuky nesu (engl.
Light Pipe) ca mpo3opmma oj alkagHuUX XajdoreHuga (Koju cy
nponyctieuBH 3a IC 3pademe ), koja je meo FT IC uaCTpyMEeHaTa ca
tako3BanuM Michelson-osum mHTEphEpOMETpOM, HA OBaj HAYMH CC
nooujajy IC chnexkTtpu CBUX eIyHMpaHMX JeAUBCHa YHja e
KOHIICHTpAIIMja U3HaJl TPAHMIE OCETJHUBOCTH.

['acHn xpomartorpaM MOXKE Ja ce€ JeTrekTyje crangapauunm GH
JNETEKTOPOM, & TMOCTOJU MW MOTYhHOCT gJa c€ CHUMJbEHHU
uHtepdeporpamu uckopucte 3a GH nerekuujy, npesohemem y 1C
cuekrpe (Fourier-oBom TtpachopmanmjoM) U IMpeACTaBIbabEM
IpOMEHE YKyIHE arncopOaHiuyje (y wu3a0paHOM CHEKTPaJIHOM
Ofcery) y 3aBUCHOCTH OJ BpeMeHa W peagHor Opoja
uHTEepeporpama.




Teuyna xpomarorpaguja -MaceHa CIIEKTPOMeTpPHja
(HPLC-MYS)

®dnaBoHOUIU CYy BPJIO Ba)KHA Ipyla CEKyHJIapHUX MeTaboIuTa KOju
Cy IIPUCYTHH y JICKOBUTOM OMJbY M Bohy (Ope3a, 30Ba, JInma, JMMUH,
HapaHIla UT/I.).

VY BEIMKO] KOJIMYMHH HX CaApPKE IIUTPYC BPCTE.

KBepuerun je (aBoOHOUJ NMpUCYTaH y OMJBHOM CBETY 3a KOJU j€
OTBpHEHO Aa moceayje n00py aHTHOKCHAAHTHY aKTUBHOCT W KOJU

CIyKH Kao peEepEHTHO JeIUCHE 3a oJipehruBambe aHTHUOKCIAHTHE
AKTUBHOCTHU €KCTpaKaTa M APYTHX jeIUHCHaA.




DOJIABOHOU AN

be300jHr 1 KyTH, CII000AHO HIIH IIIUKO3uHO Be3anu murMeHTH (flavus
= ’KYT) JIOKQJIM30BaHU y JMIINY ¥ [IBETOBUMA OMJbaKa.

JlepuBaTtu Xxpomona (0eH30-y- mUpoHa) 1 xpomaHa (OeH30-y-TIupaHa), TAC
je ocHOBHH ckeleT (prraBoHOUIHHU cucteM Cy-Ci-C.

O O

O

XPOMOH XpOMaH (d1aBOH
(6eH30-y-IMpOHA) (6eH30-y-IHpaH) (2-beHnn-XpomMoH)
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UV u MS cnekrpu jequmbema pasipojeHnx kao HPLC nukoBu

MOJIEKYJa

OH O .
CTpyKTypa HApUHTE€HUHA Ca 03HAYEHUM MECTUMA IJI€ C€ BpIIM (hparMeHTaIu]ja




* XecnepeTnH (arIMKOH XCcIepuawHa) wn3oiioBaH u3 pasHmx Citrus Bpcra
(muMyH, TTOMOpaHIia, TpejudpyT H Jp.).

* ¥V OmJbKaMa ce XecnepMJAuH Haja3u y OOJIMKY ITIMKO3U1a XECIEPeTHHA, YHjOM
ce XMAPOJHU30M KHCEeIHHaMa Kao IiehepHa KoMMmoHEHTa J100Wjajy MIIyKo3a M
paMHO3a.

e [lopen mMO3WUTHBHOT yTHUIIQja HA Kamujape, XECHEepUIUH Kao IIpaTuiall
BuTamuHa 1] moBehaBa meroBy akTuBHOCT. Takole Jenyje Kao aHTHOKCHIAHC 3a
MAacCTH.

Baxxan koncturyeHT CItrus Bpcra je Takoh)e W PYTHH YHjOM CE€ XHIPOIH30M
100Hja arlTuKOH KBEPUCTHH.

R=H
XECIEPETUH
R = pytuHo3a
XECIEPUINH







HPLC-UV anaaun3za

npukazan HPLC xpomatorpam u UV choekTpu cmenie crasaapiaa
JTyTEONnHA, XJIopoduia U Oema-KapoTeHa, KOJU CE€ MOTY KOPUCTHUTH 3a
UJICHTU(PUKALIN]Y OBUX JEIUECHA Y PA3IMUUTAM Y30pIrMa (CHUMIbEHUM
O]l UICTUM YCJIOBUMA).
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HPLC xpomarorpam u UV cniekrpu cMmeliie cTanaap/a JyTeoianHa, xjaopoduia u oera-
KapoTeHa
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* OBa MCTOJA MOKC KOPHUCTHUTH 34 dAHAJIN3Y q)eHOJIHI/IX jGI[HH)GH;El H
AHTUOKCHUAAaHATa Y IINBY.

* Hpentuduxkamnuja je ypal)eHa Ha OCHOBY XpoMaTorpaMma CMEIIE CTaHaapaa
¥ KOMITapalljoM PETCHIIMOHUX BPEMEHA Ca PETCHIIMOHUM BPEMEHUMA
KOMIIOHEHTH y30paKa, Kao U Ha OCHOBU kuxoBux UV cnekrapa.
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HPLC xpomarorpam y3opaka muBa. l-rajgHa KHCEIWHE; 2-TIMPOKATEXMHCKAa KUCEJIWHE, TEeHTHUCHUHCKA
KucennHa, 4-karexuH; S-kadeHa KUCIeUHa;, 6-emuKarexoi, /-P-KyMapuHCKa KucenuHa; 8-(epynHa
kucenuHa; 9-canunuiana kucenuHa; 10-kBepreTuH.

Pesynratu onpehuBama ykymHOT TOTH(PEHOTHOX Caapikaja Cy TOKa3alu J1a C€ OB BPEIHOCTHU Kpehy o1
70 mo 242 mg/l canpxaj dhepynne kucenune 6uo je ox 2.48 no 5.04 mg/l, canuumnne xucenune ox 1.98
1o 4.38 mg/l u p-kymapurCcke kucenune, ox 1.72 mo 2.55 mg/l.



* Ilpupoanu deHosu caapxe jelaH apOMaTUYHU MHPCTEH W jeHY WM BUIIE
(heHOJIHUX Tpyma.

 OcHonHa jeqUBEHa Ce y OMJbKaMa Hajaze y OOJIMKY TIIUKO3uja (apOyTHH),
ecTapa WM KOHAECH30BAHUX MPOU3BOJIA.

« 'V mucty mtanuke, Uvae ursi folium, manase ce dbenomnu xerepo3uan: apOyTHH
(apOyTO3Ma) 1 METHIAPOYTHUH (METUIIApOYTO3K ). ApOYTHH C€ XUIAPOIN30M
pasyiaxe Ha TJIYKO3Y M XUIPOXUHOH, & METWJIApOYTUH Ha IIIyKO3Y U
METWIXUAPOXMHOH. BaHWIWH je cacTojak BaHUJIMHOT 1iehepa 1 MHOTHX
MPOM3BO/Ia ca YKYyCOM BaHuWJje. ['allHa KUCENHA J€ OCHOBHA KOMITIOHEHTHA

raJoTaHrHa. OH
CHO

COOH

OCHg
HO OH

OH

OH

BAHHUJIHH

H
apOyTHH rajjHa KuceJamHa

DEeHOJIHU XETEePO3UIU U ACPHUBATH IMMETHE KUCEINHE Ce JI0Ka3yjy 00jeHHuM peakiidjama
¢enosne rpyne ca Fe3*, sanununom y H,SO,, Ha ocHoBy UV cnekrpa, TLC u HPLC.



KpanuratuBHa n
KBAaHTUTATUBHA aHAIN3a
eKCTpakaTa Onsbaka Koju
cajJip;ke (DeHOIHE METa0O0IUTE

Kojum metoniama ce moxe
UJICHTU(PUKOBATU apOyTHUH U3
Kope BpOe?

Kojum metoniama ce Mmoxe
OJIPEIUTH KOJUYHHA
apOyTHHa y KOpHU BpoOe?

Jpore koje caapxe (GeHOIHEe XeTepo3HIe Cy:
Uvae-ursi folium (mucm niavuxe, medeehez epoxicha)
Salicis cortex (xopa epbe)

Solidaginis herba (xepba 31amuye)

Cynarae flos (yeacm u aucm apmudoxe)

3maTnma ApTHYOKa



* @enmnnponenun (C,-C;) cy Hajuemhe nepuBaTh IUMETHE KHCETHHE.
HajBaxxuuju npeacTtaBHULM (HEHUIIIPOIICHA Cy n-KyMapHUHCKa KHCEJINHA,
KyMapHI-aJdKoXo0JI, CHUHANUI-aJIKOX0J, KOHH(EpUII-aIKoXoJ, KodeuHCKa
KucenuHa U (depysiHa KucenuHa. Mory OUTH TJIMKO3UIHO BE3aHU WU Y
00JIMKY ecTapa, a Takolhe ce jaBibajy Kao JUMMEPH WJIU TTOJIUMEPH.

CH=CHCH,OH CH=CHCH,OH CHECHCH,OH
OH OH OH
KYMApUJIAJKOX0J CcHHANMUJIAJIKOXO0JI KOHU(EPHUTIATKOXO0JT

Jla nmu ce TankocnojHa xpomarorpaduja u HPLC anann3a Mmory KOpuCTUTH 32
pPa3IMKOBAK-€ OBUX JeprBaTa (PEHWINMPONEHA U KAKO?

Jla mu he naBenenu ¢enmmpornenn nmatu ucre Rf Bpegnocty n
pereHunona Bpemena y HPLC?



Ribes nigi fructus — muog 1pHE pUOM3IC caapKu JcpUBaTe IMjaHHIMHA U
nenbunuanHa. Kopuctu ce kom mopemehaja mepudepne uupkynanuje. Oapehubame
aHTOIlMjaHa MoXxe ce BpmuTH cruekrpodoromerpujcku (500-550 nm), u3 kucemux

ankoxoiHux pactBopa uinu HPLC meTomom.

R R1
Ilemapromnmma H H
Mujanuua OH H
Jlenpuanann OH OH
[Teonnanu OMe OMe
Ilerynnann OH OMe

ManBuHHAYH OMe OMe




Ocrtajge komounosane HPLC meTone

HPLC xpomarorpaduja ce Moxke MCTOBPEMEHO KOMOMHOBATH
ca HEKOJHUKO CIEKTPOCKOIICKHMX MeToaa, kao Hmp. ca UV
cnexkrpockonujoM, NMR cnekTpockondjoM M MaceHOM
cuekrpomerpujom aajyhm  HPLC-UV-MS-NMR rae ce y
KOJIOHM BpIIM pa3JBajakbeé KOMIIOHEHAaTa Yy CMEIIH, a
CIICKTPOMETPHU CIY>KE€ Kao JETEKTOpPH KOjU Jajyhu CHEKTpe
KOMIIOHEHATa BPIIIE lbUXOBY KOMILUIETHY aHAIU3Y.

CxemMa OBakKBOI' CJIOKEHOI M CKYIIOI HHCTPYMEHTa J€
IpUKa3aHa Ha CJIUIIH.
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Op3a Teuna xpomarorpadmuja, 13B. High-Speed Counter-Current
Chromatography

aHajJM3a XEMHUCJKOI cacTtaBa OwmJpbHe Bpcre Trigonella foenum
graecum L., Ou/bke KOja J€ KOJ HAc MO3Haa IMOJ Ha3HUBOM
ITICKaBHIIA.

[IuckaBulia je jeqHa o1 HajCTapujuX JEKOBUTHUX Ousbaka. ¥ Erunty
CE CTaBJbAJIO HCTYILIAHO CEMEH-E€ Ha ONEKOTHHE, a crapu KuHe3u u
Nagujun  Ha ckpodyinao3He pane. Craporpuka MeAullMHA U
XHUIMOKPAaTOBU YUYCHUIIM OTKPHUJIU Cy JEJIOTBOPHOCT MUCKABUIIE KO/
OpoHXMjaJIHE ymaje, jep Iocnemyje yuimheme O  CIIy3H.
NnentudukoBano je 6 jenumema moMohy Xxpomarorpama W
yaTpaljbyonyactux crnekrapa. OBa MeTo/Ia CIyX U 3a MPErnapaTUBHO
OJIBajalb€ JEAUIbCHA, TPU YEMY Cy Ha OBa] HAYMH IpedMiIheHa
jenumbeba U3 rpyne (JaBOHOUIA U MOJUXUAPOKCUCTHIIOCHA.




HPLC

XpoMarorpam

Trigonella foenum graecum
L. U HSCCC dpakuuja.
HPLC 3a y3opak 1 (a) m

y3opak 2 (b).
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UV-VIS cnekTpu kBepueTnHa, HApUHI€HUHA, XPU3HUHA,
NUHOLEOPUHA, TaJIaHTuHA 100ujenn caumMamwem HPLC- UV
METO0M

WO W W M X W o M W O & W

Catleke 22,828 min e Choytin 4843 min "
s Ouprcatin 26.74 min e Pirozamben 48,42 nle
w Nockgenin 2174 mis ~ Galargln 43,19 min

s s v i

OBa HPLC meToga moy3gaHa je 3a KBAHTUTATHBHO Mepeme (Pi1aBOHOMTHUX
KOMIIOHEHTH MPOoNnojuca, a NpuMeHoM KapakTepucTunHor UV-cnekTpa Mory
ce 10aTHO MOTBPANTH MOjeuHe KOMIIOHEHTE.



