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Xpomarorpaguja

Xpomarorpaduja je MOCTyIaK Koju oMoryhaBa pasjaBajame,
M30JI0Bake, HWJACHTU(UKAIM]Y U oapehuBame cacrojaka
CMeEIII€ Ha OCHOBY ITpoIleca KOju Ce JiellaBajy Ha TpaHUIIM JIBE
(ha3e Koje ce HE MEIajy.

Nnentudukanuja ce BpIIM HA OCHOBY R:; BpeOHOCTH WU
peTeHITMOHOT BpeMeHa (1y).

CranuonapHa ¢a3za Moxe OUTH HOPO3HO WM T'PaHYJIHCAHO
YBPCTO TEJIO0, TEUHOCT, TaHAK CJI0] TEUHOCTHU ancopOOBaH Ha
YBPCTOM TEIY.

MoobusaHa da3za MoXe OUTH rac UM TEYHOCT.

O6paga pesyntaTa mepera




Bpcte xpomarorpaduja

Bpcre xpomarorpaduja:
* Xpomarorpaduja Ha XapTHJU

« Xpomarorpaduja Ha TaakoM caojy (thin layer
chromatography, TLC)

* JlensutoMetpujcka TLC xpomarorpaduja
« Xpomarorpacdwuja Ha koiaonu (column chromatography, CC)
« T'acma xpomatorpadwuja (gas chromatography, GH)

« Teuna xpomarorpaduja (high performance liquid
chromatography, HPLC)

O6paga pesyntaTa mepera




I'acua xpomarorpaduja (GH)

I'acHa xpomatorpadmuja (GH)

['acHa xpomarorpadguja je TEXHHKA pa3JiBajamkba Koja
PETUCTPYJ€ KOJMYHMHY KOMIIOHEHTE KOja je eayupana u3
xpomarorpadckor cucreMa. Kao moounHa gaza xopuctu
ce rac (Hocehu rac) koju Mmopa na Oyne uHeprad, He, H,,
Ar, N,, 1ok ce kao craumoHapHa (¢a3za KOPUCTU YBPCT
HOCA4 MM TEYHOCT HaHETa Ha YUBPCTY MHEPTHY IOJJIOTY
WM T€YHU CJI0] paBHOMEPHO HAHECEH Ha 3UJIOBE KOJIOHE
(HaJ1a31 C€ y KOJIOHH).

O6paga pesyntaTa mepera
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KBaHTHTaTMBHA racHO-XpoMaTorpad)cka aHaiausa

KBaHnTuTaTHBHA TracHO-XpoMarorpa)cka aHajau3a 3aCHHUBA CE
Ha 3aBUCHOCTHM IIOBPIIMHE alCOPIIMOHUX MaKCHUMyMa Of
HBUXOBE KOHIICHTpAIIH]E.

YKOJIMKO HE OM OHJI0 HEKHX OrpaHuyYeHa, MPEIU3HUM
MEpEHEM TOBPIIMHA KCIIO[ MaKCMMyMa, MOIJI0O OM METOJO0M
MHTEpHE HOpMaju3alydje MOBpIIMHA Oe3 Temkoha pga ce
M3padyHa IIPOILICHTHU CacTaB CMEIIIC.

ITomTo mocroje OpojHA OrpaHUYEHa, Ja OM Ce€ KOMIICH30BaJIC
IpeIike 0 KOJUX J0Ja3u U3 HaBEACHMUX pasjiora, pa3BHjeHE Cy
cieaehe KBaHTUTATMBHE METOJE. IIPUMEHA KOPEKIIMOHMX
¢dakTOpa, METOAAa MHTEPHOI CTaHaap/aa, METOAa CTaHAapAHOT

J0/1aTKa U METoJla IMPEKTHE KaJlnopaliuje.

O6paga pesyntaTa mepera




MeTona HopManIu3ayje MOBPIIMHA

IIponeHTHHU cacTaB aHaIM3UpaHe cMmele oapehyje ce neodom
MOBPIIIMHE CBAKOT MAKCHMyMa CyYMOM CBHUX MOBpIIIMHA U
MHOXemeM ca 100:

Ha npumep, 3a KOMIIOHEHTY A, IpOlI€HAT Ce U3padyHaBa IIpeMa
cienehem uzpasy:

%A = PA /| PA+PB+PC+PD * 100

O6paga pesyntaTa mepera




MeToaa HopMalIn3alyje NOBpIIMHA

Metona je Beoma Op3a M JeAHOCTaBHM]a y mnopehemy ca
OCTaJIMM KBaHTUTAaTMBHUM MeToJlaMa U IOrojHa je u 300r Tora
IITO HUje HEOMXOJIHO J1a C€ BOAU padyyHa O 3allpEeMHHHU Y30pKa
KOJH ce yOpHu3rasa.

Hajraunmju pesynratu ce A00HjajJy KOJ aHalIu3e CMeIe
CPOJHUX JeAUIbCHa OJMCKHUX Tadaka KJbydama, IOILITO Cy Y
THM CJIydyajeBUMa 3aJ0BOJAEHE OCHOBHE IIPETIOCTAaBKE Ha
KOJUMa C€ 3acCHHBa OBa] IOCTyHaK. IPHONMKHO JeaHAKa
OCETJbUBOCT JIETEKTOpa Yy OJHOCY Ha CBE KOMIIOHCHTE M
CIyHUPABE U JCTEKIN]a CBUX JCINHCHHA.

O6paga pesyntaTa mepera




[IpuMeHa KOpEKIIMOHUX (paKTOpa

[IoBplIMHE MakCMMyMa Yy TaCHOM XpoMarorpamy HHCY
AUPEKTHO TMPOIOPIMOHAIIHE IIPOIICHTHOM CacTaBy, Ia je
HEOMXOJHO Jia C€ 3a CBaKO JCAUIECHE (32 CBaKy BpPCTY
IETEKTOPa) OJpeae KOPEKIIMOHHU (DAKTOPHU.

3a TO j€ MOTPEOHO Ja C€ MPEAXOAHO NPUIPEME CTaHAAPIHU
pacTBOpM KOJM CaJpX{d IIO3HATE, IIPUOIMIKHO JeIHAKe
TE€KUHCKE KOHIICHTpAIM]€ OBUX JE€AUHCHa U HEKOI JCAUCHa
KOJ€ C€ KOPUCTU Kao CTaHAap/I.

Kopekuonu ¢akropu ce oapehyjy y OgHOCY Ha CTaHAap/,
opd dYeMy C€ KaJa Cc€ KOPHUCTH IIJIaMEHO-jOHU3aI[MOHH
JACTEKTOP, Ka0o CTaHJap]l KOPUCTHU OCH3EH.

O6paga pesyntaTa mepera




Cneneha ¢asza je xpomarorpaducame TadHO OJMEPEHE
3allpeMUHE CTaHJapJHOT pacTBopa. Ha Taj HauuMH Cy Mo3HarTe
TexxuHe (T1) CBUX yOpH3raHHX jeINmbCHha.

Y XxpomarorpaMy oOBE CMeEIIC H3MEPE CE€ IOBPIIMHE CBUX
makcumyma (Pl), a 3atum ce cBaka OJ IbHX JICNIH
oJiroBapajyhoM TEKHMHOM.

Kopekmmonn ¢akropu (Fi) m3padyHaBajy ce Jae000M OBUX
KOJIMYHHMKA (32 CBAKO J€IUH-CH-E) KOJTUYHUKOM 3a CTaHAap/:

Fi=(Pi/Ti)/(Ps/Ts)

O6paga pesyntaTa mepera




Texuna (TI)

Texxuna (T1) OmI0 KOje KOMIIOHEHTE M3padyHaBa ce U3 H3pasa:

Ti=(Pi/Fi)*(Ts/Ps)

Kazna ce 0BO yBpCTH y H3pa3 3a U3padyHaBamke TEKUHCKOT
IPOLICHTA, Ha IIpUMEP, KOMIIOHEHTE A 'y
4eTBOPOKOMIOHEHTHO] cMecu A+B+C+D, HakoHn ckpahuBama
Benmunne (TS/PS) mobuja ce:

O6paga pesyntaTa mepera




Pa/Fa
Tex. % A= * 100
Pa/Fa + Pe/Fs + Pc/Fc + Po/Fa

 HeonxoaHo je Ja AETEKTOp YBEK pajiy IOJ MCTHUM YCIOBHMA,
na O0m omako oapeheHn ¢dakTOpu MOINIM J1a CE KOPHUCTE JIYXKE
BpemeHa, To cy, Koa TepMOIIPOBOIJBHMBOT JIETEKTOpa TEMIIeparypa,
Op3uHa mpoToKa Hoceher raca u cTpyja Kpo3 BlIakHA OTHOPHHUKA.

« Kama ce npumewmyje INIAMEHO-]JOHH3ALMOHM JETEKTOP,
OCHOBHO j¢ Ja Op3uHa MOpOTOKAa BOAOHMKA M Ba3AyXa OCTaHY
HETIPOMEHJBbUBE Y CBUM aHajn3ama.

* JleoOom moBpIvMHaA OAroapajyhuM KOpeKIHMOHUM (aKTopuMa
KOMIICH3Y]y CE€ CaMO I'pEIIKE 10 KOJMX J0JIa3u YCIEH pa3IuuMTHX
OCETJbUBOCTH JICTEKTOPA Y OJIHOCY Ha Pa3IMYUTA jeIUHCHaA.

O6paga pesyntaTa mepera




MeTtona uHTEpHOr cTaHaapAa (penaTuBHA WM UHIUPEKTHA
KaJmopaimja)

OBa MeTo/1a J1aje HaJTauHHU]e pe3yaTare U o0yxBaTa IIPEeaX0OaHY
IpUNPEMY KaIMOPAIMOHUX KPUBH 34 CBAKO JCIMCHE UM]a CE
KOHIICHTpaluja oapehyje. MHTEepHU cTaHaaps j€ MOTpeOHO aa
3aJJ0BOJbH BHIIIE YCJI0BA, OJ1 KOJUX CY HAJBaXKHU]U.

JloOpa pacTBOPJBUMBOCT Y aHAJIM3UPAHO] CMEIIM — HaJ0O0Jbe je
na Oyae XeMM]JCKM CIMYaH KOMIIOHEHTaMa Koje ce oapehyjy
XEMH]CKa HHEPTHOCT y OJIHOCY Ha CaCTOJKE CMEIIIC

Hberop GH makcumyM He cMe Ja ce mpeKIiaa HU ca JeIHUM U3
aHaJIW3UpaHe cMelle, MehyTMM TIIOKEeJbHO je Ja uMa
PETCHIIMOHO BpeMe OJHNCKO PETCHIIMOHMM BpeMEHHMA
KOMIIOHCHTHU

O6paga pesyntaTa mepera




MeTtona uHTEpHOT CTaHaapaa

[IpunipemMu ce BHILIE pacTBOpa KOJU CaJpiKe pa3IMUYUTE
TE€KUHCKE OJITHOCE — KOMIIOHEHTE IIpeMa CTaHIap/1y.

OOWYHO ce TMojemaBa Ja CBU PacTBOPU CaJpKE HUCTY
KOJIMYUHY CTaHaapAa.

OBHU pacTtBOpHM ce xpomarorpaduiry, oapehyjy ce moBpliuHe
nox wmakcumymmma (PA m PS), a kammOpannoHa KpuBa

KOHCTPYHIIE HaHOIICHeM Koianuauka PA/PS y 3aBUCHOCTH 01
TA/Ts.

O6paga pesyntaTa mepera
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Mertona MHTEpHOT CTaHaapaa
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HakoH mpaBibema KalnuOpaloHE KpHUBE (3a CBAKO JCAMELCHE
Koje ce oapelhyje), Hemo3HaTe KOHLICHTpAIM]€ CE MEpPE TaKo
IITO C€ Y y30pakK J0/1a oOJMEpeHa KOJWYMHA CTaHaapAa. Y30pak
C€ 3aTUM Xpomarorpaduiie Ha UCTU HAYMH Kao U CTaHIapAHU
pPacTBOPH.

N3mepe ce nopiinHe GH MakcuMuma, a Ha OCHOBY H>HXOBOT
OJIHOCa, J00Mja ce W3 KaJIMOpalMoOHE KpHUBE ojaropapajyha
BPEIHOCT KOJHWYHHKA HEMO3HaTe TEXHMHE KOMIIOHEHTEe A H
MO3HATE TEeKUHE JI0AATOT CTaHaap/a.

JloOpa cTpaHa METOJie J€ BelIMKa TaYHOCT, Ka0 U YME-CHMIIA /1A
HUJ€ HEOIXOJHO Ja C€ Yy TacHMU Xpomarorpad yBeK yopusrajy
HCTE 3allpeMUHE.

ITopen  Tora, TmpoMeHa ycioBa  xpomarorpaducama
(TemIieparype KoJIOHEe, AE€TeKTopa U MCIlapuBaya, Kao U MPOTOK
Hoceher raca) He yruue OMTHM]€ Ha TAYUHOCT pe3yJITara.




MeTtona ancoayTHe KaJauopaluje

®* U oBa meTona 3axTeBa IPUIIPEMY KAIMOPAIMOHUX KPHUBH 3a

CBAaKyM KOMIIOHEHTY KOja C€ KBaHTHUTAaTUBHO oxapehyje.
KannOpanpone KpuBe c€ MPUIIpEMA]y TaKO IITO C€ II03HATe
KOJIMYMHE CBHUX J€AUH-CH-A KOJa C€ Mepe Xpomarorpaduiiy, a
3aTHM C€ HM3MEpPEHE MOBPIIMHE MCHOJA MaKCUMyMa TI'pa@UuKu
Ipe/ICTaB/ba]y Y 3aBUCHOCTHU O] TCKUHA.

O6paga pesyntaTa mepera




TexxmHa xpomaTtorpadckux jequmema ( T1) —

Obpapa pesyntata mepera



AHallM3a c€ CcacToju y Xpomarorpaducamy TadyHO OJIMEPEHE
KOJIMYMHE Y30pKa, MEpEeHmY IOBpIIMHA HWCIIOJ CHUTHAJIa MU
ofpehuBamy HEMO3HATHUX TEKUHA U3 AUjarpama.

TexXMHCKY MPOLIEHTH CE€ M3padyyHaBa]y Ha jeIHOCTaBaH HA4YMH
neo00M HaheHMX TEXKHWHA YKYITHOM TEXKHHOM YOpH3raHor
y3opka (* 100).

Mana oBe METO/I€ € CTO J€ HEOMXO/IHa MOTIyHa PenpoayKIr]ja
yCclIOBa MOJ KOjUMa J€ IpaBJ/b€HAa KajauOpallMOHa KpuBa
(TemmepaType ACTEeKTOopa, Op3uMHa MpPOTOoKa Hoceher raca u
jauynHa CTpyje KpO3 BJIaKHA OTIIOPHHUKA KO
TEPMONPOBOJJBUBOI JIETEKTOpa, OJHOCHO Op3MHA MPOTOKA
HOoceher raca, BOJOHMKAa M Ba3ayxa Koja ILIaMEHO-
JOHM3ALIMOHOT JIETEKTOPA).

[lopen Tora, 3a pa3iuKy O METOAE HHTEPHOT CTaHJapja
HEOIMXOJAHO J€ Ja ce yOpus3ra yBEK MNPELIH3HO H3MEPEHa
Mo3HaTa KOJIWYKMHA y30pKa.




BUCOKOE®UKACHA TEYHA XPOMATOT PA®UJA
(HPLC)

OnpehuBame MopguHa H KOIeHMHA Y CHPOBOM OIIHMjyMY,
Opium crudum, meromom HPLC

* Pacmeop 3a ucnumusarve. 1,00 ¢ cupoBOr onmjyma, HICE4EHOT
Ha TaHKe Kpuike, mema ce sa 50 ml ankxoxoma (50%, V/V) na
yIATPa3By4YHOM KymaTwiy 1 Yac, OCTaBM Ja C€ OxJaau u
pazomaxku g0 100,0 ml mcTtum pactBapauem. OcraBum ce jaa
CTO]H.

« V 10,0 ml cymepnaranTa moma se 5 ml amMoHUjyM-XJIOpHL
nypep pacrBopa pH 9,5, paszomaxu go 25,0 ml Bomom wu
M3MellIa.

O6paga pesyntaTa mepera




20,0 ml pacTBOpa craBm ce Ha KOJOHY ayry oko 150 mm wu
yHyTpammer aujamerpa oko 30 mm Hauuwmeny ox 15 ¢
cuimkarena 3a xpomarorpadujy. OcraBu ce ga croju 15 min.
Enyupa ce asa nmyra ca mo 40 ml cmece ox 15 3anpemmuna 2-
nporaHona u 85 3ampeMuHa MeETWISH-XJopuaa. Emyar ce
ymnapu 10 cyBa y Bakyymy Ha 40°-C. Ocrarak se npedauu y
HOpPMAaJIHU SyJ IIoMohy MoOuiHe (paze U pa3z0iiaku MOOHIHOM
dazom g0 25,0 ml.

Pacmeop 3a nopehere. 0,100 g MoppuH-xuapoxjopuga Hu
25,0 mg koxenHa pacTBOpU c€ y MOOMJIHO] (Pa3yd U MOOUITHOM
dazom pazomaxxu go 2,0 ml. 10,0 ml pacTtBopa paszbdmaxmu ce
moouiHOM azom g0 100,0 mi.




Xpomarorpa@cku yCiI0BH

XpoMarorpapcku ycJI0BH:

— kojioHa ayra 0,25 m wu yHyTpammer aujamerpa 4,6 mm
NyHeHa OKTHCUJIMII-CHIIMKAreJIoM 3a XpoMarorpadujy (5 um),
omnpeMJbeHa ca IpeTKoJoHOM ayroM 40 MM u yHyTpallmber
adjameTpa 4,6 MM, nOymeHa OKTUCHIMI-CUIMKAreJiioM 3a
xpomarorpadujy (5 um),

— npotok MoowmiHe ¢aze 1,5 ml y munyry; mobmnna ¢aza: 1,0 g
HanHJnyeHTchympOHaTMOHOXHz[paTa PacCTBOPH CE€ Y 420 ml
Boje, nogecu PH ua 3,2 momohy dochopue kucenune (4,9 g/l
H3PO4) (oxo 5 ml) m noxa 180 ml aneTonurpmia,

— JeTeknurja ce Bpmu Ha 280 nm,
— UEEKTOP Y BUY IIETJhE

O6paga pesyntaTa mepera




WNHjextuparu oarosapajyhe 3anpemune oda pactBopa.

OnpehuBare HUje BATMIHO YKOJIMKO PE30JyIinja usMehy
IIMKOBA KOJU OArOBapajy MOP(QHHY M KOJAECUHY HH]jE HajMarbe
2,5. AKo je MoTpeOHO, YBEJIE C€ alleTOHUTPUII Y MOOHITHY
(pasy.

PactBop 3a nnopeheme ce nHjeKTHpa MEeCT IIyTa.

HcnuTuBamke HUj€ BAIMHO YKOJIMKO pellaTUBHA CTaHapaHa
JEBHjaliMja HOBPIIMHE ITMKa MOPp(PHUHA HE U3HOCH MAaKCUMAaIHO

1,0 %.

HauzMeHn4HO ce MH]EeKTHPa]y pacTBOP 3a UCIUTUBAKE U
pacTBOD 3a nopeheme.

IIponieHTyaaHM caap:kKaj CBAKOI aJIKaJIOMa U3pavyyHaBa ce
npemMa u3pasy:




mi X A2 X 625 100

m: X A1x 5 100 - h

M, = Maca aJIKaJiou/1a y rpaMuMa ynoTpeoJbeHa 3a u3paisy
pacTBOpa 3a nnopeheme

M, = Maca aHaJu3UpaHe APOore y rpaMuMa ynoTpeoJbeHa 3a
U3pajly pacTBopa 3a UCIIUTHUBAHE

A= noBpuirHa nuKa oArosapajyher aakaiouja y
XpoMaTorpamMy pacTBopa 3a nopeheme

A, = noBpuIrHa NUKa oAroBapajyher aakaiouaa y
XpoMaTorpaMy pacTBOpa 3a UCIIMTHBAE

h = ryburak cymemeM (IIporecHar)

O6paga pesyntaTa mepera




* 1 mg Mmopdun-xuapoxiopuaa oaropapa 0,759 mg mopduna; 1
Mg koxgeuHa oarosapa 0,943 mg koaenHa. AMOHU]YM-XJIOPH/I-
nydep pactBop PH 9,5: 33,5 g amonujyM-xnopujga pacTBOpH
ce y 150 ml Boxe, noma 42,0 ml koHLIEHTpOBAaHOT aMOHHjaKa U
pasoiaxxu Bogom g0 250,0 mi.

O6paga pesyntaTa mepera




