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SANTRAUKA

Tito Budreikos ,,Saldymedziy (Glycyrrhiza l.) preparaty ypatumy tyrimas chromatografiniais metodais®.
Magistro baigiamasis darbas. Vadovas prof. dr. V. Jakstas; Lietuvos sveikatos moksly universiteto,

Medicinos akademijos, Farmacijos fakulteto, Analizinés ir toksikologinés chemijos katedra. - Kaunas.

Tyrimo tikslas: istirti efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodologinius ypatumus
glicirizino rugsties nustatymui augaliniuose preparatuose.

UZdaviniai: istirti efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodikos specifiSkuma glicirizino
rugsSties analizei. IStirti metodo tiesiSkuma metodologinése taikymo ribose. Nustatyti metodikos
glaudumo rodiklius. Palyginti metodologines charakteristikas skirtingos sudéties preparatuose
eksperimentinio tyrimo metu.

Tyrimo metodas: glicirizino rugsties analizei buvo parinktas efektyviosios skysciy
chromatografijos (ESC) metodologija su fotodiody matricos detekcija. Tyrimo metu naudota atvirkséiy
faziy kolonelé ACE C18.

Rezultatai: metodo validacijos metu tiesiSkumas buvo jrodytas kreives koreliacijos koeficientu
(>0,99). Pakartojamumo ir atkuriamumo standartinis nuokrypis nebuvo didesnis negu 5 proc., todél
galima teigti tyrimo glauduma. Atlikus kokybinius saldymedzio preparaty tyrimus glicirizino rugstis
buvo aptikta 7 i§ 8 preparaty, didziausi glicirizino rugsties kiekiai buvo nustatyti ,,Saldymedzio arbatoje”
(= 12,785 mg) ir ,,Kriitinés eleksyre* (+ 9,652 mg), maziausias kiekis buvo nustatytas tabletése ,,Milona
1”7 (= 0,011 mg).
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SUMMARY

Aim of the study: to examine the methodological features of an effective liquid
chromatography for the determination of glycyrrhizic acid in plant preparations.

Objectives of the study: to analyse the specificity of effective liquid chromatography method
for the analysis of glycyrrhizin acid. To examine linearity of the method in the methodological limits of
application. To determine closeness indicators of the method. Using experiment compare
methodological characteristics in different formulations of preparations.

The method of the study: an effective Liquid Chromatography (ESC) methodology with
photodiode matrix detection was used for the analysis of glycyrrhizin acid. The reverse phase ACE C18
column was used in the study.

Results of the study: during the method validation, linearity was proved by the correlation
coefficient of the curve (> 0.99). The standard deviation of repeatability and reproducibility was not
more than 5%, therefore, it can be stated that the research closeness. In 7 out of 8 preparations
glycyrrhizic acid was detected after qualitative studies of liquorice preparations. The highest amounts
of glycyrrhizin acid were found in ,,Saldymedzio arbata“ (+x12.785 mg) and ,,Kriitinés eleksyras”( =

9.652 mg), the lowest amount was determined in tablets ,,Milona 1” (x0.011 mg).
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SANTRUMPOS

ESC - efektyvioji skys¢iy chromatografija;

PC - plonasluoksné chromatografija;

UV — ultravioletiné $viesa;

IR — infraraudonyjy spinduliy spektroskopija;

NIR — artimyjy infraraudonyjy spinduliy spektroskopija;

MS- masiy spektroskopija;

ES’ - neigiama jonizacija;

RPN - rekomenduojama paros norma;

MMA - meta akriliné riigstis;

BMA-B-CD - B-cyclodekstrinas;

MIPs — | molekule implantuojami monomerai;

SRM — pasirinkta reakcijos stebésena;

SSN - santykinis standartinis nuokrypis;

NPLC-RPLC — normaliy faziy skys¢iy chromatografija - atvirks¢iy faziy skys¢iy chromatografija;
SEC-RPLC — dydzio atskyrimo chromatografija - atvirks¢iy faziy skys¢iy chromatografija;
IEC-RPLC — jony atskyrimo chromatografija - atvirk$ciy faziy skysciy chromatografija;

ICH - Tarptautiné harmonizacijos konferencija.
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IVADAS

Siuolaikingje visuomenéje vis labiau didéja susidoméjimas alternatyviais gydymo metodais,
kurie savo efektyvumu galéty pakeisti cheminius vaistus. Vis populiaresnis darosi tradicinés medicinos
panaudojimas, o kartu ir augaliniy maisto papildy ir preparaty vartojimas [34]. Minétus pokycius
visuomengje lemia tokios priezastys kaip: zmoniy doméjimasis sveikata, kylancios vaisty kainos, nauji
vyriausybiy teisiniai reguliavimai susije¢ su vaisty panaudojimu ir jsigijimu, jsitikinimai, kad tradiciné
medicina ir augaliniai vaistai yra saugesni negu cheminiai vaistai ir daug kity.

Nagrin¢jant Sias problemas ir ieSkant alternatyviy sprendimo budy kyla klausimas, ar visgi,
visuomenés manymu saugesni ir taip pat veiksmingi augaliniai maisto papildai tikrai yra efektyvus ir
saugiis? Kadangi maisto papildams néra taikomi saugumo ir efektyvumo tyrimai, gamintojo
deklaruojamas veikliosios medziagos kiekis ant gaminio gali neatitikti, realiai esancios veikliosios
medziagos kiekio vaistinéje formoje, o tai gali lemti ne tik nepakankama preparato poveiki, bet ir jo
neefektyvuma [27]. Be to, yra tikimybe, jog gamybos metu gali patekti jvairiy priemaisy, ar biologiskai
aktyviy medziagy, kurios gali turéti toksinj poveiki zmogaus organizmui [33]. Siekiant i§vengti minéty
problemy reikty taikyti, tobulinti ir optimizuoti metodus maisto papildy analizei. Reikty daugiau
démesio skirti kiekybiniams ir sudéties tyrimams.

Saldymedziy Saknys, Lietuvoje néra itin daznai naudojamos, taciau jos preparatai savo
gydomosiomis savybémis zinomi nuo senoves laiky ir dél to placiai naudojami medicinoje Azijos Salyse.
Susidoméjimas saldymedziy preparatais auga ir Europos Salyse, taipogi tesiant saldymedzio tyrin¢jimus
randama naujy jo terapeutiniy savybiy, kurios gali biiti pritaikomos medicinoje [11]. Biitent dél Sios
priezasties, jog saldymedzio Saknies nauda pripazinta pasauliniu mastu, kaip tyrimo objekto asis buvo
pasirinkti saldymedzio ekstrakty turintys preparatai.

Darbo naujumas: pastebéta tendencija, jog daug démesio skiriama saldymedzio zaliavai -
Sakniai ir jos tyrimams, nagrinéjant glicirizino riigstj, bendra sudétj bei sudéties skirtumus tarp skirtingy
saldymedzio riasiy. Salyginai mazai démesio skiriama preparatams, kurie savo sudétyje turi saldymedzio
ekstrakty. Tyrimo metu buvo tiriami $iuo metu, Lietuvos rinkoje esantys preparatai, kuriy sudétyje yra

saldymedzio ekstrakty.
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DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Tyrimo tikslas: istirti efektyviosios skysc¢iy chromatografijos metodologinius ypatumus

glicirizino rugsties nustatymui augaliniuose preparatuose.

UZdaviniai:
1. Istirti efektyviosios skysCiy chromatografijos metodikos specifiskumg glicirizino rtgsties
analizei.
2. Istirti metodo tiesiSkuma metodologinése taikymo ribose.
3. Nustatyti metodikos glaudumo rodiklius.
4. Palyginti metodologines charakteristikas skirtingos sudéties preparatuose eksperimentinio

tyrimo metu.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Saldymedziu (Glycyrrhiza L.) panaudojimas medicinoje

Saldymedziy genciai (Glycyrrhiza L.) priklauso apie 30 skirtingy raisiy, kurios yra labiausiai
paplitusios Vidurziemio jiiros ar tam tikruose Azijos regionuose. Tokios riiSies atmainos kaip
paprastasis, uralinis ir putlusis saldymedis (G. glabra, G. uralensis, G. inflata) yra daZniausiai

naudojamos farmacijos industrijoje. Paprastasis saldymedis turi net 3 skirtingas variacijas:

. G. glabra var. violacea: priskiriamos Persijos ir Turkijos regiono paprastiesiems
saldymedziams;

. G. glabra var. gladulifera: Rusijos regiono paprastieji saldymedziai;

. G. glabra var. typical: Italijos ir Ispanijos regiono paprastieji saldymedziai [1, 2].

Saldymedzio Sakniai monografijas galima rasti Jungtinés Karalystés, Europos, Japonijos,

Kinijos farmakop¢jose taip pat ir Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) monografijose [22].

1 pav. Paprastojo saldymedZio atvaizdas (Glycyrrhiza glabra L.) [40]

Saldymedziy (Glycyrrhiza L.) augaliné Zaliava yra Saknis. Saldymedziai jau nuo Egipto laiky
buvo naudojami ajurvédinéje - tradicinéje Indijos medicinoje. Dabar jis naudojamas ir fitoterapijoje bei
kaip maisto papildy ir vaistiniy preparaty, tokiy kaip sirupai nuo kosulio, sudedamoji dalis, dél savo
plataus poveikio organizmui. Jis pasizymi raminanciu, rigstingumg mazinanciu, prieSuzdegiminiu,
tonizuojanciu, diuretiniu, liuosuojanciu, atsikos¢jima lengvinanciu poveikiu. Taip pat jis pasizymi
antipiretiniu, antialerginiu, prieSmikrobiniu, prieSvirusiniu, antioksidaciniu, prie§véziniu aktyvumu [9].
Tradicinéje Kinijos medicinoje saldymedis (Glycyrrhiza L.) yra naudojamas epilepsijos gydymui.

Saldymedzio Saknyje esantys fenoliniai junginiai padeda apsaugoti mazo tankio lipoproteinus ir kraujo
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raudonuosius kiinelius nuo oksidacinio streso. Tiriant saldymedzio ekstrakta buvo nustatytas
estrogeninis aktyvumas, kuris gali padéti sureguliuoti estrogeno - progesterono santyk] ir slopinti kruties
vézio lasteliy augima. Taipogi, jis pasizymi hepatoprotekciniu poveikiu. Japonijoje saldymedzio
ekstraktas jau daugiau negu 20 mety naudojamas létinio hepatito gydimui. Tyrimais jrodyta, kad jis
sumazina amino transferaziy kiekj serume ir pagerina kepeny veikla [9]. Saldymedis taip pat pasizymi
ir prie§ maliariniu poveikiu, tyrimai buvo atlikti su pelémis ir P. yoelii maliarinis virusas buvo visiskai
iSgydytas. SaldymedZzio metanoliniai ekstraktai pasizymi prieSgrybeliniu veikimu, taip pat turi plauky
augimg skatinanciy savybiy ir gali buti taikomas plikimo gydimui. Buvo pastebétas ir saldymedzio
ekstrakty poveikis, kuris veikia odos pigmento Sviesinima [23]. Viena i§ svarbiausiy saldymedzio
sudétyje esanCiy medziagy yra glicirizinas. Jis pasiZymi prieSuzdegiminémis ir prieSalerginémis
savybémis taip pat iSgrynintas glicirizinas gali biiti naudojamas gydyti chroniniam virusiniam hepatitui
bei zmogaus imunodeficito virusinéms infekcijoms. Ilgas glicirizino vartojimas gali privesti prie
periferinés edemos atsiradimo, hipokalemijos ir hipertenzijos. Si nepageidaujama reakcija atsiranda dél
glicirizino metabolito, kuris inhibuoja antro tipo 11b-hidroksisteroidy dehidrogenaze, kas lemia

kortizono lygio padid¢jima [20, 31].
1.2 Saldymedziy (Glycyrrhiza L.) cheminé sudétis ir jos palyginimas

Labiausiai dominuojanti saldymedziy Sakny sudétiné dalis yra triterpeniniai saponinai. Jie
sudaro nuo 4 iki 20% sudétyje esan¢iy medziagy, dazniausiai aptinkamas yra glicirizinas ir glicirizinés

rugsties kalio ir kalcio drusky miSinys, kuris yra 50 karty saldesnis nei cukrus. Glicirizinas sudarytas i$

gliciritines rugsties ir dviejy glukuroningés riigsties molekuliy 2 pav.

2 pav. Glicirizino rigsties struktiira [39]
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Glicirizino riigStis yra viena i$ svarbiausiy saldymedzio Saknies kaupiamy medziagy. Jis yra
hidrolizuojamas gliukuronidazés, kurig i§ zarnyno bakterijy ekspresuoja aktyvus aglikonas 18-
glicirizino raigstis [1, 5]. Saldymedzio sudétyje taip pat aptinkama flavonoidy ir chalkony dél, kuriy
saldymedzio spalva yra geltona. Be to, saldymedis savo sudétyje turi izoflavonoidiniy dariniy, kuriuos
sudaro glabridinas, galbrenas, glabronas ir kt. [1, 26]. Kumarinai pasizymi maloniu kvapu, todél
augalams daznai tai suteikia charakteringa kvapa. Saldymedyje esantiems kumarinams priklauso ir
ligkumarinas, glabrokumaronas A ir B, herniarinas, umbeliferonas, glicinas, glikokumarinas,
licofuranokumarinas, licopiranokumarinas ir glabrokumarinas, jie suteikia saldymedziui jam buidinga
charakteringg kvapa [1, 3, 10]. Taip pat i$ Sicilijoje auginamy paprastojo saldymedzio (G. glabra) lapy
buvo isskirti keturi nauji dihidrostilbenai. Paprastojo saldymedzio (G. glabra) ekstrakte, galima aptikti
riebiyjy rugsciy ir fenoliy, kartu su bendrais sociaisiais linijiniais y-laktonais. Buvo nustatyta ir serija
naujy 4-metil-y-laktony ir 4-etil-y-laktony pédsaky. Be to randama asparaginy, gliukozés, sacharozés,
krakmolo, polisacharidy arabinogalaktanty, steroliy (-sitosterolio, dihidrostigo-masterolo) [1].

Tiriant cheming sudéti ir triterpeniniy saponiny kiekj skirtingose saldymedzio rasyse (G. inflata,
G. glabra ir G. uralensis) buvo nustatyti reikSmingi skirtumai. Visose grupése glicirizino kiekis buvo
didesnis nei kity triterpeniniy saponiny ir svyravo nuo 19,073 iki 70,42 mg/g. Tiriant saponiny kiekj
buvo nustatyta kiek vidutiniskai jy sudaro glicirizinas skirtingose rtusyse (76,8 % G. inflata, 83,29 % G.
glabra, ir 51,10-56,15 % G. uralensis). Taip pat atlickant saldymedzio cheminés sudéties tyrimus ir
triterpeniniy saponiny kiekj buvo nustatyta, kad glicirizino kiekis priklauso nuo rusies. IStyrus 60 grupiy
uralinio saldymedzio (G. uralensis) méginiy i$ skirtingy regiony buvo nustatyti panaSumai chemingje
sudétyje [29].

Didziausias skirtumas tarp uralinio saldymedzio ir paprastojo saldymedzio buvo kvercetino
kiekis, jo buvo aptikta tik uralinio saldymedzio sudétyje. Taip pat paprastasis saldymedis turéjo mazesnj
kiekij likvirtino, glicirizinés rugsties ir 18f3-glicirizino. Be to, pastebéta, kad paprastajame saldymedyje
kaupiamas likvirtinas ir gliciriziné riigStis turi mazesnj geb¢jima suristi laisvuosius radikalus nei
kvercetinas [15].

Lyginant uralinio saldymedzio (G. wuralensis) rusies cheminés sudéties skirtumus tarp
Mongolijos regione surinkty ir Kinijos turguje nupirkty kultivuoty ir laukiniy saldymedziy Sakny buvo
gauti tokie rezultatai: glicirizino kiekis atlikus tyrimus pagal Japonijos ir Kinijos farmakopéja
mongoliskuose méginiuose svyravo nuo 22,22 - 58,55 mg/g iSskyrus méginiy i§ Siaurés vakary
Mongolijos, juose buvo rasta tik 22,25 - 23,15 mg/g glicirizino. Didziojoje dalyje méginiy buvo rastas
didesnis kiekis glicirizino nei nurodyta Japonijos farmakopéjos monografijose. Kinijos turguje pirktos
saldymedziy Saknys buvo suskirstytos i dvi grupes: viena buvo kultivuotai auginto augalo saknys, o kita
i§ laukinés gamtos. Laukinés gamtos saldymedziy Saknyse buvo rasta vir§ 25 mg/g glicirizino,

kultivuojamame 19,40-23,05 mg/g. Mongoliskuose méginiuose buvo daugiau glicirizino negu Kinijoje
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kultivuotuose, bet maziau uz augusius laukingje gamtoje [37].

1.3 Analizés metodai taikomi saldymedZiy méginiams

Norint uztikrinti saldymedziy produkty efektyvuma jy sudétis turéty buti identifikuojama ir
standartizuojama, nes saldymedziy Sakny rasys pasizymi skirtinga sudétimi bei gali turéti skirtingg
biologinj aktyvumg. Botaninés kilmés papildamas dazniausiai yra atlieckama makroskopiné ir
mikroskopin¢ analizés. Ekstraktams yra pritaikomi cheminiai metodai, dazniausiai naudojamos
plonasluoksné chromatografija arba efektyvioji skys¢iy chromatografija su UV ar masiy spektrometriniu
detektoriais. Maisto papildams, kurie gaminami JAV yra reglamentuojama taikyti ESC tiriant preparaty
kokybe, remiantis gerosios gamybos praktika [14].

Pries§ atliekant analize reikia atlikti méginiy paruosima, todél reikia atlikti ekstrakcija, tai yra
viena i§ analizés daliy. Vienas iS labiausiai zinomy glicirizino riigsties ekstrakcijos biidy , yra ekstrakcija
su karstu vandeniu, aplinkos slégio salygomis, su jvairias priedais, tokiais kaip mineraliné riigstis, etilo
alkoholis, metanolis, vandeninis amoniakas ir kt. Atliekant ekstrakcija vandeninéje terpéje gaunama
daug priemaisSy, taigi, norit gauti kuo grynesnj glicirizino rugsties ekstrakta reikia naudoti alkoholinj
ekstragentg [19]. Stengiantis optimizuoti ekstrakcijg yra pritaikomi vis naujesni metodai.

W. Tangas ir kiti apra$é patobulintg glicirizino rugsties ekstrakcijos metoda kuriame naudojami
1 molekul¢ implantuojami polimerai, nes tokiuose metoduose kaip ultrafiltracija, kristalizacija, jony
mainai ir makropory absorbcija yra naudojami organiniai tirpikliai bei procediiros ir jos specifiSkumas
yra komplikuoti. | molekul¢ implantuojami polimerai (MIPs) patrauké démesj del savo didelio
giminingumo ir savo selektyvumo taikiniui. Tarp MIPs ir suriSan¢iy molekuliy susidaro hidrogeninés
jungtys, kurios yra lengvai nutraukiamos vandeninés terpés. Glicirizino riig§¢iai tirti kaip MIPs buvo
pasirinkta meta akriliné rigstis (MAA). Sis MIPs kaip funkcinis monomeras taip pat néra atsparus
vandeniniams tirpalams. Kaip antrasis MIPs buvo pasirinktas f-cyclodekstrinas ir jo derivarai, nes Sie
funkciniai monomerai turi vidines hidrofobines ir iSorines hidrofilines savybes. W. Tang panaudojo
MMA ir B-cyclodekstring dvikomponenciy MIPs sudarymui, kurie bus naudojami glicirizino riigsties
ekstrakcijai vandeninéje terpé¢je. Tyrimo metu buvo optimizuojamas MIPs ir jungianciyjy agenty
santykis ekstrakcijos metu. Maksimalus naSumas buvo nustatytas tokiomis sglygomis, kai BMA-B-CD,
glicirizino riigstis, MAA ir EDMA buvo santykiu 1:1:10:40. Norint istirti panaudoty funkciniy polimery
indélj, buvo atliktas palyginamasis tyrimas su MMA ir B-cyclodekstrino paruostais vienakomponenciais
MIPs. Rezultatai parod¢, kad dvikomponenciai polimerai turé¢jo didesni aktyvuma [28].

Chromatografija vienas i§ dazniausiai pritaikomy analizés metody saldymedzio preparaty

analizei. Tai yra fizikocheminis atskyrimo metodas, kai miSinio sudedamosios dalys yra atskiriamos |
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atskirus komponentus pagal jy pasiskirstymg tarp dviejy faziy. Viena i§ jy yra stacionari, kita skysc¢io
formos mobili, kuri perkoliuojasi per stacionarig faz¢. Dazniausiai yra klasifikuojama pagal mobilig
faze: gali buti skirstoma j dujy, skysciy ir superkritiniy skys¢iy chromatografijas. Priklausomai nuo
judancios fazés skiriasi ir galimos stacionarios fazés pasirinktys, kai mobili fazé yra dujos, stacionari
fazé gali buti tik kieta arba skystis. Esant superkritiniam skysciui, stacionari fazé gali biiti kieta arba
skystis, ir pasiskirstymo procesas gali buiti absorbcija arba adsorbcija. Kai mobili fazé skystis, stacionari

fazé gali buti kieta ir skystis [32].

1.3.1 Plonasluoksnés chromatografijos metodika saldymedzio preparatams

Plonasluoksné chromatografija dazniausiai naudojamas analizés biidas saldymedzio Saknies
meéginiams tirti, dé¢l greitos kiekybinés ir kokybinés analizés. Glicirizino rigsties atskyrimui gali biiti
naudojama silikagelio plokstelé su tirpikliy sistemomis: butanolio/acto rugsties/vandens; chloroformo/
metanolio/skruzdziy riigsties ir kitos. Dél riboto atskyrimo, mazo jautrumo ir prasto produktyvumo,
metodas naudojamas tik kelioms pagrindinéms saldymedyje randamoms medziagoms analizuoti.
Tobulinant, plonasluoksnés chromatografijos metodologija buvo pritaikytas plonasluoksnés
chromatografijos metodas, kuriame pasirinkta plokstelé¢ yra poliamiding, o kaip mobili fazé buvo
naudojama mikroemulsija, plokstelés skenavimas yra atlieckamas ties 254 nm UV ir ryskinama
fluorasencinéje detekcijoje. Pritaikius mikroemulsijas, kaip mobiligja faze, buvo pasiekta didesné
metodo geba ir geresnis produktyvumas tiriant vandeninius saldymedzio ekstraktus. Plonasluoksnés
chromatografijos metodas, kuriame mobili faz¢ yra mikroemulsijos, s¢ékmingai pritaikomas skirtingoms

saldymedzio riiSims [6, 36].

1.3.2 Efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodika saldymedzZio preparatams

SkysCiy chromatografija galima skirstyti pagal atlikimo metodika: ji gali buti atlickama
standartiniu biidu, kai sistema skystis - kieta medziaga, bet ji gali buti atlickama ir atvirkstiniy faziy,
jony mainy ir dydzio i§skyrimo chromatografija [32]. Efektyvioji chromatografija (ESC) - tai viena i§
skys¢iy chromatografijos rasiy.

Efektyvioji skys€iy chromatografija yra labai pranasi analizuojant augalinius preparatus, dél
savo didelio jautrumo, produktyvumo, automatizavimo paprastumo, geros skiriamosios gebos ir
gebéjimo analizuoti kelias sudedamasias dalis ar termolabilias medziagas. ESC yra lengvai pritaikoma

kokybinei ir kiekybinei analizei. Nors ESC turi ne vieng pranasuma, bet turi ir trikumy. Vienas i$ jy,
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yra brangi aparatiira, be to, tyrimams atlikti reikia kvalifikuoto personalo. Kinijos farmakop¢joje Sis
metodas yra naudojamas kokybés nustatymui. Naudojant ESC galima lengvai iSdiferencijuoti zaliavas
pagal rusj arba jy augimo vietg nustatant fenolinius junginius [24, 36].

A. Soulemanas ir kiti metanolinio saldymedziy Sakny ekstrakto sudéties jvertinimo tyrime,
nustaté vyraujanéiy fenoliniy junginiy sudét] ekstraktuose. 3 pav. yra pateikta tyrime gauta
chromatograma. Kaip matome i§ chromatogramos intensyviausig smail¢ yra nr.17 pagal sulaikymo laika
ji priklauso glicirizino riig§¢iai [25].
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3 Pav. SaldymedZio Saknies metanolinio ekstrakto chromatograma [25].

Farmakop¢joje yra apraSoma efektyviosios skysCiy chromatografijos (ESC) metodika
glicirizino kiekiui saldymedzio Saknyje nustatyti: tiriamasis tirpalas paruoSiamas i§ 1,0 g susmulkintos
zaliavos milteliy, kurie yra perkeliama j 150 ml kiigio formos ploksc¢iadugng kolba. | ja pripilama 100
ml 8 g/l amoniako R ir §ildoma 30 min ultragarsinéje vonioje. Dalis tirpalo centrifuguojama. Paimama
1 ml centrifugato, jis praskiedziamas iki 5 ml su 8 g/l amoniako R tirpalu. Filtruojama pro membraninj
filtrg (rekomenduojamas pory dydis 0,45 um). Standartinis tirpalas ruoSiamas i$ 0,130 g¢ monoamonio
glicirizato CRS istirpinama 8 g/l amoniako R tirpalo ir skiedziama iki 100ml tuo paciu tirpikliu. IS
pagaminto standartinio tirpalo yra daromi praskiedimai ir gaunami dar 3 skirtingy koncentracijy tirpalai.

Tyrimo metu yra naudojama kolon¢lé, kurios dydis: 100 x 4 mm nejudancioji fazé yra oktadecilsilil
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silikagelis, o judancioji faze: galacialio acetatiné ruigstis R, acetonitratas R, vanduo R (6:30:64 V/V/V).
Pasirinktas tékmés greitis: 1,5 ml/min, detekcija atlieckama spektrofotometriskai ties bangos ilgiu 254
nm | kolone¢le injakuojama 10 pl [41].

ESC metodas taip pat yra pritaikomas ne tik augalinei Zaliavai, bet ir saldymedzio preparatams.
E. G. Oltean mokslinime darbe ESC metodika buvo pritaikyta kiekybiskai jvertinti augaliniams maisto
papildams nuo Herpes viruso, esantiems dviems komponentams glicirizino ragsciai ir pantenoliui
(provitaminas Bs). Tyrimo metu glicirizinui nustatyti buvo naudojama kolone¢le, kurios parametrai
250x4.6 mm, pory didis 5 um, kaip mobili faz¢ buvo naudojama acetonitrilas ir 0,1 % fosforo riigstis
santykiu 75:25, kolonélés temperatira buvo 30 °C, o absorbcija matuojama prie 250 nm. Atliekant
tyrimg su maisto papildais ir atlikus palyginima tiriant standartinius tirpalus, tyrimo metu buvo nustatyta,
kad metodas atspindi tikslius kiekybinius rezultatus [21].

ESC ir PC metodai yra jautrts ir tiksliis pritaikant juos saldymedZzio kiekybiniame nustatyme,
bet jie sueikvoja daug laiko ir dazniausia yra optimizuoti vienai ar kelioms sudétyje esancioms
medziagoms ar tam tikrai medziagy grupei. G. Li apraSo ultra efektyviaja skys€iy chromatografija,
kurios déka 14 saldymedzio sudedamyjy medziagy nustatymo laikas sutrumpéjo iki 15 min, tuo tarpu
naudojant ESC tai trukdavo apie 80 min. Tyrimo metu buvo pasirinkti 5 maisto papildai ir 12 Sakny.
Visi méginai (2g) buvo ekstraguojami su 40 ml 95% turio etanoliu naudojant pagreitintg ekstrahavima
tirpikliu (Dionex, Sunnyvale, CA, USA). Ekstrakcijos pasirinkta trukmé 30 min, 80 laipsniy
temperattiroje. Norint i§gauti 14 pasirinkty komponenty[14]. D¢l metodo efektyvumo visus 14 méginiy
buvo galima tirti vienu kartu, buvo naudojama UHPLC sistema ir LCMS-8060 trigubo kvadrupolio
masiy spektrometras. Sio tyrimo metu taip pat buvo optimizuotos mobiliosios fazés parametrai, nes
keletas saldymedzio izomery dalinasi tg pati SRM daznj, tai biity likvoritinas, izolibertinas, likvoritino
apiosidas, izoliercitino apiosidas, licurasidas, lekvirtigenas ir izolerkvitigenas. [vertinus visus tirpiklius
buvo pasirinktas acetonitrilas ir 0,1% skruzdziy riigstis, vandenyje §i mobili fazé gerai atskyré visus
keturiolika méginiy ir rod¢ didelj jautruma pasirinktomis MS/MS salygomis [14].

M. Wolle tyrime pirma karta buvo pritaikyta ultra efektyvioji skys¢iy chromatografija su
hibridiniy linijiniy jony tandemine masiy spektrometrija. Sj metoda mokslininkai pritaiké analizuoti
penkiems saldymedziy Saknyse esantiems komponentams: glicirizino riig§ciai, gliciritino rtigsciai,
likvoritinui, likvoritino apiosidui ir likviritinui. Tyrimui buvo naudota 3 skirtingy riisiy saldymedziy
Sakny zaliava (G. uralensis , G. glabra , G. glabra ). Tyrimo metu buvo naudota Kinetex C18 100A
kolonélé (100x2,1 mm, 2,6 um) kaip mobili fazé¢ buvo naudojamas vanduo su 0,1% acto riig§timi (A) ir
metanolis su 0,1% acto rigstimi (B). Mobili faz¢ laiko intervalais buvo kei¢iama esant 0 min A ir B
tirpalo santykis buvo 60:40, 5 min 10:90, 8,5 min buvo tik B tirpalas, o 8,51 min 40:60. Analizés metu
buvo naudojamas hibridinis kvadrupolinis/linijinis jony masiy spektrometras, tyrimas buvo atliktas su

dviem skirtingomis jonizacijomis prie neigiamos ir teigiamos. Mokslininkai iStyré, kad neigiama
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jonizacija yra jautresné ir rodo didesnj intensyvuma, leidZiantj gauti tikslesnius rezultatus kiekybiniams
tyrimams. Taip pat tyrimo metu buvo nustatyta, kad likvoritinas, likvoritino apiosidas turi tuos pacius
produktinius jonus, pagal apraSytas MS/MS salygas, todél tyrimo metu yra parenkami skirtingi
kiekybiniai jonai norint i§vengti tam tikry trukdziy [33].

1.3.3 Dujy chromatografijos metodika saldymedZzio preparatams

Dujy chromatografijos metodu gali buti tiriamos jvairios dujos arba medZziagos esancios
dujinéje biisenoje. Nustatymui reikalingas labai nedidelis kiekis medziagos ir trumpas laikas lyginant su
klasikine chromatografija. Dujos sugebancios laisvai difunduoti (vandenilis ir helis) dazniausiai
naudojamos kaip mobili fazé dujy chromatografijoje. Dujy sudétis nustatoma pagal chromatogramoje
esant] smailés auksti arba pagal jos plota. Kokybinei analizei dazniausiai naudojama dujy
chromatografija su masiy spektrometrija. Medziaga identifikuojama ne tik pagal i$¢jimo laika, bet ir
pagal dalelés mas¢. D¢l triterpeniniy saponiny termolabilumo jie tiesiogiai negali buti tiriami dujy
chromatografijos metodu. Bet hidrolizavus saponinus jie gali biiti aptikti dujy chromatografija po
trimetilsililo eterio derivatizacijos. Tyrimas atliekamas naudojant dujy chromatografija su masiy
spektrometru. Saponinai hidrolizuojami su riig§timi, metilinami ir sililinami prie§ chromatografija. Sis
metodas pritaikytas kiekybiniam ir kokybiniam glicirizinés riig§ties nustatymui Zzmogaus Slapime [16,
36]. Atliekant dujy chromatografija su masiy spekrometrija U. Vijayalakshmi moksliniame darbe
saldymedzio etanoliniame ekstrakte buvo nustatyta 126 biologiskai aktyviis junginiai, kurie priklauso
jvairioms junginiy grupéms ir antriniams metabolitams. Masiy spektras buvo identifikuojamas remiantis
Nacionalinio instituto standarty ir technologijy (NIST) duomeny baze. Buvo aptikta apie 12 fenoliniy
junginiy jskaitant flavonoidus ir kumarinus, 14 terpenoidy, kurie buvo steroliai ir saponinai. 14 alkaloidy
ir susijusiy su jais junginiy. Taip pat buvo rasta 17 riebiyjy rugs¢iy bei jy esteriy. Kiti nustatyti junginiai

buvo ilgos grandinés nesotieji hidrokarbonatai, alkoholiai, esteriai ir amino riagstys [30].

1.3.4 SaldymedzZio preparatams pritaikomi spektroskopiniai metodai

Saldymedziui galima taikyti UV, IR, NIR spektroskopinius metodus. Be chromatografinio
atskyrimo, Sie metodai turi mazg skiriamajg geba ir naudojami nustatant bendrg saponiny, flavonoidy ir
kity medziagy kiekj ar siekiant atrasti pirSty antspaudus skirtinguose saldymedzio méginiuose

skirtingose rusyse [36].
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P. Montoro darbe yra pateikiama saldymedzio Saknies spektrograma (4 pav.), kurioje ties 27.9
min sulaikymo laiku yra matoma glicirizino riig§¢iai biidinga smailé. Glicirizino rugsc¢iai budingas
masés ir krivio santykis yra 821 (m/z). Taip pat su Siuo junginiu yra asocijuojamos smailés matomos
ties 29.3 ir 29.8 min. sulaikymo laiku [18].

Z. Yuwei ir kiti savo tyrimuose aprasé NIR metodikg nustatyti likvoritino ir glicirizino rugsties
kiekiui ekstrakte. Sis metodas nereikalauja sudétingo méginiy paruo§imo ir kenksmingy regenty, todél
gali biiti lengvai pritaikomas. Kalibracinis modelis Siam metodui buvo sukurtas naudojant mazyjy
kvadraty regresinj algoritmg lyginant NIR spektrg atlikta su standartiniais tirpalais. Tyrimo metu gauti
rezultatai NIR metodu buvo lyginami su ESC metodo rezultatais, palyginimo metu buvo nustatyta, kad

taikant NIR metoda glicirizino rugsties ir likvoritino kiekio nustatymas yra tikslus [38].
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4 pav. Paprastojo saldymedZio Saknies spektrograma [18]

Saldymedzio preparaty analizei taip pat galima pritaikyti ir kapiliaring elektroforezg. X. J. Chen
savo moksliniame darbe pritaiké kapiliarinés elektrochromatografijos metodg tiriant saldymedzio
preparatus. Kapiliarine elektrochromatografija yra hibridinis metodas, kai yra naudojama skysc¢iy
chromatografija ir kapiliariné elektroforeze, kuri naudoja elektrinj laukg skyscio tékmei pro kapiliaring
kolonéle. ESC ir KE metodas veikia sinergistiskai ir pasizymi dideliu selektyvumu ir efektyvumu.
Optimizavus tyrimo sglygas buvo nustatyta, kad geriausi rezultatai yra gaunami naudojant mobilig fazg,
kuri yra fosfatinis buferis (pH=3) ir acetonitrilas santykiu 50:50, bet tyrimo metu buvo nuspresta
mobilios fazés santykj sumazinti iki 65:35 norint gauti geresng likvoritino rezoliucijg. Tyrimo metu buvo
naudota 30 °C temperatura ir 25 kV jtampa. Taciau Siomis tyrimo salygomis nebuvo identifikuotas

izolikvoritinas [4].
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Metabolinio profilio nustatymas yra kebli procedira, nes saldymedis savo sudétyje turi
junginiy, kurie pasizymi panasSiu sulaikymo laiku. Metaboliniam profiliui nustatyti L. Montero savo
moksliniame darbe pritaiké dviejy dimensijy skys¢iy chromatografija. Dvidimencé skysciy
chromatografija leidzia atlikti du atskyrimo procesus, kai tuo paciu metu yra prijungti modulis arba
moduliy sasaja. Sis metodas yra pranasesnis, nes yra smarkiai padidinamas smailés pasiekiamas plotas,
lyginant su jprasta skys¢iy chromatografija. Siam metodui yra parinkta kolonélé, kuri koreliuota su zemu
atskyrimo mechanizmu, o antroji kolonél¢ islaiko auksta tiesiSkumo laipsnj. Taip pat §] metoda galima
atlikti su kitais nekoreliuotais mechanizmais tokias kaip SEC-RPLC, IEC-RPLC. Kaip bebity
suporinimas gali sukelti sumaiSymo ar netikslumo problemas su mobiligja faze abejose dimencijose

[17].

1.4 Chromatografiniai validacijos parametrai

Pagal Tarptautinés harmonizacijos konferencijos reikalavimus metodologiniy parametry

validacija reikia atlikti:

. identifikavimo tyrimams;

. kiekybiniams tyrimams nustatant priemaisas;

. kontroliniams priemai$y riby nustatymo tyrimams;

. kiekybiniams tyrimams nustatin¢jant aktyvigsias medziagas vaistuose ar kituose
preparatuose.

Pagal Tarptautinés harmonizacijos konferencijos gaires metodo validacijai parengti reikia
jvertinti Siuos parametrus:

1. SpecifiSkumas (angl. Specifity).

Tai galimybé¢ vienareik§miskai jvertinti analit¢ esant komponentams, kurie gali buti tikétini.
Paprastai tai jvertinti gali trukdyti priemaiSos ar skilimo medziagos. Sio parametro tikslas uztikrinti
analités tapatuma

2. TiesiSkumas (angl. Linearity).

Tai procediiros sugebéjimas tam tikrame diapazone gauti bandymy rezultatus, kurie biity
tiesiogiai proporcingi analités koncentracijai (kiekiui) méginyje.

3. Glaudumas. Jis susideda i$ Siy parametry: pakartojamumo (angl. Repeatibility) ir
atkartojamumo (angl. Reproductibility).

Pakartojamumas nurodo tyrimo tikslumg tomis paciomis salygomis per trumpg laiko tarpa, o
atkartojamumas rodo laboratorinés jrangos tiksluma, kai tyrimas atliekamas tomis paciomis sglygomis

ilgesniame laiko intervale. Sie abu parametrai sudaro glauduma.
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4.  Aptikimo (angl. LoD — limit of detection) ir nustatymo (angl. LoQ — limito f
quantification) 1ibos.

Aptikimo riba yra maziausias analités kiekis méginyje, kurj galima aptikti, bet nebiitinai
kiekybiSkai jvertinti tikslig verte. Nustatymo ribos yra maziausias analités kiekis bandinyje, kurj galima
kiekybiSkai nustatyti tinkamu tikslumu. Kiekybiné riba yra mazo kiekio bandiniy, rodikliy parametras
ir naudojamas ypac priemaisy ar skilimo produkty nustatymui [8].

Apibendrinant, saldymedis (Glycyrrhiza L.) turi platy pritaikyma ne tik fitoterapijoje, bet ir
medicinoje. Saldymedis savo Saknyse kaupia jvairias bioaktyvias medziagas tokias kaip glicirizino
rugstis, galbrinas, likviritinas ir t.t, kurios pasizymi terapinémis savybémis. D¢l saldymedziy Sakny
placios sudéties, daznai jis yra pasirenkamas kaip maisto papildy ir augaliniy preparaty sudétiné dalis.
Saldymedzio zaliava Saknis yra jtraukta j jvairy Saliy farmakopé¢jines monografijas. Viena i§ svarbiausiy
saldymedzio sudétyje esanciy medziagy yra glicirizino rugstis, taip pat saldymedis savo sudétyje turi
126 jvairius junginius. SaldymedZzio preparaty analizei yra pritaikomi jvairlis metodai tokie kaip:
plonasluoksné chromatografija, kapiliarin¢ elektroforez¢, dujy chromatografija ir kt. Bet vienas i
dazniausiai pritaikomy metody saldymedzio analizei yra efektyvioji skysciy chromatografija arba ultra

efektyvioji skys¢iy chromatografija.
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2. TYRIMO METODIKA

2.1. Tyrimo objektas

Tyrimo objektais yra augaliniai preparatai, kuriy sudétyje yra paprastyjy saldymedziy
(Glycyrrhiza glabra L.) Sakny ekstrakty. Buvo pasirinkta skirtingy formy bei gamintojy preparatai, kurie
buvo jsigyti 2017 m. Lietuvoje. Dalis maisto preparaty buvo vienakomponenciai, o Kkiti

daugiakomponenciai. Papildai nurodyti 1 lenteléje:

1 lentelé. Papildai ir jy gamintojai.

Preparatas Gamintojas

A Karvelio terapijos — fitotreapijos
»Saldymedzio arbata”

imoné, ES
»Saldymedzio sirupas” Vifitech, Rusija
,,Kriitinés eleksyras” Tatchimfarmpreparaty, Rusija
,,Bronkosip” sirupas Farmgrupp, Rusija
,»Saldymedzio Saknies sirupas su Vit. C” Farmgrupp, Rusija
Tepalas ,,Boro plius” Kaliste Ltd., Didzioji Britanija
Tabletés ,,Milona 1” UAB Evalar, Rusija
Kapsulés ,,Neuro office” UAB SanoSwiss, ES

2.1.1 Tyrimui naudoty preparatuy sudétis

Tyrime naudoti augaliniai preparatai pagal savo sudétj buvo suskirstyti j tris grupes:
* preparatai, kuriuose gamintojas deklaruoja glicirizino rigsties kieki;
* preparatai, kurinose gamintojas deklaruoja saldymedzio ekstrakto kiekj;
* preparatai, kuriose gamintojas deklaruoja tik augaling Zaliava.

Tyrime naudoty augaliniy preparatu detali sudétis yra prateikta priedy 1 lenteléje.
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2.2. Efektyviosios skys¢iu chromatografijos metodika

2.2.1. Tyrimui naudota jranga

Tyrimui buvo naudojama ,,Waters alliance 2695 (JAV) chromatografiné sistema su atvirksciy
faziy ACE C18 (JAV) kolonéle, kurios parametrai yra:

. ilgis 250 mm;

. vidinis skersmuo 4,6 mm;

. pory dydis Sum.

Fotodiody matricos detektorius ,,Waters 996 (JAV), kurio bangy ilgio diapazonas 210 — 400

nm. Naudota programiné jranga ,,Empower Chromatography Data Software®.

2.2.2 Naudoti reagentai

. Etanolis 96 proc. V/V (UAB ,,Stumbras”, Lietuva);

. iSgrynintas vanduo apdorotas iSgryninto vandens paruos$imo sistema ,,Millipore” (JAV);
. acetonitrilas 99,8 % (,,Sigma-Aldrich®, Vokietija);

. trifluoracto ragstis 0,1% (,,Sigma-Aldrich®, Vokietija);

. monoamonio glicirizatas 98% (,,Sigma-Aldrich®, Vokietija).

2.2.3 Tyrimo salygos

Tyrime kaip eliuentas buvo naudotas acetronitrilo ir trifluoracto rtgstis santykiu 40:60.
Naudotos kolonélés temperattira buvo 25°C. Mobilios fazés tékmés greitis 1 ml/min. Glicirizino rigsties

detekcija buvo atliekama 250 nm bangos ilgyje. Injekuojamas méginio tiiris | kolonéle 20 ul.

2.2.4 Etaloninio tirpalo paruoSimas

Etaloninis tirpalas buvo paruostas i§ standartizuoto monoamonio glicirizato (= 98%). Buvo
pasverta 100 mg. Jis buvo tirpinamas 5 ml 96 % etanolio tirpalo ir skiedziamas iki 10 ml zymos

matavimo kolboje.
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2.2.5 Bandomyjy méginiy paruosSimas

Sirupy méginiai buvo ruoSiami atmatuojant 1 ml sirupo ir skiedziant iki 10ml su 96% etanolio
tirpalu. Praskiesti tirpalai buvo patalpinami 20 min j ultragarsine vonelg, ir po Sios procediiros buvo
filtruojami pro 0,45 um filtrus j chromatografinius buteliukus.

Tepaly méginiai buvo ruosiami sveriant 1 g. Tepalas buvo perkeliamas | stiklinait¢ su 96%
etanolio tirpalu ir maiSoma automatine maisykle 20 min, po to bandinys buvo filtruojamas pro 0,45 um
filtrus | chromatografinius buteliukus.

Table¢iy méginiai buvo ruosiami pasveriant tikslig 3 tableciy mase (0,5 dienos RPN) ir tabletes
smulkinant griistuvéje gauti milteliai buvo tirpinamai Sml 96 % etanolio tirpale ir skiedziami iki 10ml
zymés bei patalpinami 20 min j ultragarsing vonelg, po Sios procediiros buvo filtruojami pro 0,45 um
filtrus | chromatografinius buteliukus.

Kapsuliy méginiai buvo ruoSiami pasveriant vienos kapsulés turinj, jis tirpinamas Sml 96 %
etanolio tirpalo ir skiedziama iki 10ml Zymés. Patalpinami 20 min j ultragarsine vonele, ir po Sios
procediiros buvo filtruojami pro 0,45 um filtrus i chromatografinius buteliukus.

Sakny méginiai buvo paruosiami susmulkinant $aknj iki milteliy ir atsveriama 1 g Zaliavos bei
skiedziama 10ml 96% etanolio tirpalu ir patalpinami 20 min j ultragarsing vonelg, po Sios procediiros

buvo filtruojami pro 0,45 um filtrus i chromatografinius buteliukus.

2.3 Masiu spektrometrijos metodika

Tyrimas buvo atlickamas su ,,Waters XeVO TQD* masiy spektrometry. Taikoma neigiama
(ES-) jonizacija ir gradientinés eliucijos metodas. Judri fazé buvo sudaryta i§ vandens bei 0,1%
skruzdziy rugsties (tirpiklis A) ir acetonitrilo (tirpiklis B). Judrios fazés tékmes greitis 0,5 ml/min.

Eliucijos gradientiniy saglygy kitimas yra nurodytas 3 lenteléje.

3 lentelé. Eliucijos gradientas

Laikas (min.) Tirpiklis A (proc.) Tirpiklis B (proc.)

0 95 5

1 95 5
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5 70 30
7 50 50
7,5 0 100
8 0 100
8,1 95 5
10 95 5

Kolon¢lés temperatira 40 °C, skenuota ribose nuo 80 iki 1000 m/z, kiigio jtampa 30 V,

kapiliaro jtampa 2500 V, eliuento iSgarinimo temperatiira 500°C, dujy iSgarinimo tékmés greitis 800

1/val.



3.1. Efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodologiniy validaciniy parametry

3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

tyrimas

harmonizacijos konferencija tai: metodikos specifiSkumas, tiesiSkumas, glaudumas ir aptikimo ribos.

Efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodikos specifiSkumas

25

Buvo vertinami 4 metodologiniai validaciniai parametrai, kuriuos reglamentuoja Tarptautinés

Vertinant metodikos specifiSkumg buvo lyginamos tiriamyjy ir palyginamyjy tirpaly

chromatogramos. 5 pav. yra pateikta etaloninio monoamonio glicirizino standartinio tirpalo

chromatograma, monoaminio glicirizato sulaikymo laikas 18,934 min., o 4 lentel¢je yra pateikti

glicirizino rugsties sulaikymo laikai tirtuose méginiuose.

0,020
0,015
0,010
0,005

0,000

N VAN W W —
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4 lentelé. Glicirizino rigsties sulaikymo laikai, darbe naudotuose preparatuose
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5 pav. Monoamonio glicirizato tirpalo chromatograma

10,00

12,00

1400 1600 1800 20,00
Minutes

2200

24,00

26,00

23,00

Meéginio pavadinimas

Sulaikymo trukmé

»Saldymedzio arbata”

18,743

»Saldymedzio sirupas”

18,754

30,00
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,Kritinés eleksyras” 19,679
,,Bronkosip” sirupas 19,764
»Saldymedzio Saknies sirupas su Vit. C” 19,667
Tepalas ,,Boro plius” 18,764
Tabletés ,,Milona 17 18,934
Kapsulés ,,Neuro office” -

Vertinant specifiSkuma buvo lyginama tiriamyjy ir palyginamyjy darby chromatogramos ir
smailiy sulaikymo laikai. I§ gauty duomeny buvo matoma, kad palyginamyjy tirpaly chromatogramos ir

sulaikymo laikas yra panasus j tiriamyjy tirpaly, todél galima teigti, kad metodas yra specifiskas.

Efektyviosios skysCiy chromatografijos metodo tiesiSkumas

TiesiSkumas buvo vertintas nustatiné¢jant skirtingas monoamonio glicirizato koncentracijas
standartiniy tirpaly intervale nuo 3,906 ug/ml iki 250,000 pug/ml. Kalibracinés kreivés lygtis
Y=1,23-10"X+5,76:10°. Gauta tiesin¢ priklausomybé su koreliaciniu koeficientu R=0,9999. 6 pav.

pateikta kalibracing kreivé.
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6 pav. Monoamonio glicirizato tirpalo kalibraciné kreivé
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Efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodo glaudumas

Metodo glaudumui nustatyti buvo apskaiCiuotas gauty rezultaty pakartojamumas ir
atkuriamumas. Pakartojamumas rodo rezultaty tikslumga, analiz¢ kartojant ta pacia dieng nekeiciant
tyrimo salygy. Pakartojamumo tyrimui naudotas etaloninis tirpalas buvo tiriamas 5 kartus per diena.

Atkuriamumas parodo rezultaty tiksluma tomis paciomis salygomis, kai tyrimai atlieckami
skirtingomis dienomis. Atkuriamumui nustatyti taip pat buvo atliekamas tyrimas su etaloniniu tirpalu 5
kartus skirtingomis dienomis. Pakartojamumas ir atkuriamumas buvo vertinami pagal santykinj
standartinj nuokrypj (SSN). Kiekybiniy tyrimy metu SSN turétu biiti ne daugiau kaip 5 proc. Atliekant

glaudimo tyrimus nustatytas pakartojamumas 0,11 proc., o atkuriamumas 0,15 proc.

Monoamonio glicirizato aptikimo ir nustatymo ribos

Aptikimo riba yra maziausias analizuojamos medziagos kiekis méginyje, kuris gali biiti
aptinkamas, tac¢iau nebutinai nustatomas kiekybiskai. Vienas i§ budy apskaiciuoti aptikimo ir nustatymo
ribas yra §iy riby nustatymas naudojant signalo ir bazinés linijos triuk§Smo santykj S/N (angl. signal to
noise ratio). Remiantis Tarptautinés harmonizacijos konferencijos reikalavimais aptikimo riba
nustatoma, kai smailés aukscio ir bazinés linijos triukSmo santykis yra 3:1, o nustatymo riba vertinama,
kai smailés auks¢io ir bazinés linijos triuk§mo santykis yra 10:1. Sis metodas yra taikomas analitinéms
procediiroms, kuriy metu pasireiskia bazinés linijos triuk§mas [8]. Sio tyrimo metu buvo nustatyta, kad

aptikimo riba yra 0,23 pg/ml o, nustatymo riba 0,74pg/ml.

3.2. Saldymedzio maisto papildy analizés rezultatai

Magistriniame darbe saldymedzio preparatai buvo tiriami kokybiskai ir kiekybiSkai,
nustatinéjamas jy sudétyje esancio glicirizino rugsties kiekis, bei lyginama su duomenimis, kuriuos
deklaruoja preparato gamintojas, jei gamintojas jo nenurodé buvo tikrinama koks glicirizino riigsties

kiekis yra preparate.
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3.2.1 Saldymedzio preparaty kokybinés analizés rezultatai

Atliekant 8 pasirinkty preparaty kokybing analize, lyginant sulaikymo laika ir spektry
atitikimus, buvo nustatyta glicirizino riigstis, kurios sulaikymo laikas yra 18,934 min. Glicirizino rugstis
identifikuota 7 i§ 8 méginiy. Kapsuliy sudétyje esan¢iame saldymedzio sausajame ekstrakte glicirizino

rugsties nebuvo aptikta.

3.2.2 Masiy spektrometrijos rezultatai

Masiy spektrometrijos metodu prie§ kiekybinj tyrimg buvo tiriami preparatai, siekiant
identifikuoti juose esancig glicirizino rugstj. Gauti rezultatai buvo lyginami su P. Montoro mokslinio
straipsnio gautais rezultatais ir jvertintas metodo specifiSkumas. Tyrime, kaip ir atliktoje analizéje buvo
naudojama neigiama jonizacija (ES), jos metu pseudomolekuliné smailé buvo aptikta prie 821 m/z [18].
7 pav. pateiktoje saldymedzio Saknies spektrogramoje taip pat yra matoma smailé ties 821 m/z., todél
galima teigti, kad ,,Saldymedzio arbatoje* yra identifikuota glicirizino ragstis. Smailés ties 821 m/s buvo
matomos ir kity tirty preparaty, spektrogramose tik viename preparate ji buvo neaptikta, tai kapsuliy

meéginyje.

821.66

822.66

823.67

897,66
073
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mp BUTA 4970

7 pav. ,SaldymedZio arbatos“ spektrograma
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3.2.3 Saldymedzio preparaty kiekybinés analizés rezultatai

Kiekybiné analizé¢ buvo atlickama ESC metodu, glicirizino kiekis buvo nustatytas remiantis
kalibracinés kreivés duomenimis, kuri buvo padaryta i§ 7 taSky naudojant monoamonio glicirizato
standarta. 8 pav. pateikiamas grafikas, kuriame pavaizduoti preparatuose nustatyti glicirizino rugsties

kiekiai.

16

14

12.785
12
9.652
10
1.126 1.046
- - 0.175 0.0943 0.0108 0
0 ——— —— —

»Saldymedzio ,Kritinés ,,Bronkosip” ,,Saldymedzio,,Saldymedzio Tepalas Tabletés Kapsulés

Kiekis (mg/g)
[e)) oo

N

[\

arbata” eleksyras” sirupas sirupas” Saknies ,Boro plius” ,,Milona 1” ., Neuro
sirupas su Vit. office”
>

8 pav. Glicirizino riigsties kiekis (mg/g) tirtuose preparatuose.

Atlikus kiekybine analiz¢ nustatyta, kad didziausias glicirizino riigties kiekis viename grame
preparato yra saldymedzio Saknyje (12,785 mg/g) ir ,,Kritinés eleksyre® (9,652 mg/g). Tabletése ir
tepale buvo aptikta glicirizino rugsties pédsakai, o kapsulése glicirizino riigsties bei jos pédsaky nebuvo
aptikta. Likusiuose preparatuose glicirizino riigsties jvairavo nuo 1,126 mg/g —0,0108 mg/g. Preparatai,
kuriy sudétj nurodydamas gamintojas deklaravo tik augaling zaliava, atlikus analiz¢ buvo nustatyta, kad
tepalo méginiuose yra glicirizino rugsties pédsakai, buvo aptikta 0,0943 mg/g glicirizino rugsties, o
saldymedzio arbatoje buvo aptiktas 12,785 mg/g.

5 lentel¢je yra pateikiami preparatuose gamintojy deklaruojami glicirizino riigSties ar

saldymedzio Saknies ekstrakto kiekis esantis preparate.
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5 lentelé. Gamintojo deklaruojama sudeétis ir glicirizino kiekis preparate

Gamintojo Nustatytas kiekis
Preparatas ) o
deklaruojmas kiekis (mg/g)
o Glicirizino riigsties 1,046
»Saldymedzio sirupas”
7,6 mg/g
o Glicirizino rugsties 1,126
,,Bronkosip” sirupas
3,78 mg/g
Glicirizino rugsties 0,175
»Saldymedzio Saknies sirupas su Vit. C”
0,4 mg/g

Glicirizino rugsties 0,0108
Tabletés ,,Milona 17
5,1 mg/g

Tirstojo ekstrakto 207 | 9,652

,,Kriitinés eleksyras”
mg/g

Sausojo ekstrakto 58 | 0

Kapsulés ,,Neuro office”

mg/g
. Gamintojas 0,0943
Tepalas ,,Boro plius” )
nedeklaruoja
. Gamintojas 12,785
,»Saldymedzio arbata” ,
nedeklaruoja

Stebint gautus glicirizino riigsties kiekius nustatytus preparatuose matome, kad 4 gamintojy
preparatuose, kurie deklaruoja glicirizino riigSties kiekj ant pakuotés, nei viename preparate nurodytas
kiekis nebuvo nustatytas. Viename i§ méginiy (tabletése) rasti tik glicirizino riigSties pédsakai. Kituose
trijuose sirupy méginiuose glicirizino riigsties kiekis skyrési daugiau kaip 50 proc. nuo deklaruojamos

sudéties. Skirtumas tarp deklaruojamy ir nustatyty kiekiy pateiktas 9 paveikslélyje.
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m Nustatytas kiekis m Deklaruojamas kiekis
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9 pav. Nustatyto glicirizino rugsties kiekio palyginimas su gamintojo deklaruojamu kiekiu

Dviejuose pasirinktuose preparatuose (,,Krutinés eleksyras®, kapsulése ,,Neuro office®)
gamintojas nurodydamas sudétj deklaravo tik saldymedziy ekstrakto kiekj. Tyrimo metu buvo jvertintas
saldymedziy ekstrakte esantis glicirizino rugsties kiekis. ,,Kriitinés eleksyre* buvo nustatyta 9,652 mg/g
glicirizino rigsties, o kapsulése glicirizino rigsties nebuvo nustatyta. Nagrinéjant abiejy preparaty sudétj
galime matyti, kad krutinés eleksyre gamintojas deklaruoja 207 mg/g tirStojo ekstrakto, o kapsuliy
gamintojas nurodo, kad preparate yra 58 mg/g sausojo saldymedziy ekstrakto. Kapsuliy preparate yra
~4 kartus mazesné saldymedzio ekstrakto koncentracija, todél atlieckant analize tikétasi aptikti 4 kartus
mazesn¢ glicirizino rigsties koncentracija, bet tyrimo metu kapsulése visai nebuvo aptikta glicirizino
rugsties. Todél galima daryti prielaida, kad kapsulése esantis ekstraktas buvo standartizuotas pagal kita

saldymedzio kaupiamg medziagg.

9.652

Kiekis (mg/g)

1.126
1.046

0.175

~KRUTINES .BRONKOSIP” .SALDYMEDZIO v,,SALDYMEDZIO
ELEKSYRAS” SIRUPAS SIRUPAS SAKNIES SIRUPAS
SU VIT. C”

10 pav. Glicirizino rigsties kiekiai (mg/g) skirtinguose skystos formos saldymedZio méginiuose
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Glicirizino kiekj skirtinguose saldymedzio sirupuose atspindintys duomenys pateikti 10 pav.
diagramoje. Skystos formos saldymedzio preparaty sudéties rezultatuose pastebima koncentracijos
priklausomybé nuo sudéties. ,,Kriitinés eleksyras* savo sudétyje neturi cukraus yra pagamintas vandens
ir etanolio pagrindu, Siame preparate stebima viena i§ didziausiy glicirizino riigsties koncentracijy.
Likusiy 3 sirupy sudétyje yra cukraus du i§ gamintojy deklaravo glicirizino rigsties kiekj, atlikus analiz¢
pastebima tendencija, kad abiejuose sirupuose nustatomas panaSus nuokrypis nuo sudéties, sirupuose
identifikuojamas daug mazesnis glicirizino kiekis.

Preparaty chromatogramose (11, 12, 13, 14 paveikslai) stebimi skirtingi profiliai bei smailiy
intensyvumas. 11 pav. esanc¢ioje chromatogramoje matomi rezultatai, kurie buvo gauti tiriant ,,Kriitinés
eleksyro” preparatg. Sis preparatas pasizyméjo viena i§ didziausiy glicirizino riigsties koncentracijy,

todél jo chromatogramoje (11 pav.) galime stebéti intensyvia smaile.

0.40 Glicirizino rigstis
0,30 \
1 |
< 020+
] | | |
.. ! ' |
0.10+ L l | |
. | | | ‘
4 f."’ | " | "
0 ([' - n— | v d . —""'v'"v v “ — N _v" "x - — _.'A', — _,":'-:"1“ “. — - -

Y Y | ‘ ‘
200 400 6.00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Mnutes

11 pav. ,,Kritinés eleksyro“ chromatograma

12 ir 13 paveiksle esanCiose chromatogramose yra preparatai, kurie savo sudétyje turéjo
zenkliai mazesne glicirizino koncentracija. Siy preparaty chromatogramose galime stebéti zymiai
mazesnj smailés intensyvuma ties glicirizino riig§¢iai budingu sulaikymo laiku. Taip pat 12 pav. stebima
neiskilusi smailé Salia glicirizino rtgsties smailés, manoma, kad tai yra kolonéléje uzsilikusi pries tai

analizuoto preparato glicirizino rugstis.
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12 pav. ,,SaldymedZio Saknies sirupo su Vit. C” chromatograma

13 pav. esancioje ,,Bronkosip* sirupo chromatogramoje matomos smailés, kuriy sulaikymo
laikai 7 min. ir 9,5 min. Su tokiu sulaikymo laiku kity preparaty chromatogramose smaily nebuvo
aptikta, manoma, kad Sios smailés rodo preparate esanciy kity ekstrakty sudedamagsias dalis, nes
,Bronkosip®“ sirupo sudétyje be saldymedzio Sakny taip pat yra Salavijy lapy ekstrakto, paprastojo

Ciobrelio Zolés ekstrakto, placialapio gyslocio lapy ekstrakto, pipirmétés lapy ekstrakto ir Salpusnio lapy
ekstrakto.
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13 pav. ,,Bronkosip” sirupo chromatograma

14 paveiksle yra pateikta kapsuliy chromatograma. Kaip matyti, joje néra matomos smailés prie

glicirizino rugsciai budingo sulaikymo laiko. Chromatogramoje esanti smailé ties 2 minuciy sulaikymo
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laiku yra pastebima 11 ir 12 pav. esanciose chromatogramose. Galima daryti prielaida, kad kapsulése

esantis saldymedzio ekstraktas yra standartizuotas pagal kita veikligja medziaga.

0,504

| | | | | | | U [ [ | [ [l | [ | | [ | | | o | [ | 1
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 22,00 2400 2600 28,00 30,00
Minutes

14 pav. Kapsuliy ,,Neuro office” chromatograma

Apibendrinant tyrimo rezultatus, galima teigti, kad didziausias glicirizino riigsties kiekis buvo
nustatytas ,,Saldymedzio arbatoje™ buvo aptikta net 12,785 mg/g, taip pat dideliu glicirizino riigsties
kiekiu pasizyméjo ,,Kriitinés eleksyro preparatas jame buvo nustatyta 9,652 mg/g glicirizino rugsties.
Tyrime tirti sirupai pasizyméjo daug mazesne glicirizino koncentracija. Tyrimo metu viename i$

méginiu (kapsulése) visiSkai nebuvo aptikta glicirizino rtgsties.
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4.ISVADOS

. Atsizvelgiant | sulaikymo kolonéléje rodiklius ir masiy spektrometrijos rezultatus nustatyta, kad
taikyta ESC metodika yra specifiska glicirizino Zymens nustatymui augaliniuose preparatuose.
Tyrime nustatyta, kad koncentracijy diapazone nuo 3,906 ug/ml iki 250,000 png/ml, smailiy
ploty did¢jimas yra tiesiSkai priklausomas, o priklausomybés koreliacijos koeficientas artimas
vienetui (R=0,999), todél metodika yra tinkama kiekybinei analizei.

. Kartotiniy tyrimy metodu nustatyta, kad santykinis standartinis nuokrypis pakartojamumo ir
atkuriamumo sglygomis yra <0,15 proc., todél metodika yra tinkama kartotiniams farmaciniams
tyrimams vykdyti.

Glicirizino rugsties kiekis augaliniuose preparatuose jvairavo nuo 0 mg/g iki 12,785 mg/g.
Didziausia glicirizino riigsties koncentracija buvo aptikta saldymedzio arbatoje, glicirizino
rugsties nebuvo aptikta kapsuliy méginyje. Skystose augaliniy preparaty formose glicirizino

koncentracija jvairavo nuo 0,175 - 9,652 mg/g.
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5. Praktinés rekomendacijos

1. Remiantis tyrime nustatytais metodo parametrais, rekomenduojama metodika taikyti

kartotiniams farmaciniams kiekybiniams tyrimams su saldymedzio augaliniais preparatais.
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Priedai

1 lentelé. Tyrime naudoty preparaty gamintojo nurodoma sudétis

Eil. Nr.

Preparatas

Sudétis

»Saldymedzio arbata”

Saldymedzio Saknys

»Saldymedzio sirupas”

Glicirizino rugsties 19% - 4 g;
Cukraus- 55g;

ISgrynintas vanduo -16 g;
Etanolis 90% -10 g.

,,Kriitinés eleksyras”

1 ml tirpalo:
Saldymedzio tirStasis ekstraktas - 0,207g;
Anyziy aliejus 0,0034g;

ISgrynintas vanduo, amonio hidroksidas , etanolis.

,,Bronkosip” sirupas

5 ml sirupo ne maziau kaip:

Glicirizino riigsties 18,7 mg;

Vitamino C 15mg;

Taninu 33,43 mg;

Salavijy lapy ekstraktas, paprastojo ¢iobrelio Zolés
ekstraktas, paprastojo saldymedzio Sakny ekstraktas,
placialapio gyslocio lapy ekstraktas, pipirmétés lapy

ekstraktas, Salpusnio lapy ekstraktas.

»Saldymedzio Saknies sirupas su

Vit. C?

15 ml sirupo:

Glicirizino riigsties 6 mg;

Vitaminas C 40,5 mg;

Cukrus, paprastojo saldymedZio Saknys, citriny

rugstis, vitaminas C, natrio benzoatas.

Tepalas ,,Boro plius”

Paprastojo saldymedzio Sakny ekstraktas, alijoSiaus
ekstraktas, saldylio ekstraktas, dazinés ciberzolés
ekstraktas, baltojo santalo ekstraktas ir kitos

medziagos reikalingos tepalo pagrindui sudaryti.

Tabletés ,,Milona 17

6 Tabletése:

Glicirizino rigsties 10,2 mg;
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Mikrokristaling celiuliozé, kiaulpieniy Saknys,
paprastyjy raudonéliy zolé, didziyjy debesyly Saknys
ir Sakniastiebiai, placialapiy gyslo¢iy lapai,
saldymedzio ekstraktas, paprastyjy kaulazoliy zole,

liny séklos, kalcio steratas, salicilo dioksidas.

Kapsulés ,,Neuro office”

Paprastojo saldymedzio Sakny sausasis ekstraktas
25 mg, juodojo eleuterokoko sausas Sakny
ekstraktas 50 mg, cinkas, L-tripotofanas, vitaminai

Bs, B2, B1, Biz.




