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1. UvVOD

1.1.SLADIC

Glycyrrhiza glabra L. (glatki sladi¢) biljna je vrsta iz porodice Fabaceae (mahunarke).
Trajnica je visoka 1 - 1,5 m, s razgranatim podzemnim organima i perastim listovima s malim
ovalnim liskama. Cvjetovi su leptirasti, ljubi¢aste boje i1 rasporedeni u rahle, grozdaste
cvatove. Sladi¢ raste u Sikarama i medu grmljem, uz putove i na suhim mjestima. Uspijeva na
dubokom, pjeskovitom i propusnom tlu, na podrucju vlazne i tople klime. Podrijetlom iz
isto¢nog Mediterana, uzgojem se prosirio po cijeloj Europi, od Spanjolske preko juzne Italije
do Grc¢ke. Raste 1 od Male Azije preko Sirije do Kine. U naSim je krajevima zabiljeZen samo
na nekim mjestima u Slavoniji 1 Dalmaciji (Kustrak, 2005). Drogu (Glycyrrhizae radix —
Liquiritiae radix — sladi¢ev korijen) ¢ini u jesen iskopano, oprano i osuSeno korijenje i vrijeze
sladi¢a. Korijenje 1 vrijeze mogu biti oguljeni ili neoguljeni. Miris je slab, a okus sladak,
kasnije nagorak 1 grebe u grlu (Kustrak, 2005). Osim vrste G. glabra, za dobivanje droge

mogu se koristiti 1 vrste G. inflata Bat. ili/i G. uralensis Fisch. (http://www.ema.europa.cu).

Slika 1. Glycyrrhiza glabra L., Fabaceae, sladi¢ (https://www.biolib.cz)




Korijen je vretenast, pri vrhu nesto uzi, razli¢ite duzine, debljine do 4 cm, naborane
povrsine 1 vlaknasta prijeloma. Vrijeze su ravne, valjkaste, razli¢ite duzine te Siroke do 2,5
cm. Sladi¢ev korijen u prometu je izrezan u kockaste, sitne i tvrde komadice, vlaknaste
strukture. Svjetlozute je boje, a na komadi¢ima s periferije vidi se tamni sloj periderme

(Kustrak, 2005)

Slika 2. Korijen sladica (https://www.pfaf.org, http://floranet.pagesperso-orange.fr)

Kemijski sastav sladi¢eva korijena ¢ine: triterpenski saponini (2 — 15%), flavonoidi (1
—2%), kumarini (herniarin, umbeliferon), kiseli polisaharidi, steroli 1 mineralne tvari. Saponin
glicirizin je najvaznija sastavnica sladi¢eva korijena. Sastoji se od kalijevih i kalcijevih soli
glicirizinske kiseline, koju c¢ine aglikon- gliciretin (sol gliciretinske kiseline) 1 dvije
glukoronske kiseline. Ima i saponina s drugim aglikonima (glabranin A i B) (Kustrak, 2005).
Od flavonoida najvazniji su likviritin (aglikon - likviritigenin) i izolikviritin (aglikon -

izolikviritigenin), od kojih potjeCe zuta boja korijena (Karami i sur.; 2013)

Sladi¢ev korijen dobar je ekspektorans, spazmolitik (izolikviritigenin), laksativ (izrada
laksativnih prasaka, kombinacija s laksativnim drogama) te virustatik (glicirizin). Kod ulkusa
1 gastritisa djeluje protuupalno. Smanjena je aktivnost pepsina i povecana viskoznost sluzi u
zelucu (Schafner 1 sur., 1999). Glicirizin 1 gliciretinska kiselina sprje¢avaju razgradnju
kortikosteroida u jetri §to dovodi do inhibicije lipooksigenaze. Sa sladi¢evim se korijenom
izraduju mnogi galenski ljekoviti oblici, ponajvise ekstrakti, koji se nalaze u monografijama
europske farmakopeje. Takoder primjenjuje se 1 u kozmetici (za ublazavanje upale koze) te za

izradu Cajeva 1 slatkih pripravaka (Kustrak, 2005)



Nuspojave sladi¢eva korijena ocituju se zadrzavanjem vode, nateknutim licem i
zglobovima, poviSenim krvnim tlakom te glavoboljama i hipokalijemijom. Javljaju se samo
kod pretjerane uporabe (visoke doze ili dugotrajno uzimanje). Maksimalno koristenje je 4 - 6

tjedana (Schafner 1 sur., 1999).



1.2.POLIFENOLI

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka u kojima imaju viSestruku ulogu.
Doprinose senzorskim svojstvima, boji, aromi ili okusu biljke. Stite ju od mikroorganizama i
Stetnog UV zracenja te utjecu na njezin rast i razmnozavanje (Kurtagi¢, 2017). Pokazuju Sirok
raspon pozitivnog djelovanja na ljudsko zdravlje: antialergijsko, protuupalno, antimikrobno,
antiarterosklerotsko, antitrombotsko, kardioprotektivno 1 vazodilatatorno djelovanje.
Povezuju se s povoljnim ucincima nastalim konzumacijom visokih doza voéa i povrca
(Balasundram 1 sur., 2006). Polifenoli su jedna od najvaznijih klasa prirodnih antioksidansa
(Kurtagi¢, 2017). Imaju sposobnost hvatanja slobodnih radikala, doniranja vodikovih atoma i
elektrona te keliranja metalnih kationa. Ovisno o vrsti polifenola pokazuju bolju ili losiju

antioksidativnu aktivnost jer ona ovisi o strukturi molekule (Balasundram i sur., 2006).

Polifenoli ukljucuju viSe tisu¢a spojeva razlicite kemijske strukture. Razlikujemo
fenolne kiseline i derivate, lignane, kumarine, flavonoide, trjeslovine i antocijane. Svi
polifenoli nastaju od biosintetskog prekursora Sikiminske kiseline te kasnije zajedniCkog
intermedijera fenilalanina (Vladimir-Knezevi¢, 2015). Po kemijskoj strukturi to su aromatski
spojevi s viSe hidroksilnih supstituenata. Rijetko se nalaze u slobodnom obliku u prirodi,

uglavnom su u konjugiranom ili esterificiranom obliku (Balasundram i sur., 2006).

Flavonoidi ¢ine najvecu skupinu polifenola (Balasundram i sur., 2006). Po strukturi to
su dvije benzenske jezgre povezane propanskim lancem (Cs-C3-Cg). Kod veéine flavonoida
srediS$nji fragment povezan je s kisikom u heterocikli¢ni prsten. Raznolikost njihove strukture
uvjetovana je stupnjem oksidacije heterociklicnog prstena te brojem i polozajem hidroksilnih
skupina na benzenskim jezgrama. Stoga se dijele na flavone, flavonole, flavanone,
flavanonoli 1 dr. Uglavnom se nalaze u glikozidnom obliku. Obiljezava ih vrsta, broj i polozaj
Secera vezanih na aglikon. Pretezno su O-glikozidi, a Secer je najceS¢e vezan u polozaju 3 1 7
(Vladimir-Knezevi¢ i Blazekovi¢, 2015). Veliki broj istrazivanja je potvrdio da flavonoidi
imaju zastitnu ulogu u zdravlja sisavaca posebno djelujuci antikancerogeno i antiteratogeno

(Kurtagi¢, 2017).
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Slika 3. Podjela flavonoida prema strukturi (https://www.researchgate.net)

Fenolne kiseline dijele se na hidroksibenzojeve 1 hidroksicimetne kiseline. Mogu biti u
slobodnom obliku, u obliku estera ili glikozida. Osnovnu strukturu hidroksibenzojevih
kiselina predstavlja C¢-C; jedinica, a medusobne razlike proizlaze iz hidroksilacije i metilacije
aromatskog prstena (npr. galna i vanilinska kiselina). U biljnim drogama zastupljenije su
hidroksicimetne kisline (C¢-Cs) koje se takoder medusobno razlikuju prema hidroksilaciji 1
metilaciji aromatskog prstena. Medu njima su najucestalije kavena i kumarinska kiselina.
Uglavnom se nalaze u obliku estera (npr. klorogenska i ruzmarinska kiselina), a rjede u
slobodnom obliku (Vladimir-Knezevi¢ 1 Blazekovi¢, 2015). Hidroksicimetne kiseline, za
razliku od hidroksibenzojevih kiselina, posjeduju vecu antioksidativnu aktivnost.
Pretpostavlja se da je razlog CH=CH-COOH skupina, koja osigurava bolje doniranje
vodiovog elektrona i radikalnu stabilizaciju od COOH skupine hidroksibenzojeve kiseline

(Balasundram i sur., 2006).
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Slika 4. Hidroksibenzojeva i hidroksicimetna kiselina (www.chemfaces.com)
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1.3. UV/VIS SPEKTROFOTOMETRIJA

UV-Vis spektrofotometrija je u farmakopejskim monografijama nasla primjenu u
identifikaciji, ispitivanju Cistoce 1 odredivanju sadrzaja aktivnih i pomo¢nih ljekovitih tvari.
Primjena UV-Vis spektrofotometrije u kvalitativnoj analizi ljekovitih tvari temelji se na
Lambert-Beerovom zakonu. Apsorbancija otopine (A) definirana je kao dekatski logaritam

reciprocne vrjednosti transmisije (T) monokromatskog svjetla: A = logio(1/T) ili A =

10g1o(10/ I)
Io - intenzitet ulaznog monokromatskog svjetla
I - intenzitet izlaznog monokromatskog svjetla

Izmjerena apsorbancija (A) proporcionalana je duljini puta svjetlosti kroz otopinu (b) i

koncentraciji tvari u otopini (¢): A =& x ¢ X b (¢ — molarna apsorptivnost) (Watson,1999).

U farmakopejskim monografijama koristi se izraz specificne apsorbancije otopljene
tvari. Ona oznacava apsorbanciju otopine koncentracije 10 g/L, u kiveti debljine sloja 1 cm i

mjerenu na propisanoj valnoj duljini, tako da vrijedi izraz:

. 10
1% _ +¥%
‘41cm M;— .

Postoje tri uobicajene metode za izraCunavanje sadrzaja ljekovitih tvari: odredivanje
pomocu poredbene supstancije, odredivanje pomocu specificne apsorbancije i odredivanje

pomocu bazdarne krivulje (Nigovi¢ i sur., 2014).



1.4. METODE EKSTRAKCIJE

1.4.1. MACERACIJA

Maceracija je metoda iscrpljivanja aktivnih tvari iz biljnih droga. To je jednokratna
ekstrakcija gdje se propisano usitnjena droga prelije ekstrakcijskim sredstvom te ¢uva u dobro
zatvorenoj posudi, zaSti¢enoj od sunceve svjetlosti onoliko dana koliko je propisano. Nakon
toga se filtrira 1 dobiveni filtrat ¢ini macerat. Maceracija je prikladna metoda ekstrakcije za

slabo topljive, termolabilne tvari te tvari sklone bubrenju (Senjkovi¢, 2003).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Polifenoli kao sveprisutne molekule u prirodi i Siroko rasprostranjene u hrani biljnog
porijekla pokazuju mnoge bioloske ucinke povoljne po ljudsko zdravlje. Najznacajnije je
njihovo antioksidativno djelovanje. Brojne studije upucuju da veci unos voca i povréa u
prehrani moZe smanjiti rizik od mnogih kroni¢nih bolesti upravo zahvaljujuéi sadrzaju
polifenola. U ovom radu ispitivan je sadrzaj polifenola u 24 ekstrakta korijena biljne vrste
Glycyrrhiza glabra L. Usporedena je 1 ucinkovitost maceracije s glicerolom i etanolom kao

ekstrakcijskim otapalima.



3. MATERIJALI I METODE

3.1 BILJNI MATERIJAL

Ispitivan je korijen biljne vrste Glycyrrhiza glabra L.

3.2. KEMIKALIJE

e Folin-Ciocalteu reagens

e Galna kiselina

e Natrijev karbonat dekahidrat
e Glicerol

e FEtanol

3.3. UREDAJI

U ispitivanju koristeni su sljede¢i uredaji: precizna vaga (Mettler Toledo, Svicarska) i

¢ita¢ mikrotitarskih plocica (Awareness Technology Stat Fax 3200, SAD).

3.4. 1ZRADA EKSTRAKATA

3.4.1. 1ZRADA GLICEROLNIH I VODENIH MACERATA

Izvagano je Sesnaest puta po 0,1 g usitnjenog i osuSenog korijena sladica i prenesno u
Sesnaest Erlenmayerovih tikvica sa ubrusenim ¢epom. Osam tikvica s drogom preliveno je sa
10 mL, a preostalih osam sa 30 mL razli¢itog otapala (voda, 10%, 50% 1 90% glicerol).
Tikvice su nakon toga zatvorene stavljene na tamno mjesto na 24 i 72 h. Zatim je sadrzaj

tikvica filtriran kroz naborani filter papir. Uzorci su pohranjeni na 4 °C.
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3.4.2. 1ZRADA ETANOLNIH MACERATA

Izvagano je dva puta po 1,6 g i dva puta po 1,8 g usitnjenog i osusenog korijena
sladic¢a te preneseno u cetiri Erlenmayerove tikvice. Dvije tikvice (1,6 1 1,8 g droge) prelivene
sus 20 mL 50 % etanola, a ostale dvije (1,6 1 1,8 g droge) s 20 mL 100% etanola. Nakon toga
tkvice su zatvorene parafilmom i stavljene na tamno mjesto 20 minuta i 72 h. Zatim je sadrzaj

tikvica filtriran kroz naborani filter papir. Uzorci su pohranjeni na 4 °C.

3.5. SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANJE UKUPNIH POLIFENOLA

3.5.1. POSTUPAK ODREDIVANJA UKUPNIH POLIFENOLA

U ekstraktima korijena sladi¢a provedeno je odredivanje polifenolnih spojeva prema
modificiranom propisu prema Singeltonu (1999.). Stavljeno je 80 pL ekstrakata korijena
sladi¢a u jazice mikrotitarske ploc¢ice. U ekstrakte je zatim dodano 80 pL Folin-Ciocalteau
reagensa te 80 pL otopine natrijevog karbonata dekahidrata. Svi uzorci koriSteni su u
triplikatu. Za slijepu probu upotrebljeno je 160uL destilirane vode. Nakon sat vremena
inkubacije na sobnoj temperaturi izmjerena je apsorbancija na 630 nm. Koli¢ina ukupnih

polifenola odredena je pomocu bazdarnog pravca galne kiseline (0.4 mg/mL).

3.6. STATISTICKA ANALIZA

Sva odredivanja provedena su u triplikatu. Sadrzaj polifenola usporedivan je

Studentovim #-testom. P vrijednosti manje od 0,05 smatrane su statisticki znacajnima.

11



4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. I1ZRADA EKSTRAKATA

KoriStenjem navedenih ekstrakcijskih uvjeta priredeno je ukupno 24 ekstrakata. Uvjeti
ekstrakcije glicerolm kao ekstrakcijskim otapalom i nazivi ekstrakata navedeni su u Tablici 1.,
a ekstrakcije etanolom kao ekstrakcijskim otapalom u Tablici 2.

Ekstrakcija vecine polifenolnih spojeva najcesce se provodi upotrebom organskih
otapala kao §to su metanol, aceton, etanol i druga. Cesto se za ekstrakciju koriste i njihove
kombinacije u razli¢itim omjerima s vodom, a upravo pravilan odabir otapala utjece na
iskoriStenje ekstrakcije polifenola. U ovom radu od otapala koristeni su etanol, glicerol i voda.
U brojnim istrazivanjima etanol se ve¢ pokazao kao efikasno ekstrakcijsko otapalo dok
glicerol nije toliko ispitivan. Stoga je u ovom istrazivanju analiziran u razli¢itim omjerima s

vodom i usporedivan s etanolm kao ve¢ poznatim otapalom.

Tablica 1. Uvjeti ekstrakcije glicerolm kao ekstrakcijskim otapalom i nazivi ekstrakata

Masa otapala (g) Otapalo Vrijeme Naziv ekstrakta
10 10% Glicerol 24 M24-10g-10%G
10 50% Glicerol 24 M24-10¢-50%G
10 90% Glicerol 24 M24-10g-90%G
10 H,O 24 M24-10g-H,O
30 10% Glicerol 24 M24-30g-10%G
30 50% Glicerol 24 M24-30g-50%G
30 90% Glicerol 24 M24-30g-90%G
30 H,O 24 M24-30g-H,O
10 10% Glicerol 72 M72-10g-10%G
10 50% Glicerol 72 M72-10g-50%G
10 90% Glicerol 72 M72-10g-90%G
10 H,O 72 M72-10g-H,0O
30 10% Glicerol 72 M72-30g-10%G
30 50% Glicerol 72 M72-30g-50%G
30 90% Glicerol 72 M72-302-90%G
30 H,O 72 M72-30g-H,0

12



Tablica 2. Uvjeti ekstrakcije etanolom kao ekstrakcijskim otapalom 1 nazivi ekstrakata

Masa droge (g) Otapalo Vrijeme Naziv ekstrakta
1,6 50 % Etanol 20 minuta M20m-1,6g-50%E
1,6 100 % Etanol 20 minuta M20m-1,6g-100%E
1,8 50 % Etanol 20 minuta M20m-1,8g-50%E
1,8 100 % Etanol 20 minuta M20m-1,8g-100%E
1,6 50 % Etanol 72 h M72-1,6g-50%E
1,6 100 % Etanol 72 h M72-1,6g-100%E
1,8 50 % Etanol 72 h M72-1,8g-50%E
1,8 100 % Etanol 72 h M72-1,8g-100%E

4.2. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH POLIFENOLA

Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima odreden je na temelju vrijednosti
apsorbancija otopina uzoraka pomocu bazdarnog pravca galne kiseline. Rezultati su prikazani

kao ekvivalenti galne kiseline (GE) u mililitrima ekstrakta (mg GE/ mL).
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Tablica 3. Sadrzaj ukupnih polifenola u glicerolnim i vodenim ekstraktima

Naziv ekstrakta GE(mg/ mL) Standardna devijacija

M?24-10g-10%G 0,0137 0,0004
M24-10g-50%G 0,0135 0,0004
M?24-10g-90%G 0,0131 0,0003
M24-10g-H,O 0,0238 0,0018
M24-30g-10%G 0,0226 0,0010
M?24-30g-50%G 0,0141 0,0005
M24-30g-90%G 0,0068 0,0003
M24-30g-H,O 0,0130 0,0007
M72-10g-10%G 0,0060 0,0001
M72-10g-50%G 0,0119 0,0006
M72-10g-90%G 0,0119 0,0021
M72-10g-H,O 0,0056 0,0003
M72-30g-10%G 0,0107 0,0003
M72-30g-50%G 0,0081 0,0003
M72-30g-90%G 0,0064 0,0004
M72-30g-H,O 0,0061 0,0001

Tablica 4. Sadrzaj ukupnih polifenola u etanolnim ekstraktima

Naziv ekstrakta GE(mg/ mL) Standardna devijacija

M20m-1,6g-50%E 0,0171 0,0039
M20m-1,6g-100%E 0,0125 0,0017
M20m-1,8g-50%E 0,0254 0,0025
M20m-1,8g-100%E 0,0085 0,0016
M72-1,6g-50%E 0,0466 0,0061
M72-1,6g-100%E 0,0254 0,0037
M72-1,8g-50%E 0,0560 0,0029

M72-1,8g-100%E 0,0277 0,0032
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Slika 5. Usporedba sadrzaja polifenola u svim ispitivanim maceratima.
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Najveca koncentracija polifenola je pronadena kod 72-satnih macerata priredenih s 1,6
g1 1,8 g droge te 50% etanolom kao ekstrakcijskim otapalom. Kod glicerolnih macerata kao
najpogodniji pokazao se onaj prireden s 50% glicerolom 1 masom otapala od 10 g. lako
rezultati nisu usporedivi jer je u glicerolnim maceratima koristeno 0,1 g droge dok je kod
etanolnih koristeno 1,6 g i 1,8 g, zanimljivo je primijetiti da je 50%-tni glicerolni macerat
bogatiji polifenolima od sljede¢ih etanolnih macerata: M20m-1,6g-100%E, M20m-1,8g-
100%E 1 M20m-1,6g-50%E, te u rangu s M20m-1,8g-50%E, M72-1,6g-100%E 1 M72-1,8g-
100%E ekstraktom. Detaljna usporedba dobivenih rezultata nije navedena ovdje nego je

statisticka analiza provedena u sljede¢em poglavlju.

16



43  STATISTICKA ANALIZA REZULTATA

4.3.1 GLICEROLNII VODENI MACERATI
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Slika 6. Usporedba sadrzaja polifenola u 24- 1 72-satnim maceratima priredenim od 0,1 g

droge 1 10 g otapala. Sve vrijednosti #-testa manje od 0,05 (P<0,05) ukazuju na statisticku

razliku 1 oznafene su zvjezdicom (*) iznad 72- satnih macerata. Mala slova, prikazuju

rezultate usporedbe s ekstraktima priredenim unutar istog ekstrakcijskog razdoblja. Ekstrakti

povezani istim malim slovom su statisticki jednaki dok zvjezdica pored slova ukazuje na

statisti¢ku razliku.

Rezultati usporedbe sadrzaja polifenola u 24-satnim i 72-satnim maceratima priredenim s 10 g

otapala Studentovim #-testom prikazani su u Tablici 5.

Tablica 5. Rezultati usporedbe sadrzaja polifenola u 24-satnim i 72-satnim maceratima

priredenim s 10 g otapala Studentovim z-testom

Usporedeni ekstrakti

Vrijednost ¢-testa (P)

M?24-10g-10%G s M72-10g-10%G
M?24-10g-50%G s M72-10g-50%G
M?24-10g-90%G s M72-10g-90%G
M24-10g-H,0 s M72-10g-H,0O

0,5968
0,3521
0,0995
0,3812
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Na slici je vidljiv utjecaj vremena maceracije na odredenu koli¢inu polifenola u
maceratima priredenim s 0,1 g droge i 10 g otapala. MoZe se primijetiti da nema razlike u 72-
satnim maceratima priredenim s 10%, 50% 1 90% glicerolom te vodom kao otapalom, u
odnosu na istovrsne 24-satne macerate. Moze se pretpostaviti da se ve¢ nakon 24 h uspostavi
ravnoteza izmedu koli¢ine otopljenih i neotopljenih polifenola, odnosno da nastaje zasi¢ena
otopina, te da produljenje vremena ekstrakcije u ovom slucaju ne donosi dodatna poboljsanja.
Iz Slike 6. je takoder vidljivo da je 50%-tni glicerol najbolje otapalo za polifenole prisutne u

korijenu sladi¢a, dok izmedu ostalih otapala ne postoji znacajna razlika.
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Slika 7. Usporedba sadrzaja polifenola u 24- i 72-satnim maceratima priredenim od 0,1 g

droge 1 30 g otapala. Sve vrijednosti ¢-testa manje od 0,05 (P<0,05) ukazuju na statisticku

razliku 1 oznafene su zvjezdicom (*) iznad 72-satnih macerata. Mala slova, prikazuju

rezultate usporedbe s ekstraktima priredenim unutar istog ekstrakcijskog razdoblja. Ekstrakti

povezani istim malim slovom su statisticki jednaki dok zvjezdica pored slova ukazuje na

statisti¢ku razliku.

Tablica 6. Rezultati usporedbe sadrzaja polifenola u 24-satnim i 72-satnim maceratima

priredenim s 30 g otapala Studentovim #-testom

Usporedeni ekstrakti

Vrijednost #-testa (P)

M24-30g-10%G s M72-30g-10%G
M24-10g-50%G s M72-10g-50%G
M?24-10g-90%G s M72-10g-90%G
M24-10g-H,0 s M72-10g- H,O

0,0173
0,0306
0,0034
0,0378
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Za razliku od Slike 6, ova slika pokazuje malu razliku u sadrzaju polifenola ovisno o
vremenu trajanja ekstrakcije. Naime tu je koriStena ve¢a masa otapala nego u prethodnom
slucaju, te jo$S nije uspostavljena ravnoteza izmedu koli¢ine otopljenih 1 neotopljenih
polifenola. Kod macerata priredenih od sve Cetiri vrste otapala (10%, 50% 1 90% glicerol te
H,0) vidljiva je razlika. Veéi sadrzaj polifenola pokazuju 72-satni macerati jer duze vrijeme
ekstrakcije omogucuje da se veci sadrzaj polifenola ekstrahira. Takoder vidljivo je da je kod
24-satne ekstrakcije 50%-tni glicerol najbolje otapalo za polifenole prisutne u korijenu
sladi¢a, dok izmedu ostalih otapala ne postoji znacajna razlika. Medutim, kod 72-satne

ekstrakcije vidljiva je i razlika izmedu 90%-tnog glicerola i vode.
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Utjecaj mase ekstrakcijskog otapala na sadrzaj polifenola u navedenim maceratima je

prikazan na Slikama 8.1 9.
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Slika 8. Usporedba sadrzaja polifenola u 24-satnim maceratima priredenim od 0,1 g droge te
10 g i 30 g otapala. Sve vrijednosti #-testa manje od 0,05 (P<0,05) ukazuju na statisticku

razliku 1 oznaCene su zvjezdicom (*) iznad macerata priredenih od 30 g otapala.

Tablica 7. Rezultati usporedbe sadrzaja polifenola u 24-satnim maceratima priredenim s 10 g i
30 g otapala Studentovim z-testom

Usporedeni ekstrakti Vrijednost #-testa (P)
M24-10g-10%G s M24-30g-10%G 7,5437E-06
M24-10g-50%G s M24-30g-50%G 0,0002
M24-10g-90%G s M24-30g-90%G 0,0001
M24-10g-H,0O s M24-30g- H,O 5,1844E-06

Manji sadrzaj polifenola vidljiv je kod sve Cetiri vrste macerata priredenih s 30 g
otapala u odnosu na istovrsne 24-satne macerate priredene s 10 g otapala. Zaklju¢no, manja
koncentracija polifenola nadena je kod ve¢e mase otapala Sto je u skladu s formulom masene

koncentracije, prema kojoj je masena koncentracija polifenola obrnuto proporcionalna

volumenu otapala.
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Slika 9. Usporedba sadrzaja polifenola u 72-satnim maceratima priredenim od 0,1 g droge te
10 g 1 30 g otapala. Sve vrijednosti #-testa manje od 0,05 (P<0,05) ukazuju na statisticku

razliku 1 oznaCene su zvjezdicom (*) iznad macerata priredenih od 30 g otapala.

Tablica 8. Rezultati usporedbe sadrzaja polifenola u 72-satnim maceratima priredenim s 10 g i
30 g otapala Studentovim z-testom

Usporedeni ekstrakti Vrijednost #-testa (P)
M72-10g-10%G s M72-30g-10%G 2,2097E-05
M72-10g-50%G s M72-30g-50%G 8,5625E-05
M72-10g-90%G s M72-30g-90%G 6,60792E-05
M72-10g-H,0O s M72-30g- H,O 0,0091

Utjecaj mase otapala na sadrzaj polifenola potvrden je i kod 72- satnih macerata. Sve
Cetiri vrste macerata priredene s 30 g otapala pokazuju manji sadrzaj polifenola u odnosu na

istovrsne 72- satne macerate priredene s 10 g otapala.
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4.3.2 ETANOLNI MACERATI

Utjecaj vrste otapala (50% 1 100% etanol) na sadrzaj polifenola prikazuju Slika 10.1 11.
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Slika 10. Usporedba sadrzaja polifenola u 20-minutnim maceratima priredenims 1,6 g1 1,8 g
droge. Sve vrijednosti #-testa manje od 0,05 (P<0,05) ukazuju na statisticku razliku 1 oznacene

su zvjezdicom (*) iznad macerata priredenih od 100%-tnog etanola.

Tablica 9. Rezultati usporedbe sadrzaja polifenola u 20-minutnim maceratima priredenim s
1,6 gi 1,8 g droge Studentovim #-testom

Usporedeni ekstrakti Vrijednost #-testa (P)
M20m-1,6g-50%E s M20m-1,6g-100%E 0,1393
M20m-1,8g-50%E s M20m-1,8g-100%E 0,0006

Vrsta otapala utjeCe na sadrzaj polifenola samo kod macerata priredenih od 1,8 g
droge. 50%-tni etanol pokazuje bolju ekstrakcijsku mo¢ $to je vidljivo u duplo vecoj
koncentraciji polifenola u odnosu na macerat sa 100% etanolom. Ovakvi, na prvi pogled
nelogicni rezultati, ukazuju na to da se unutar 20 minuta, koliko se ekstrakcija provodila, nije
postigla ravnoteza izmedu otopljenih i neotopljenih fenolnih sastavnica. To znaci da je za
uspostavljanje ravnoteze potrebno ili maceraciju provoditi dulje vrijeme ili se posluziti nekom

drugom vrstom ekstrakcije, poput primjerice ultrazvu¢ne ekstrakcije.
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Slika 11. Usporedba sadrzaja polifenola u 72-satnim maceratima priredenim s 1,6 gi 1,8 g
droge. Sve vrijednosti #-testa manje od 0,05 (P<0,05) ukazuju na statisticku razliku 1 oznacene

su zvjezdicom (*) iznad macerata priredenih od 100%-tnog etanola.

Tablica 10. Rezultati usporedbe sadrzaja polifenola u 72-satnim maceratima priredenim s 1,6
g1 1,8 g droge Studentovim #-testom

Usporedeni ekstrakti Vrijednost #-testa (P)
M72-1,6g-50%E s M72-1,6g-100%E 0,0060
M72-1,8g-50%E s M72-1,8g-100%E 0,0002

Za razliku od 20-minutnih macerata, tu je vidljiva razlika i kod macerata priredenih s
1,6 g1 1,8 g droge, koja priblizno odgovara porastu razlike mase. Time je potvrdena teza iz
prethodnog poglavlja da se duljim vremenom maceracije postize ravnoteza izmedu otopljenih
1 neotopljenih fenolnih sastavnica. Takoder, vidljivo je da je 50%-tni etanol znatno bolje

otapalo od 100%-tnog etanola.
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Utjecaj mase droge na sadrzaj polifenola u maceratima je prikazan na Slikama 12. i
13. Kod 20-minutne maceracije masa droge utjeCe na sadrzaj polifenola u ekstraktima dok
kod 72-satne maceracije razlike u sadrzaju polifenola izmedu, ekstrakta priredenih s 1,6 g i

1,8 g droge, nema.
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Slika 12. Usporedba sadrzaja polifenola u 20-minutnim maceratima priredenims 1,6 gi 1,8 g
droge. Sve vrijednosti #-testa manje od 0,05 (P<0,05) ukazuju na statisticku razliku i oznac¢ene

su zvjezdicom (*) iznad macerata priredenih od 1,8 g droge.

Tablica 11. Rezultati usporedbe sadrzaja polifenola u 20-minutnim maceratima priredenim s
1,6 gi 1,8 g droge Studentovim z-testom

Usporedeni ekstrakti Vrijednost ¢-testa (P)
M20m-1,6g-50%E s M20m-1,8g-50%E 0,0358
M20m-1,6g-100%E s M20m-1,8g-100%E 0,0421

Macerat s 1,8 g droge, prireden s 50% etanolom pokazuje veci sadrzaj polifenola u
odnosu na istovrsni macerat prireden s 1,6 g droge. Medutim, porast koli¢ine ukupnih
polifenola ne odgovara porastu mase droge, koristene u ekstrakciji. S druge strane, u otopini
priredenoj s 100%-tnim etanolom, koli¢ina otopljenih polifenola ¢ak i1 pada. Time se

potvrduje teza da 20 minuta nije dovoljno za uspostavljanje ekstrakcijske ravnoteze.
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Slika 13. Usporedba sadrzaja polifenola u 72-satnim maceratima priredenim s 1,6 g1 1,8 g
droge. Sve vrijednosti #-testa manje od 0,05 (P<0,05) ukazuju na statisticku razliku i oznac¢ene

su zvjezdicom (*) iznad macerata priredenih od 1,8 g droge.

Tablica 12. Rezultati usporedbe sadrzaja polifenola u 72-satnim maceratima priredenim s 1,8
g1 1,6 g droge Studentovim #-testom

Usporedeni ekstrakti Vrijednost ¢-testa (P)
M72-1,6g-50%E s M72-1,8g-50%E 0,0744
M72-1,6g-100%E s M72-1,8g-100%E 0,5611

Masa droge ne utjece na sadrzaj polifenola u navedenim ekstraktima. To moze znaciti
ili da je vec¢ pri 1,6 g postignuta zasi¢ena otopina ili da je razlika u otopljenoj tvari premala da

bi je se moglo to¢no utvrditi primijenjenom spektroskopskom metodom.
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Na slikama 14. i 15. usporedeni su 20-minutni i 72-satni macerati te je ispitan utjecaj
vremena maceracije na sadrzaj polifenola u maceratima. Rezultati usporedbe sadrzaja
polifenola u 20-minutnim 1 72-satnim maceratima priredenim s 1,6 g 1 1,8 g droge

Studentovim #-testom prikazani su u Tablici 13.1 14.
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Slika 14. Usporedba sadrzaja polifenola u 20- minutnim i 72- satnim maceratima priredenim s
1,6 g droge. Sve vrijednosti #-testa manje od 0,05 (P<0,05) ukazuju na statisticku razliku i

oznacene su zvjezdicom (*) iznad 72-satnih macerata.

Tablica 13. Rezultati usporedbe sadrzaja polifenola u 20-minutnim i 72-satnim maceratima
priredenim s 1,6 g droge Studentovim #-testom

Usporedeni ekstrakti Vrijednost ¢-testa (P)
M20m-1,6g-50%E s M72-1,6g-50%E 0,0022
M20m-1,6g-100%E s M72-1,6g-100%E 0,0071

Pokazalo se da dulje vrijeme maceracije pokazuje znaCajno vecu koncentraciju
polifenola u ispitivanim maceratima jer dulji period ekstrakcije omogucuje da se viSe
polifenola ekstrahira. Ovim je dokazana teza iz prethodnih poglavlja da 20 min nije dovoljno

vrijeme za uspostavljanje ekstrakcijske ravnoteze.
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Slika 15. Usporedba sadrzaja polifenola u 20- minutnim i 72- satnim maceratima priredenim s
1,8 g droge. Sve vrijednosti #-testa manje od 0,05 (P<0,05) ukazuju na statisticku razliku i

oznacene su zvjezdicom (*) iznad 72-satnih macerata.

Tablica 14. Rezultati usporedbe sadrzaja polifenola u 20-minutnim i 72-satnim maceratima
priredenim s 1,8 g droge Studentovim #-testom

Usporedeni ekstrakti Vrijednost ¢-testa (P)
M20m-1,8g-50%E s M72-1,8g-50%E 0,0002
M20m-1,8g-100%E s M72-1,8g-100%E 0,0025

Kao i1 na prethodnoj slici i ovdje se potvrduje teza da 20 min nije dovoljno vrijeme za

uspostavljanje ekstrakcijske ravnoteze.
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5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj ekstrakcijskog otapala na sadrzaj polifenola u
ekstraktima korijena sladi¢a (Glycyrrhiza glabra L.). Usporedivani su glicerolni (10%, 50% 1
90%), vodeni 1 etanolni ekstrakti (50% 1 100%) te je donesen sljede¢i zakljucak. Kod
glicerolnih macerata, priredenih od 10 g otapala, ve¢ nakon 24 h nastaje zasi¢ena otopina te
produljenje vremena ekstrakcije ne pridonosi poboljSanju ekstrakcije, dok kod macerata
,priredenih od 30 g otapala, produljenje vremena ekstrakcije pridonosi ve¢em sadrzaju
polifenola. Takoder, vidljivo je da je 50%-tni glicerol bolje otapalo od vode te 10%-tnog 1 90-
tnog glicerola. Nadalje, u skladu s formulom masene koncentracije manja masa otapala daje
veci sadrzaj polifenola u ispitivanim glicerolnim maceratima. Kod etanolnih pak macerata
utvrdeno je da 20 minuta nije dovoljno za uspostavljanje ekstrakcijske ravnoteze te da je
50%-tni etanol bolje otapalo od 100%-tnog etanola. Na kraju, zbog koriStenja razli¢ite mase
droge kod glicerolnih i etanolnih macerata, rezultate nije moguce tocno medusobno usporediti

te ostaje otvoreno pitanje koliko je zapravo glicerol bolji ili 1o$iji kao otapalo od etanola.
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7. SAZETAK/ SUMMARY

71  SAZETAK

Polifenoli su prirodni antioksidansi koji pokazuju brojne povoljne ucinke na ljudsko
zdravlje. U ovom radu provedeno je spektrofotometrijsko odredivanje polifenola u
ekstraktima korijena sladi¢a (Glycyrrhiza glabra L). Ispitivan je utjecaj ekstrakcijskog otapala
na sadrzaj polifenola u 24 ekstrakta. Usporedivani su glicerolni, vodeni i etanolni ekstrakti.
Osim vrste otapala analiziran je 1 utjecaj mase droge, mase otapala te vrijeme provodenja
ekstrakcije na sadrzaj polifenola u navedenim ekstraktima. Utvrdeno je da je 50%-tni glicerol
bolje otapalo od vode te 10%-tnog 1 90%-tnog glicerola. Kod ekstrakcije etanolom pokazano
je da 20 minuta nije dovoljno za ekstrakciju i da je 50%-tni etanol bolje otapalo od 100%-tnog

etanola.

7.2. SUMMARY

Polyphenols are natural antioxidants which have many beneficial effects on human
health. In this study, spectrophotometric determination of polyphenols was carried out in
extracts made from liquorice root (Glycyrrhiza glabra L). The effect of extraction solvent on
the content of polyphenols in 24 extracts was investigated. Glycerol, water and ethanol
extracts were compared. In addition to the type of solvent, the influence of the drug mass, the
solvent mass and the time of extraction on the polyphenol content in these extracts were also
studied. It was found that 50% glycerol is better solvent than water and 10% and 90%
glycerol. With ethanol extraction it is shown that 20 minutes is not enough for extraction and

50% ethanol is better solvent than 100% ethanol.

32



Sveudiliste u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Studij: Farmacija

Temeljna dokumentacijska kartica

Diplomski rad

Zavod za farmakognoziju
Marulicev trg 20/11, 10000 Zagreb, Hrvatska

ISPITIVANJE UTJECAJA EKSTRAKCIJSKOG OTAPALA NA SADRZAJ
POLIFENOLA U EKSTRAKTIMA KORIJENA SLADICA (Glycyrrhiza glabra L.)

Ana Lijovi¢

SAZETAK

Polifenoli su prirodni antioksidansi koji pokazuju brojne povoljne uc¢inke na ljudsko zdravlje. U

ovom radu provedeno je spektrofotometrijsko odredivanje polifenola u ekstraktima korijena

sladi¢a (Glycyrrhiza glabra L). Ispitivan je utjecaj ekstrakcijskog otapala na sadrzaj polifenola u

24 ekstrakta. Usporedivani su glicerolni, vodeni i etanolni ekstrakti. Osim vrste otapala analiziran

je 1 utjecaj mase droge, mase otapala te vrijeme provodenja ekstrakcije na sadrzaj polifenola u

navedenim ekstraktima. Utvrdeno je da je 50%-tni glicerol bolje otapalo od vode te 10%-tnog 1

90%-tnog glicerola. Kod ekstrakcije etanolom pokazano je da 20 minuta nije dovoljno za

ekstrakciju i da je 50%-tni etanol bolje otapalo od 100%-tnog etanola.

Rad je pohranjen u Sredi$njoj knjiznici Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Rad sadrzi:
Kljucne rijeci:
Mentor:

Ocjenjivaci:

32 stranice, 15 grafickih prikaza, 14 tablica i 15 literaturnih navoda. Izvornik je na hrvatskom
jeziku.
polifenoli, maceracija, spektrofotometrija, glicerol, etanol

Dr. sc. Marijana Zovko Konclié, izvanredni profesor Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta.

Dr. sc. Marijana Zovko Konclié, izvanredni profesor Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta.

Dr. sc. Dubravka Vitali Cepo, izvanredni profesor Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta.

Dr. sc. Marija Kindl, poslijedoktorand Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko- biokemijskog
fakulteta

Rad prihvaéen: rujén 2018.



Basic documentation card

University of Zagrebu

Faculty of Pharmacy and Biochemistry
Study: Pharmacy

Department of Pharmacognosy

Marulicev trg 20/11, 10000 Zagreb, Croatia

Diploma thesis

EXAMINATION OF EXTRACTION SOLVENT INFLUENCE ON POLYPHENOLS
CONTENT IN EXTRACTS OF LIQUORICE ROOT (Glycyrrhiza glabra L.)

Ana Lijovié

SUMMARY

Polyphenols are natural antioxidantswhich have many beneficial effects on human health. In this
study, spectrophotometric determination of polyphenols was carried out in extracts made from
liquorice root (Glycyrrhiza glabra L). The effect of extraction solvent on the content of
polyphenols in 24 extracts was investigated. Glycerol, water and ethanol extracts were compared.
In addition to the type of solvent, the influence of the drug mass, the solvent mass and the time of
extraction on the polyphenol content in these extracts were also studied. It was found that 50%
glycerol is better solvent than water and 10% and 90% glycerol. With ethanol extraction it is
shown that 20 minutes is not enough for extraction and 50% ethanol is better solvent than 100%

ethanol.
The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry.

Thesis includes: 32 pages, 15 figures, 14 tables and 15 references. Original is in Croatian language.

Keywords: polyphenols, maceration, spectrophotometry, glycerol, ethanol

Mentor: Marijana Zovko Konc¢i¢, Ph.D. Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy
and Biochemistry

Reviewers: Marijana Zovko Konc¢i¢, Ph.D. Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy

and Biochemistry
Dubravka Vitali Cepo, Ph.D. 4ssociate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry
Marija Kindl, Ph.D. Postdoctoral researcher, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

The thesis was accepted: September 2018.



