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1. UVOD |
1.1. Medicago lupulina L.

Hmeljasta vija (Medicago Iupulina L.) (Slika 1) je jednogodi$nja, dvogodisnja ili trajna

biljka iz porodice mahunarki (Fabaceae). Siroko je rasprostanjena u podru¢jima s umjerenom i

subtropskom klimom, gdje raste samoniklo po livadnim podrucjima, pretezito na tlu bogatom

dusikom (Grli¢, 1990)
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Slika 1. Hmeljasta vija (Medicago lupulina

L., Fabaceae) (https://en.wikipedia.com)

Stabljika  bilike je

prilegnuta ili uzdignuta te naraste do 60 cm

razgranata,

duljine. List izgraduju tri liske obrnuto
jajastog oblika, od kojih je srednja obi¢no
duza. Nalicja liski su prekrivena dlakama, a
rubovi cjeloviti ili blago nazubljeni
(Turkington i Cavers, 1979). Naziv biljne
vrste potjece od slicnosti njezinih cvatova s
cvatovima hmelja (Humulus lupulus,
Cannabaceae) (Grli¢, 1990). Cvatovi su
sastavljeni od 10-50 sitnih Zutih cvjetica koji
se s vremenom izdulje. Plodovi biljke su sitne
bubreZaste mahune s uvijenim vrhom. Plod je
duljne 2-3 mm te sazrijevanjem poprima crnu
boju. U plodovima se nalazi po jedna
izduZzeno jajasta do 2 mm duga jestiva

sjemenka (Turkington i Cavers, 1979).

Hmeljasta vija je medonosna biljka (Bucar, 2008). Takoder se smatra dobrom krmnom

biljkom. Zbog sposobnosti fiksacije dusika, koristi se u svrhu prirodnog obogacivanja tla dusikom

(https://www.ars-grin.gov/).
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Iako biljka nije prepoznata kao ljekovita, in vitro ispitivanja pokazala su kako ekstrakt
listova hmeljaste vije ima izraZeno antibakterijsko, antifungalno i antitufnorsko djelovanje.
(Baloch i sur., 201\3). Nadzemni dijeiovi biljke sadrZe Siroki spektar razli¢itih bioaktivnih
sastavnica, od kojih se isti¢u feénolne kiseline, flavonoli (kemferol, miricetin i kvercetin), flavoni
(luteolin, apigenin), izoflavoni (biokanin A i formononetin), kumestrol, triterpenski saponini
(glikozidi medikagenske kiseline i sojasapogenola B, C, D, E i F) te proantocijanidini (Kicel i
Olszewska, 2015; Butkuté i sur., 2018).

1.1.1. Polifenoli

Polifenolni spojevi ¢ine jednu od najvecih i najispitivanijih skupina sekundarnih metabolita
biljaka. Siroko su rasprostranjeni u biljnom svijetu te imaju vaznu ulogu u obrani biljke od
ultraljubicastog zracenja, patogena i biljojeda (Lattanzio i sur., 2006). U polifenole ubrajamo vise
od 8000 razli¢itih spojeva koji se prema svojim strukturnim karakteristikama mogu klasificirati u

najmanje 10 podskupina, ukljucujuci fenolne kiseline, flavonoide i trjeslovine (Pietta i sur., 2003).

Najveci medicinski interes pobudili su flavonoidi. Flavonoide izgraduju dva benzenska
prstena povezana preko tri ugljikova atoma koja tvoje oksigenirani heterocikli¢ki prsten (Ce-Cs-
Cs). S obzirom na stupanj oksidacije skeleta te poloZaj benzenskog prstena dijele se na flavone,

flavonole, flavanone, flavanole, antocijanine te izoflavone (Slika 2.) (Pandey i Rizvi, 2009).

a)

Slika 2. Opce strukturne formule flavona (a) i flavonola (b) prisutnih u zeleni hmeljaste vije.
a) Apigenin: Ry = H; Luteolin: Ry = OH
b) Kemferol: R; =Rz = H; Kvercetin: R; = OH, Ry = H; Miricetin: R; =R, = OH



Pozitivno djelovanje polifenolnih spojeva na ljudsko zdravlje viées;ruko je potvrdeno
brojnim epidemioloskim studijama. Pripisuje im se protuupalno, antidijabetsko, antitumorsko,
neuroprotektivno te l;ardioprotektivno djelovanje. Pleiotropni ucinci biljnih polifenola na ljudsko
zdravlje nastoje se objasniti njihovim antioksidacijskim svojstvima, ali i sposobnosti moduliranja
aktivnosti enzima poput ciklooksigenaze, lipoksigenaze, metaloproteinaza i dr. (Pandey i Rizvi,
2009). U slucaju topikalne primjene, polifenoli mogu povecati antioksidacijski kapacitet koze te
tako djelovati preventivno na fotostarenje. Osim toga, polifenolni ekstrakti razlicitih biljnih vrsta
pokazuju i inhibicijsko djelovanje na enzime koji mogu negativno utjecati na ¢vrstocu i elasticnost

koze, poput kolagenaze i elastaze (Zillich i sur., 2015).
1.1.2. Kumestrol

Kumestrol je polifenolni spoj iz skupine kumestana. Prvobitno izoliran iz lucerne
(Medicago sativa) i djeteline (Trifolium sp.) (Bickoffi sur., 1957), stekao je medicinsku pozornost
zbog svojeg estrogenog djelovanja. Karakteristican je za biljne vrste iz porodice mahunarki

(Fabaceae) te je strukturno i farmakoloski sli¢an izoflavonima (Slika 3.).

OCH;,

Slika 3. Strukturne formule fitoestrogena prisutnih u zeleni hmeljaste vije.

a) Kumestrol; b) Izoflavoni - Formononetin: R = H; Biokanin A: R = OH

Analogno endogenim estrogenima, kumestrol djeluje kao agonist estrogenih receptora ERa
i ERp. Pokazuje 30 do 100 puta vecu estrogenu aktivnost u odnosu na izoflavone (Konar, 2013),
a afinitet vezanja za receptore usporediv je s 17B-estradiolom (Kuiper i sur., 1997). Namirnice s
visokim udjelom fitoestrogena poput soje i djeteline tradicionalno se primjenuju kao prirodna

metoda ublazavanja vazomotornih simptoma u postmenopauzalnih Zena. Klinicke studije,



medutim, nisu pokazale ucinkovitost fitoestrogena u navedenoj indikaciji (Chen i sur., 2015).
Prema novijim istrazivanjima, kumestrol je prepoznat kao potentan inhibitor melanogeneze s
preventivnim uéinkom na fotostarenje koze (Park i sur., 2015; Hwang i sur., 2017), pokazujuci

time potencijal za primjenu u dermatologiji i kozmetologiji.

1.2. Starenje koze

Starenje koZe progresivan je proces u kojem dolazi do postepenog slabljenja funkcije i
strukture koZe te narusavanja njezinog izgleda. lako se radi o neizbjeznoj prirodnoj pojavi u ¢ijoj
pozadini leze genetski ¢imbenici i metabolicke promjene (tzv. intrinzi¢no starenje), kozZa je
izloZzena vanjskim Stetnim Cimbenicima koji isti proces mogu znatno ubrzati (ekstrinzi¢no
starenje). Zagadenje zraka, malnutricija i cigaretni dim neki su od primjera, a posebice se istiCe

utjecaj suncevog ultraljubicastog (UV) zracenja (Zhang i Duan, 2018).

Klini¢ki znakovi intrinzi¢nog starenja koze rijetko se manifestiraju prije 70. godine Zivota.
KoZa postaje tanka, blijeda i suha s plitkim borama. Fotostarenje, s druge strane, karakterizirano
je hrapavim izgledom koze, nastankom grubih, dubokih bora te poremecajima u pigmentaciji
(,,staracke pjege) (Newton i sur., 2015). Dugotrajno izlaganje koze UV zracenju je takoder jedan
od glavnih uzro¢nika melanoma (Wang i sur., 2001). Razmatrajuci fenomen starenja kozZe s
molekularne perspektive, patoloske promjene na koZi uzrokovane su oksidacijskim ostecenjem
stani¢nih struktura, promjenama u aktivnosti enzima (lipoksigenaza, elastaza, metaloproteinaze

matriksa i dr.) te ostalim biokemijskim mehanizmima (Kim i Park, 2016).
1.2.1. Oksidacijski stres

Prema teoriji slobodnih radikala, starenje je posljedica akumulacije oSte¢enja uzrokovanih
slobodnim radikalima i ostalim reaktivnim vrstama (Gragnani i sur., 2014). Ljudski organizam, pa
tako i koZa, posjeduje sloZeni sustav enzima i antioksidansa za detoksifikaciju reaktivnih kisikovih
(ROS) i dusikovih vrsta (RNS). ROS i RNS normalan su produkt stani¢nog metabolizma, no mogu
nastati i pod utjecajem §tetnih ¢imbenika kao $to je UV zracenje (Zhang i Duan, 2018). Ukoliko
proizvodnja ROS i RNS nadmasi antioksidacijski kapacitet organizma, nastupa neravnotezno

redoks stanje nazvano oksidacijski stres. ROS i RNS, ukljucujuci hidroksilni radikal ("OH),



i

superoksid (Oz°), peroksidni anion (0%), peroksinitrit (ONOO") i dr., mogu reagirati s razli¢itim
makromolekulama, uzrokujuéi tako ostecenje DNA, proteina te lipida. Povecana proizvodnja ROS
takoder dovodi do povecane ekspresije metaloproteinaza matriksa (MMP) te posljedi¢no do

povecane razgradnje kolagena u koZi (Kim i Park, 2016).

1.2.2. Elastaza

Elastin je vlaknasti protein izvanstanicnog matriksa koji kozi daje elastiCna svojstva.
Sintetizira se u fibroblastima u obliku topljivog prekursora, tropoelastina, koji zajedno s
glikoproteinima matriksa tvori elasticno vlakno. Razgradnja elastina katalizirana je pomocu
enzima elastaze (Shin i sur, 2019). Enzim elastaza ima vaznu ulogu u remodeliranju
izvanstani¢nog matriksa te zacjeljivanju rana. Povecana aktivnost elastaze te degradacija elasti¢nih
vlakana u korelaciji su s gubitkom elasticnosti koZe te nastankom bora. Elastaza je stoga
prepoznata kao potencijalna meta za izradu kozmetickih pripravaka koji usporavaju starenje koze

(Imokawa i Ishida, 2015).

1.3. Lipoksigenaza

Lipoksigenaze (LOX) ¢ine skupinu enzima ukljucenih u metabolizam arahidonske kiseline
te nastajanje razlicitih signalnih molekula poput leukotriena i lipoksina. U ljudi je identificirano 6
razlicitih izoformi koje su klasificirane prema specifi¢nosti poloZaja arahidonske kiseline na kojem
se odvija oksigenacija (5-, 8-, 12- i 15-LOX). Smatra se kako LOX sudjeluju u kontroli
proliferacije i diferencijacije epitela, zacjeljivanju rana, permeabilnosti koze, ali i u patofiziologiji
razli¢itih upalnih stanja koZe poput psorijaze i atopijskog dermatitisa (Krieg i Fiirstenberger,
2014). Razliciti spojevi s inhibicijskim djelovanjem na LOX pokazuju protuupalno djelovanje te
se kao takvi razmatraju kao moguca farmakoloska intervencija u lijeenju i kontroli upalnih bolesti
(Hu i Ma, 2018).

1.4. Tirozinaza

Enzim tirozinaza katalizira odlucujuéi korak u biosintezi melanina, prirodnog pigmenta
odgovornog za pigmentaciju koZe te tamnjenje prehrambenih namirnica poput voca i povréa.
Sinteza melanina odvija se u melanocitima, specijaliziranim stanicama smjeStenim u bazalnom

sloju epidermisa. Prvi korak u biosintezi je tirozinazom katalizirana hidroksilacija L-tirozina te

5



oksidacija u reaktivni dopakinon, koji daljnjim metabolickim reakcijama tvori pigmente
eumelanin te feomelanin. Sintetizirani melanin se pohranjuje u melanosomima te transportira

\

prema keratinocitima (Pillaiyar 1 sur., 201 7).

Proces melanogeneze te pigmentacija koZe najvazniji su ¢imbenici obrane organizma od
Stetnog utjecaja UV zraCenja. Pretjerana enzimska aktivnost tirozinaze moze, medutim, kao
posljedicu imati poremecaj u pigmentaciji koZe. Hiperpigmentacija koZe klinicki se najcesce
manifestira kao melasma ili staracke pjege (Kumari i sur., 2018). Prirodni inhibitori tirozinaze
poput arbutina, hidrokinona te kojicne kiseline pokazuju depigmentacijski u€inak te su koristeni
topikalno u lijeCenju poremecaja pigmentacije. Zbog mutagenih svojstava te razvoja lokalnih
koznih reakcija, njihova primjena je danas ogranicena. Nova istraZivanja su stoga usmjerena prema

razvoju inhibitora tirozinaze s boljim sigurnosnim profilom (Pillaiyar i sur., 2017).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Prekomjerno izlaganje uv ztacenju te oksidacijski stres smatraju se glavpim uzro¢nicima
ubrzanog starenja koze. Obzirom da je kozZa organ od velike estetske vaZnosti, interes suvremene
populacije usmjeren je prema usporavanju ili obrtanju procesa njezinog starenja. Polifenolni
ekstrakti biljaka pokazuju Sirok spektar bioloskih u¢inaka na kozi, ukljucujuci fotoprotektivno,
antioksidacijsko, antikolagenazno i antielastazno djelovanje. Zahvaljujuéi trendu porasta primjene
prirodnih kozmeceutika, njihovom blagotvornom djelovanju na koZu te dobroj podnosljivosti,

biljni ekstrakti idealan su kandidat za izradu kozmetickih pripravaka s ,,anti-aging‘‘ u¢inkom.

Svrha ovog diplomskog rada bila je optimizirati ekstrakciju zeleni hmeljaste vije u ekoloski
prihvatljivom otapalu te procjeniti dermatoloski i kozmeticki potencijal ekstrakta na osnovu
njegove bioloSke aktivnosti in vitro. Kao ekstrakcijsko sredstvo koristen je polipropilenglikol
{PPG), otapalo niske toksi¢nosti koje posjeduje svojstva humektansa (Fowles i sur., 2013).

Navedene karakteristike otapala omoguéuju direktnu primjenu ekstrakta u izradi kozmetickog
pripravka bez prethodnog uklanjanja otapala, smanjenje troSkova izrade te smanjenje negativnog

utjecaja na okolis.



3. MATERIJALI Il METODE

3.1. MATERIJALI ZA ISPITIVANJE
3.1.1 Biljni materijal

Ispitivani su nadzemni dijelovi biljne vrste Medicago lupulina L. ubrane za vrijeme cvatnje
na podrucju jezera Jarun u okolici Zagreba. Zelen je osuSena, usitnjena i pohranjena na sobnoj

temperaturi zaSticena od svjetlosti i vlage.
3.1.2 Kemikalije

U ispitivanjima su koriStene sljede¢e kemikalije: destilirana voda, 37% klorovodi¢na
kiselina, polipropilenglikol, metanol, mravlja kiselina (T.T.T., Njemacka); dimetilsulfoksid
(Kemika, Zagreb), kloroform, natrij-hidrogenfosfat (bezvodni), natrij-dihidrogenfosfat
monohidrat, natrij-hidroksid (GRAM-MOL d.o.0., Zagreb); natrij-karbonat dekahidrat (Zorka,
Sabac); linoleinska kiselina (TCI, Japan); L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) (Cayman
Chemical Company, SAD); kumestrol, galna kiselina, nordihidrogvajaretinska kiselina (NDGA),
koji¢na kiselina, ursolna kiselina, butilhidroksianisol (BHA), B-karoten, tirozinaza, elastaza,
lipoksigenaza, kolagenaza, tris(hidroksimetil)metilamin, N-sukcinil-(Ala)s-p-nitroanilid (SANA),
Tween 40, Folin-Ciocalteau reagens (Sigma Aldrich, SAD)

3.1.3 Uredaji

Koristeni su sljedeci uredaji: mlin za usitnjavanje biljnog materijala; precizna vaga (Mettler
Toledo, évicarska); ultrazvucna kupelj (Sonorex digital, Bandelin electronic, Njemacka), HPLC
uredaj (Agilent 1200 serija, Agilent Technologies, USA) opremljen s diode array detektorom
(DAD) i Zorbax Eclipse XDB C18 kolonom (5 pm, 250 mm x 4,6 mm, Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA), rotavapor (Biichi, Njemacka) i UV/Vis spektrofotometar (BMG Labtech,

Njemacka).




3.2. PRIPREMA EKSTRAKATA

U Erlenmeyérovoj tikvici od 50 mL izvagano je 0,10 g biljne droge. Droga je neposredno
prije ekstrakcije suspendirana u 10 g odgovarajuéeg otapala. Ekstrakcija je. provodena na
ultrazvucnoj kupelji pri snazi od 360 W i frekvenciji 35 kHz. Sastav otapala, temperatura i vrijeme
ekstrakcije tri su varijable ¢ije su vrijednosti odabrane u skladu s Box-Behnkenovim dizajnom
(Tablica 1.). Pri zavrSetku ekstrakcije smjesa je filtrirana preko filter papira te pohranjena na

tamnom i hladnom ( +4 °C) mjestu do analize.

Tablica 1. Nezavisne varijable i njihove vrijednosti u Box-Behnkenovom dizajnu.

Razine
Nezavisne varijable Kod -1 0 1
Udio PPG (%, m/m) Xi 10 50 90
"~ Temperatura (°C)  Xa ‘ 20 50 80
Vrijeme (min) X3 20 40 60

3.3. METODE ISPITIVANJA
3.3.1.Odredivanje ukupnih polifenola

Odredivanje ukupnog sadrzaja polifenola u ekstraktima provedeno je prema modificiranoj
_ Folin-Ciocalteau kolorimetrijskoj metodi (Singleton i sur., 1999). 80 uL ekstrakta pomijesano je s
80 pL Folin-Ciocalteau reagensa (prethodno razrjedenog vodom u omjeru 1:3) te 80 pL. 10%
otopine natrij-karbonata. Nakon 1 sata inkubacije u tamnoj komori pri sobnoj temperaturi
izmjerena je apsorbancija na 630 nm. Ukupni sadrzaj polifenola odreden je pomocu bazdarnog
pravca galne kiseline (Tablica 2.), a rezultat je izraZzen kao ekvivalent galne kiseline u miligramima

po mililitru ekstrakta.

Tablica 2. Bazdarni pravac galne kiseline.

Standard Nagib pravca Odsjecak nay osi r? LOD LOQ
(rg) (ng)
Galna kiselina 41.1592 0.0082 0.9986962  0.05332 0.16159




3.3.2. Odredivanje kumestrola

Sadrzaj kumestrola u ekstraktima odreden je pomoéu uredaja za tekuéinsku kromatografiju

visoke djelotvornosti (eng. high performance liquid chromatography, HPLC) spregnutim s DAD
detektorom. Uzorci ekstrakta i standardne otopine kumestrola prethodno su filtrirani kroz PFTE
filter veliine pora 45 um. Razdvajanje je provedeno pri 40 °C na Zorbax Eclipse XDB-C18 (5
um, 12.5 mm x 4.6 mm, Agilent) koloni opremljenoj s odgovaraju¢om predkolonom, prema
-protokolu opisanom u tablici 3. Mobilne faze dobivene su mijeSanjem vode, metanola i mravlje
kiseline u omjerima 93:5:2 (V:V:V) za mobilnu fazu A, odnosno 3:95:2 (V:V:V) za mobilnu fazu

B. Brzina protoka mobilne faze je 1,0 mL/min. Volumen injektiranja iznosi 30 pL.

Tablica 3. Protokol razdvajanja sastavnica ekstrakata.

Vrijeme Mobilna faza A Mobilna faza B
(min) (vol. %) (vol. %)
0 80 20
10 60 40
35 50 50

Pikovi kumestrola identificirani su pri 270 nm temeljem usporedbe s vremenom
~zadrzavanja i UV spektrom pika na kromatogramu standardne otopine kumestrola. Sadrzaj

_kumestrola u ekstraktima kvantificiran je pomocu konstruiranog bazdarnog pravca (Tablica 4.).

ablica 4. Bazdarni pravac kumestrola.

Standard  Nagib pravca Odsjecak na y osi r’ LOD LOQ
(rg) (rg)
Kumestrol 2398.6087 0 0.9999947  0.0037901 0.011485

3.3.3. Eksperimentalni dizajn

Za dizajn eksperimenta te optimizaciju uvjeta ekstrakcije koriSten je Box-Behnkenov
)n. Regresijskom analizom rezultata predvidene su optimalne kombinacije tri nezavisne

arijable (uvjeti ekstrakcije) s obzirom na dobivene vrijednosti zavisne varijable (sadrZaj
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kumestrola, odnosno polifenola). Cilj optimizacije je dobivanje ekstrakta s maksimalnim
sadrZzajem bioaktivnih sastavnica. Dobiveni eksperimentalni podaci ukopljeni su u kvadratni

polinomni model prema sljedecoj jednadzbi:

Y=Ag+ T AX; + XK, Ay XF+ T < T 1) A XX (1)

gdje je Y zavisna varijabla; Ao, Ai, Aii i Aj su regresijski koeficijenti za odsjecak, linearni i

kvadratni faktor te interakciju; X; i X; su nezavisne varijable.
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3.3.4. p-karoten linoleatna analiza

Antioksidacijska aktivnost ekstrakata vrjednovana je B-karoten linoleatnom analizom.
:?ropis je izveden iz postupka opisanog u literaturi (Rajic i sur., 2010) uz manje modifikacije. U
topinu B-karotena u kloroformu (1,'825 mg/mL) dodano je 6 kapi Tweena 40. Nakon uklanjanja
loroforma, dodano je 20 mL linoleinske kiseline, 30 mL aerirane destilirane vode te je smjesa
snazno promijeSana. Alikvot (200 pL) nastale emulzije dodan je metanolu (50 pL; negativna
kontrola) i serijski razrjedenim otopinama ekstrakta u metanolu. Plo¢a je inkubirana 120 minuta
50 °C, tijekom Cega je mjerena apsorbancija na 450 nm u intervalima od 15 minuta.

Antioksidacijska aktivnost (AA) izraCunata je pomocu jednadzbe:

_ (Apoé_Akon)
(Apoé‘Akan)

AA(%) = (1 uzorak ) + 100 ©)

negativna kontrola

“ﬁée je Apo¢ aporbancija na samom pocetku inkubacije (t = 0 min), a Akon apsorbancija pri zavrsetku
' ubacije (t = 120 min). Svi uzorci su izradeni u triplikatu. Izracunata je 1Cso, odnosno
ncentracija ekstrakta koja reagira s 50% slobodnih radikala prisutnih u sustavu. BHA je koriSten

0 pozitivna kontrola.

3.3.5. Ispitivanje inhibicijskog djelovanja ekstrakta na lipoksigenazu

Inhibicijsko djelovanje ekstrakta na lipoksigenazu ispitano je spektrofotometrijski (Chekir
ar., 2018). U 200 pL otopine ekstrakta u fosfatnom puferu (0,1 M, pH 8) dodano je 30 pL otopine
ksigenaze. Reakcija je inicirana dodatkom otopine Na-linoleata. Nakon 10 minuta inkubacije
sobnoj temperaturi izmjerena je apsorbancija na 234 nm. Kao negativna kontrola koriStena je
pina koja umjesto ekstrakta sadrzi ekvivalentni volumen fosfatnog pufera. Inhibicijska

sivnost ekstrakta na lipoksigenazu (InhL) izradunata je prema jednadzbi:

InhL (%) = -’-‘-’{;‘fﬁ x 100 3)
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gdje je An apsorbancija negativne kontrole, a Ag apsorbancija otopine ekstrakta. Sva mjerenja su
_izradena u triplikatu. Izracunata je koncentracija koja inhibira 50% aktivnosti lipoksigenaze (InhL

 ICs0). NDGA je koriStena kao pozitivna kontrola.

3.3.6. Ispitivanje inhibicijskog djelovanja ekstrakta na elastazu

Inhibicijsko djelovanje ekstrakta na elastazu ispitano je prema modificiranom propisu
opisanom u literaturi (Ko i sur., 2011). U 100 pL otopine ekstrakta u 0,1 M Tris-HCI puferu (pH
0) dodano je 100 puL otopine N-sukcinil-(Ala)s-p-nitroanilida (SANA) u istom puferu. Nakon 10
minuta inkubacije na sobnoj temperaturi dodano je 25 pL otopine elastaze u Tris-HCI puferu.
Nakon dodatnih 10 minuta izmjerena je apsorbancija na 410 nm. Kao negativna kontrola koristena
- otopina koja umjesto ekstrakta sadrzi ekvivalentni volumen Tris-HCI pufera. Inhibicijska

ctivnost ekstrakta na elastazu (InhE) izracunata je prema jednadZzbi:

AN AN—-AE

InhE (%) = 22X2E 4 100 4)

zdje je An apsorbancija negativne kontrole, a Ag apsorbancija otopine ekstrakta. Sva mjerenja su
radena u triplikatu. Izracunata je koncentracija koja inhibira 50% aktivnosti elastaze (InhE 1Csp).

ao pozitivna kontrola koristena je ursolna kiselina.

3.3.7. Ispitivanje inhibicijskog djelovanja ekstrakta na tirozinazu

Inhibicijsko djelovanje ekstrakta na tirozinazu ispitano je prema opisanom literaturnom
zropisu (Masuda i sur., 2005) uz manje modifikacije. U 120 pL otopine ektrakta u 16 mM
sfatnom puferu (pH 6,8) dodano je 40 pL otopine tirozinaze. Nakon 10 minuta inkubacije u
wamnoj komori pri sobnoj temperaturi dodano je 40 pL otopine L-DOPA (0,52 mg/mL). Nakon
datnih 10 minuta izmjerena je apsorbancija na 492 nm. Kao negativna kontrola koristena je
""»%:spina koja umjesto ekstrakta sadrzi ekvivalentni volumen fosfatnog pufera. Inhibicijska

zxtivnost ekstrakta na tirozinazu (InhT) izracunata je prema jednadzbi:

AN—AE

InhT (%) = * 100 (5)
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gdje je An apsorbancija negativne kontrole, a Ag apsorbancija otopine ekstrakta.. Sva mjerenja su
izradena u triplikatu. IzraCunata je koncentracija koja inhibira 50% aktivnosti tirozinaze (InhT

_ ICs0). Otopina koji¢ne kiseline koristena je kao pozitivna kontrola.

3.3.8. Statisticka analiza

Za dizajn eksperimenta, provjeru modela te optimizaciju uvjeta ekstrakcije koriSten je Box-
Behnkenov dizajn u programu Design Expert verzije 12.0.8.0. (Stat-Ease, USA). Valjanost modela
potvrdena je analizom varijance (ANOVA), pri ¢emu su P-vrijednosti manje od 0,05 smatrane
statisticki znaCajnima. Takoder je provedena usporedba predvidenih i izmjerenih vrijednosti
ovisnih varijabli za optimizirane ekstrakte. Mjerenja bioloske aktivnosti i ukupnih polifenola
provedena su u triplikatu, a rezultati iskazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Pokusi
su provedeni u razli€itim koncentracijama (4-7 koncentracija), a ICso vrijednosti su odredene

_regresijskom analizom u programu Microsoft Excel (Microsoft, USA).
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4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJE

4.1.1.Eksperimentalni dizajn

U ovome radu implementiran je trofaktorijalni Box-Behnkenov eksperimentalni dizajn u
iri razine, s ciljem da se matematicki definira utjecaj odabranih ekstrakcijskih parametara na
drzaj kumestrola te polifenola u PPG ekstraktima hmeljaste vije. Kao ekstrakcijski parametri
odabrani su udio PPG u otapalu, temperatura te vrijeme ekstrakcije. Rasponi ekstrakcijskih
rametara navedeni su u Tablici 1. Zahvaljujuéi njezinoj jednostavnosti te ucinkovitosti, metoda

ultrazvucne ekstrakcije odabrana je za pripremu zelenih ekstrakata hmeljaste vije.

Pravilan odabir otapala jedan je od klju¢nih ¢imbenika uspjesnosti ekstrakcije bioaktivnih
sastavnica. U ovome radu je kao ekstrakcijsko sredstvo koristena smjesa PPG i vode. Udio PPG i
,’%‘@de u smjesi utjece na fizikalno-kemijska svojstva ekstrakcijskog sredstva, kao §to su polarnost i
-iskoznost. Kako bi se ustanovio optimalan omjer vode i PPG za ekstrakciju bioaktivnih sastavnica
meljaste vije, za ekstrakciju su koristeni 10%, 50% i 90% PPG. Drugi vazan ekstrakcijski
etar jest temperatura. Porast temperature sustava povecava kineticku energiju molekula u
stopini te smanjuje viskoznost otapala, povecavajudi pritom uspjesnost ekstrakcije. S druge strane,
wviSena temperatura moze dovesti do razgradnje termolabilnih spojeva, ukljucujuéi pojedine
enolne spojeve (Ciganovic i sur., 2019). Duljina trajanja ekstrakcije tre¢i je parametar koji

potencijalno utjece na uspjesnost ekstrakcije.

Jedna od prednosti primjene Box-Behnkenovog dizajna jest znacajno smanjenje broja
zisperimentalnih ispitivanja (,,run‘) potrebnih za dizajniranje modela (Ferreira i sur., 2007). Za
mirebe ovog istraZivanja sveukupno je provedeno 17 ekstrakcija, ukljuéujuéi 5 ponavljanja u

cenwalnoj tocki (50% PPG, 50 °C, 40 min). Rezultati ispitivanja opisani su u tablici S.
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Tablica S. Box-Behnken dizajn i rezultati izracuna.

Run PPG Temperatura  Vrijeme Kumestrol TP
(%, wiw) °O) (min) (ng/mL) (mg/mL)

1 90 80 40 0.179854 0.016
2 50 20 60 0621193  0.0578
3 50 80 60 0.655936 0.0528
4 50 80 20 0.719862 0.0547
5 10 20 40 0 0.0498
6 10 50 60 0 0.064
7 50 50 40 0.671222 0.0515
8 90 50 60 0 0.0524
9 50 50 40 0.690678 0.0553
10 10 50 20 0 0.0725
11 50 50 40 0.77406 0.0552
12 50 20 20 0.45582 0.0451
13 90 20 40 0 0.0259
14 10 80 40 0 ~0.0581
15 50 50 40 0.811582 0.0596
16 90 50 20 0 0.0358
17 50 50 40 0.708744 0.0576

Rezultati ukazuju na izraZenu varijabilnost sadrzaja kumestrola te polifenola. Moze se
kljuciti kako odabrani ekstrakcijski parametri imaju znacajan utjecaj na prinos ekstrakcije.
visno o iznosu ekstrakcijskih parametara, sadrzaj kumestrola u ekstraktima krece se u intervalu
i 0 do 0,81 pg/mL. SadrZaj ukuphih polifenola veéi je i do 100 puta u odnosu na sadrzaj
umestrola te poprima vrijednosti od 0,016 mg/mL do 0,073 mg/mL. Odsustvo kumestrola u
’}edinim ekstraktima vjerojatno je posljedica preniskog (10%) ili previsokog udjela PPG (90%),

osno neodgovarajudih fizikalno-kemijskih svojstva otapala.
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4.1.2.Analiza modela

ViSestrukom regresijskom analizom eksperimentalnih podataka u programu Design Expert
utvrdeno je da se utjecaj ekstrakcijskih parametara na sadrzaj kumestrola te polifenola najbolje
moZe opisati modelima kvadratne polinomne jednadzbe. Polinomne jednadzbe koje definiraju oba

_modela opisana su u tablici 6. Statisticki znacajni faktori oznaceni su podebljanim fontom.

Tablica 6. Opca polinomna jednadZba oba modela te vrijednosti koeficijenata za pojedine modele.

Y = aXf + b/Yé2 + CX32 + dX1X2 + eX1X3 +fX2X3 -+ 9X1 -+ th + lX3 +]

Y a b c d e f g h i j
Kumestrol -0.6497 -0.0365 -0.0815  0.0450 0 -0.0573  0.0225 0.0598 00127 0.7313
{ng/mL)

Polifenoli -0.0074 -0.0110 0.0077 -0.0046 0.0063 -0.0037 -0.0143  0.0004 0.0024  0.0558
{mg/mL)

¥ = sadrzaj kumestrola (pg/mL) ili ukupnih polifenola (mg/mL);

’X; = maseni udio PPG u otapalu (%); X, = temperatura ekstrakcije (°C); X3 - vrijeme trajanja ekstrakcije (min).

Na osnovu dobivenog matematickog modela (kvadratnog polinoma) konstruirana je
odzivna povrs$ina koja omogucava vizualni prikaz utjecaja ispitivanih parametara te njihove
interakcije na iznos zavisne varijable. Graficki prikaz odzivne povrSine dobiven je tako da su
zavisna varijabla te dvije nezavisne varijable smjeStene na odgovaraju¢im osima koordinatnog

Sustava (x,y,z), dok je srednja vrijednost trece nezavisne varijable uzeta kao fiksna (Slika 4).

Analizom prvog modela (ovisnost sadrZaja kumestrola u ekstraktu o ekstrakcijskim
vjetima) vidljivo je kako je udio PPG najznacajniji ekstrakcijski parametar. Utjecaj udjela PPG
na sadrZaj kumestrola opisana je kvadratnim i linearnim faktorima u polinomnoj jednadzbi.
Drugi statisti¢ki znagajan ekstrakcijski parametar jest temperatura. Porast temperature ekstrakcije
dielovalo je povoljno na koncentraciju kumestrola. Ovisnost sadrzaja kumestrola o temperaturi
%}pisana je linearnim faktorom. Vrijeme ekstrakcije nije pokazalo statisticki znacajan utjecaj na
oncentraciju kumestrola. Uzimajuci u obzir utjecaj obje varijable te njihovu interakciju, ¢ini se

kako je za optimalnu ekstrakciju kumestrola najpogodnija kombinacija srednje vrijednosti
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'masenog udjela PPG u otapalu te visoke temperature ekstrakcije. Kako se udio PPG povecavao

li smanjivao, sadrZaj kumestrola bio je manji. Utjecaj obje varijable na sadrzaj kumestrola jasno

ie prikazan na Slici 4a).

Analizom drugog modela (ovisnost sadrzaja polifenola u ekstraktu 0 ekstrakcijskim
‘uvjetima) vidljivo je da su sva tri ektrakcijska parametra statisticki znacajna. Njihov utjecaj na
znos zavisne varijable moZe se opisati kvadratnim te linearnim faktorima. Udio PPG u otapalu i
‘ovdje predstavlja najznacajniji ekstrakcijski parametar. Medutim, za razliku od prvog modela, nizi
-maseni udio PPG pogoduje vecem prinosu polifenola. Krace vrijeme ekstrakcije takoder pogoduje
eCem prinosu polifenola, §to ukazuje na mogucnost njihove razgradnje prilikom dugotrajnog
laganja poviSenoj temperaturi te ultrazvuénim valovima. To je posebice vidljivo u slucaju

ombinacije visokih temperatura i dugog vremena ekstrakcije (Slika 4f).
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Nakon uklapanja eksperimentalnih podataka u odgovarajuce polinomne modele, valjanost

modela potvrdena je analizom varijance (ANOVA). Odabrani kvadratni modeli pokazali su se

statisti¢ki zna¢ajnima (P-vrijednost < 0,05). Vrijednosti koeficijenta determinacije (+%) relativno

su blizu jedini¢noj vrijednosti, $to pokazuje dobru reprezentativnost modela. Odstupanje modela

se niti u jednom slucaju nije pokazalo kao statisti¢ki znacajno, na Sto ukazuju niske F-vri jednosti

te visoke P-vrijednosti (Tablica 7).

Tablica 7. Analiza varijance (ANOVA) za kvadratne modele optimizacije ekstrakcijskih

parametara.
Kumestrol (#> = 0.9891)
Izvor SS df MS F-vrijednost  P-vrijednost
Model 1.914517 9  0.212724124 70.43951 <0.0001
Odstupanje modela* 0.007098 3 0.002365981 0.673985 0.6116

Cista pogreska 0.014042 4  0.003510435

Ukupni polifenoli (~2 = 0.9730)
Izvor SS df MS F-vrijednost  P-vrijednost
Model 0.00294 9  0.00033 28.0139 0.0001

Odstupanje modela*

Cista pogreska

45x%x10° 3 1.5x 107 1.62723
3.7x10° 4 92x10°

0.3172

SS = zbroj kvadrata; df= stupnjevi slobode; MS = aritmeti¢ka sredina kvadrata

* eng. lack of fit
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4.1.3.Optimizacija ekstrakcijskih parametara i validacija modela

Svrha optimizacije ekstrakcijskih parametara jest dobivanje ekstrakta hmeljaste vije s
maksimalnim sadrzajem kumestrlola, odnosno polifenola. Numerickom. optimizacijom
ekstrakcijskog procesa u programu Design Expert dobiveno je vise moguéih rjeSenja za oba
prethodno opisana modela, pri c¢emu su kao najprikladnija rjeSenja odabrana ona kod kojih je
pozeljnost (eng. desirability) iznosila 1. Izabrane vrijednosti ekstrakcijskih parametara za oba

modela opisane su u tablici 8.

Tablica 8. Predvidene i izmjerene vrijednosti optimalnog iznosa ovisnih varijabli.

RS Optimizirani PPG T t Predvideno Izmjereno  Odstupanje
znaka
odgovor (% (m/m)) (°C) (min) (ug/mL) (ng/mL) (%)
Fum-opt Kumestrol 50 80 35 0,762 0,699 -8.3
TP-opt Polifenoli 10 70 20 75,21 66,93 -11,0

Prema rjeSenjima kvadratnih jednadZzbi, najbolji uvjeti za ekstrakciju kumestrola su otapalo
s 50 % PPG, temperatura ekstrakcije 80 °C te vrijeme ekstrakcije 35 min. Ekstrakcijski parametri
za optimalnu ekstrakciju ukupnih polifenola glase: 10% PPG kao otapalo za ekstrakciju,
temperatura 70 °C te vrijeme ekstrakcije 20 min. Kao §to je i ofekivano, poviSena temperatura
pogoduje vecem prinosu kumestrola te ukupnih polifenola. Sastav otapala se medutim znacajno
razlikuje medu modelima. Otapalo srednje polarnosti (50% PPG) optimalno je za ekstrakciju
kumestrola, dok je za ekstrakciju polifenola pogodnije polarnije otapalo s ve¢im udjelom vode

10% PPG). Moze se stoga pretpostaviti da u biljci dominiraju polifenoli polarnije strukture.

Zakljuéno, kako bi se dodatno potvrdila prikladnost odabranih modela, pripravljeni su
ckstrakti pri uvjetima navedenim u tablici 8. Odredivanjem sadrzaja kumestrola te ukupnih
polifenola u pripravljenim ekstraktima utvrdeno je kako su eksperimentalno dobivene vrijednosti
mze od ocekivanih. Pritom je primije¢eno neSto znacajnije odstupanje od modela u slucaju
“kupnih polifenola. Iz tog bi razloga trebalo provesti dodatne analize kako bi se ustvrdio uzrok

«stupanja.
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4.2. BIOLOSKI TESTOVI

Terapijski potencijal biljnih ekstrakata moguce je vrjednovati odredivanjem njihove
bioloske aktivnosti u in vitro uvjetima. Za potrebe ovog diplomskog rada odabrana su cetiri
reprezentativna bioloska testa: f-karoten linoleatna analiza, ispitivanje inhibicijskog djelovanja na
lipoksigenazu, ispitivanje inhibicijskog djelovanja na elastazu te ispitivanje inhibicijskog
djelovanja na tirozinazu. Kao mjera bioloske aktivnosti ekstrakata uzete su vrijednosti
polumaksimalnih inhibicijskih koncentracija (ICso), tj. koncentracije ekstrakata koje inhibiraju
odredeni kemijski ili biokemijski proces za 50%. Niza ICso vrijednost stoga oznacava vecu

biolosku aktivnost.

4.2.1.p-karoten linoleatna analiza

Odredivanje antioksidaci jske aktivnosti ekstrakta u B-karoten linoleatnoj analizi temelji se
na obezbojenju fP-karotena kao posljedica reakcije s linoleatnim radikalima. Zagrijavanjem
emulzijskog sustava obogacenog kisikom dolazi do oksidacije linoleinske kiseline te nastanka
linoleatnog radikala. Reaktivni linoleatni radikal napada nezasicene ugljikove atome B-karotena te
uzrokuje pucanje © veza. Obzirom da nastali produkt ne sadrzi visoko konjugirani sustav 7 veza,
molekula gubi karakteristicno Zuckasto obojenje. Ukoliko su, medutim, u sustavu prisutni
antioksidansi (npr. polifenolni spojevi), dio radikala biti ¢e ,,neutraliziran® redukcijom te ce se
obezbojenje sustava odvijati sporije (Amarowicz i sur., 2004). Navedena reakcija moZe se pratiti
spektrofotometrijski, stoga je moguce izracunati antiokidacijsku aktivnost uzorka (AA, jednadzba
2), a potom i odrediti koncentraciju ekstrakta pri kojoj je 50% nastalih radikala u sustavu

neutralizrano (AA ICso). Sto je obojenje emulzije postojanije, antioksidacijska aktivnost je veéa.
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Slika S. Usporedba AA ICso vrijednosti optimiziranih ekstrakata s pozitivnom kontrolom.

Rezultati analize prikazani su na Slici 5. ICse za ekstrakt optimiziran na ukupne polifenole
(TP-opt) iznosi 209.35 + 8.74 pL/ml., odnosno 188.33 + 3.93 pl./mL za ekstrakt optimiziran na
kumestrol (Kum-opt). ICso BHA, sintetskog antioksidansa koji je koristen kao pozitivna kontrola,
iznosi 310.02 + 4.97 pg/mL. Prema tome, oba ekstrakta pokazuju jace antioksidacijsko djelovanje
u odnosu na pozitivnu kontrolu. Antioksidacijska aktivnost najveca je kod ekstrakta optimiziranog

na kumestrol.
4.2.2.Ispitivanje inhibicijskog djelovanja na lipoksigenazu

Enzim lipoksigenaza katalizira dioksigenaciju nezasicenih masnih kiselina, pri ¢emu
mastaju hidroperoksi-masne kiseline. Nastali hidroperoksi lipidni produkti u svojoj strukturi sadrze
konjugirani dien koji snaZzno apsorbira zracenje valne duljine 234 nm (Anthon i Barrett, 2001).
Zahvaljujuci tome, tijek enzimske reakcije moguce je pratiti spektrofotometrijski. Dodatkom

mhibitora lipoksigenaze u sustav koli¢ina lipidnog produkta se smanjuje, Sto se
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spektrofotometrijski o€ituje kao smanjenje apsorbancije u odnosu na kontrolu. Vece smanjenje

apsorbancije korelira s ve¢om inhibicijskom aktivnosti.
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Slika 6. Usporedba InhL ICsg vrijednosti optimiziranih ekstrakata s pozitivnom kontrolom.

Odnos izmedu ICso vrijednosti za optimizirane ekstrakte te pozitivne konwole (NDGA)
prikazan je graficki na Slici 6. ICso vrijednosti za optimizirane ekstrakte iaose 188.79 + 49.21
uL/mL (TP-opt) te 141.16 + 16.95 pL/mL (Kum-opt). Nordihidrogvajaretinska kiselina, poznati
LOX inhibitor, pokazuje znatno izraZenije inhibicijsko djelovanje (ICso = 13.106 + 0.899 pg/mL).
Dobiveni eksperimentalni podaci upucuju na prisutnost inhibici jskog djelovanja kod oba eksirakta,
pri ¢emu je ono izraZenije kod ekstrakta optimiziranog na sadrZaj kumestrola. Medutim, iz
usporedbe ICso vrijednosti ekstrakata i pozitivne kontrole vidljivo je kako je inhibicijsko

djelovanje ekstrakata na LOX 10-14 puta slabije u odnosu na NDGA.
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4.2.3.1Ispitivanje inhibicijskog djelovanja na elastazu

Metoda odredivanja antielastazne aktivnosti ekstrakata temelji se na reakciji hidrolize N-
sukcinil-(Ala)s;-p-nitroanilida (SANA), kromogenog supstrata elastaze. U reakciji dolazi do
cijepanja amidne veze te oslobadanjla p-nitroanilina koji apsorbira zracenje valne duljine 410 nm
(Bose i sur., 2017). Dodatkom inhibitora elastaze u sustav koli¢ina p-nitroanilina se smanjuje, §to
se spektrofotometrijski o€ituje kao smanjenje apsorbancije u odnosu na kontrolu. Vece smanjenje

apsorbancije korelira s ve¢om inhibicijskom aktivnosti.
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Slika 7. Usporedba InhE ICsg vrijednosti optimiziranih ekstrakata s pozitivnom kontrolom.

Dobivene ICsg vrijednosti prikazane su graficki na Slici 7, pri éemu su ckstrakti testirani u
okviru ovog diplomskog rada, a podatak o ucinku ursolne kiseline je preuzet iz literaturnih
podataka (Ciganovic i sur. 2019). Inhibicijsko djelovanje na elastazu snazno je izraZzeno kod
arsolne kiseline (pozitivna kontrola; ICso = 33.61 £ 2.64 ng/ml). Kod oba ekstrakta antielastazno
2:elovanje je relativno slabo, iako je u slucaju ekstrakta optimiziranog na sadrzaj polifenola (TP-

opt) primijecena nesto bolja ucinkovitost (ICso= 814.12 £ 23.11 uL/mL). lako je razlika izmedu
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ucinkovitosti uzoraka i pozitivne kontrole velika, varijabilnost se djelomiéno moze pripisati i

¢injenici da uzorci i pozitivna kontrola nisu testirani tijekom istog pokusa

4.2.4.1Ispitivanje inhibicijskog djelovanja na tirozinazu

Metoda odredivanja inhibicijskog djelovanja ekstrakta na tirozinazu zasniva se na
tirozinazom kataliziranoj reakciji oksidacije L-DOPA-e u reaktivni dopakinon, koji potom nizom
neenzimskih reakcija polimerizira u pigmente eumelanin te feomelanin (Bose i sur., 2017).
Dodatkom inhibitora tirozinaze u sustav koli¢ina produkta se smanjuje, §to se spektrofotometrijski
o€ituje kao smanjenje apsorbancije u odnosu na kontrolu. Vece smanjenje apsorbancije korelira s

ve¢om inhibicijskom aktivnosti.
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Slika 8. Usporedba InhT ICso vrijednosti optimiziranih ekstrakata s pozitivnom kontrolom.
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StatistiCkom obradom podataka izraunate su ICsp vrijednosti za oba optimizirana
ekstrakata, kao i za pozitivnu kontrolu (koji¢na kiselina). Rezultati su graf iéki prikazani na Slici
8. ICso vrijednost ekstrakta optimiziran na ukupne polifenole (TP-opt) iznosi 283.13 + 14.31
pL/mL, dok je za ekstrakt optimiziran na kumestrol (Kum-opt) nesto niZi te iznosi 234.58 + 16.12
uL/mL. Koji¢na kiselina, poznati inhibitor tirozinaze gljiviénog porijekla, pokazuje znatno jace
inhibicijsko djelovanje (ICso= 4.43 £ 0.39 pg/mL). Rezultati analize sugeriraju da je inhibicijsko
djelovanje ekstrakata hmeljaste vije na enzimsku aktivnost tirozinaze vrlo slabo do zanemarivo.
Medutim, valja uzeti u obzir kako postoje drugi mehanizmi kojima sekundarni metaboliti bil jaka
mogu inhibirati melanogenezu. Antimelanogeno djelovanje kumestrola, na primjer, nije posljedica
izravne inhibicije tirozinaze, ve¢ smanjenja koli¢ine enzima, vjerojatno na translacijskoj ili
posttranslacijskoj razini (Hwang i sur., 2017). Iz tog bi razloga inhibicijsko djelovanje ekstrakata

na melanogenezu bilo pozeljno ispitati na modelu stani¢nih kultura.
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5. ZAKLJUCAK

U ovome radu uspje$no je, provedena ultrazvucna ekstrakcija bioloski aktivnih tvari iz
zeleni hmeljaste vije u smjesi polipropilenglikola i vode. Takoder je uspjeSno primjenjena
metodologija odzivne povrsine (eng. response surface methodology) u sklopu Box-Behnkenovog
dizajna, temeljem kojeg je matematicki opisan utjecaj ekstrakcijskih parametara na sadrzaj
kumestrola te ukupnih polifenola. Analizom modela ustanovljeno je kako su maseni udio PPG te
temperatura statistiCki najznacajniji ekstrakcijski parametri. Takoder su predvideni uvjeti za
dobivanje ekstrakata s maksimalnim sadrzajem kumestrola (50 % PPG, 80°C, 35 min) te ukupnih
polifenola (10% PPG, 70°C, 20 min). Kvantitativnom analizom sadrzaja ekstrakata pripremljenih
u optimalnim uvjetima te statistickom obradom oba modela potvrdena je njihova vjerodostojnost.
Optimizirani ekstrakti koriSteni su dalje u ispitivanjima in vitro bioloske aktivnosti. Oba ekstrakta
pokazala su izraZzeno antioksidacijsko djelovanje. S druge strane, inhibitorni u¢inak ekstrakata na

lipoksigenazu relativno je blag, dok je u¢inak prema tirozinazi bio gotovo zanemariv.
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6. SAZETAK / SUMMARY
7.1.SAZETAK

Starenje koZe progresivan je proces kojeg je moguce usporiti primjenom kozmetigkih
pripravaka. Biljni polifenolni ekstrakti pokazuju Sirok spektar bioloskih u¢inaka na kozi, dobru
podnosljivost te ekolosku prihvatljivost, $to ih ¢ini idealnim kandidatom za izradu ,,anti-aging*
kozmetike. Cilj ovog istraZivanja bio je optimizirati ultrazvucnu ekstrakciju zeleni hmeljaste vije
u polipropilenglikolu, ekoloski prihvatljivom otapalu niske toksi¢nosti sa svojstvima
humektansa. Takoder su provedena in vitro bioloska ispitivanja s ciljem vrjednovanja terapijskog
1 kozmetickog potencijala ekstrakata. Provodenje ekstrakcije te odabir ekstrakcijskih parametara
prethodno su planirani koriste¢i Box-Behnkenov dizajn. Kao ekstrakcijski parametri odabrani su
maseni udio PPG, temperatura te vrijeme ekstrakcije. Sadrzaj kumestrola u ekstraktima
kvantificiran je pomo¢u HPLC-a, dok je sadrza;j ukupnih polifenola izmjeren
spektrofotometrijski. Visestrukom regresijskom analizom dobivena je polinomna jednadzba koja
opisuje utjecaj ekstrakcijskih parametara na sadrzaj kumestrola te ukupnih polifenola.
Rjesavanjem jednadZbe dobiveni su optimalni ekstrakcijski uvjeti: 50 % PPG, 80°C, 35 min za
kumestrol te 10% PPG, 70 °C, 20 min za ukupne polifenole. Naposlijetku su provedena Cetiri
bioloska testa: B-karoten linoleatna analiza, ispitivanje inhibicijskog djelovanja na lipoksigenazu,
ispitivanje inhibicijskog djelovanja na elastazu te ispitivanje inhibicijskog djelovanja na
tirozinazu. Rezultati testova upucuju na izraZzeno antioksidacijsko te blago protuupalno

djelovanje ekstrakta, pokazujuéi time potencijal za dermatolosku i kozmeticku primjenu.
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7.2.SUMMARY

Skin aging is a progressive process which can be delayed by applying cosmetic products.
Plant polyphenolic extracts show a wide range of biological effects on the skin, éood tolerability
and environmental acceptability, which makes them an ideal candidate for the preparation of anti-
aging cosmetics. The aim of this study was to optimize ultrasound-assisted extraction of black
medick aerial parts using polypropylene glycol, an environmentally friendly low-toxicity solvent
with humectant properties. Furthermore, several in vitro biological tests have been preformed in
order to evaluate therapeutic and cosmetic potential of the extracts. The extraction and selection
of extraction parameters were previously planned using Box-Behnken design. Mass fraction of
PPG, temperature and time were selected as extraction parameters. Coumestrol content in extracts
was quantified using HPLC, while the total polyphenolic content was measured
spectrophotometrically. Multiple regression analysis yielded a polinomal equation describing the
influence of extraction parameters on coumestrol and total polyphenol content. By solving the
equation, optimal extraction conditions were obtained: 50% PPG, 80 °C, 35 min for coumestrol
and 10% PPG, 70 °C, 20 min for total polyphenols. Finally, four biological tests were performed:
B-carotene linoleate analysis, lipoxygenase inhibition assay, elastase inhibition assay and
tyrosinase inhibition assay. The test results indicate a pronounced antioxidant and mild anti-
inflammatory activity of the extract, thus showing the potential for dermatological and cosmetic

use.
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