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SAZETAK:

Cilj istrazivanja: Nusproizvodi vinarstva, proizvodnje maslinova ulja i prerade
agruma zbog svojega sastava i mogucnosti ekstrakcije posjeduju potencijal za primjenu u
kozmeti¢koj industriji. Cilj ovog istrazivanja je provesti detaljnu pretragu literature o
zabiljezenim djelovanjima njihovih ekstrakata na kozu samostalno, ili u sklopu kozmetickih

formulacija.

Materijali i metode: Za potrebe pisanja specijalistickog rada pretrazene su elektronic¢ke baze
ScienceDirect i PubMed. Pregledane su sve publikacije koje su se pojavile kao rezultat
pretrage s dostupnim cjelovitim tekstovima, ili u iznimnim slucajevima sazecima. Odabir je
ograni¢en na izvorne radove objavljene na engleskom jeziku s istrazenim djelovanjem

ekstrakata nusproizvoda na kozu i mehanizme povezane s tim uc¢inkom.

Rezultati: Radom su obuhvacene 52 publikacije, od ¢ega 22 za nusproizvode vinarstva, 18 za
nusproizvode proizvodnje maslinova ulja te 12 za nusproizvode prerade agruma. Navedena
istrazivanja sistematiéno su obradena na temelju zabiljezenih ucinaka. Nusproizvodi
vinarstva i proizvodnje maslinova ulja pokazali su anti-aging, antimikrobno i protuupalno
djelovanje te djelovanje na zacjeljivanje rana, melanogenezu i1 povecanje ucinkovitosti
pripravaka UV zaStite. Komina grozda, ukljuCujuéi peteljke, najbolje je istraZen dio
nusproizvoda vinarstva. Ekstrakti lista masline najbolje su istrazen dio nusproizvoda
proizvodnje maslinova ulja. Nusproizvodi prerade agruma pokazali su anti-aging,
antimikrobno i protuupalno djelovanje te djelovanje na zacjeljivanje rana, melanogenezu i
aktivaciju TRPA-1. Ekstrakti lis¢a razlicitih vrsta agruma najbolje su istrazen dio

nusproizvoda prerade agruma.

Zakljucak: Sve tri vrste nusproizvoda pokazuju potencijal za primjenu u kozmetici kao
sastavnice proizvoda razli¢itih namjena. lzrazena je potreba za optimiranjem ekstrakcijskih

postupaka s fokusom na pojedine skupine bioaktivnih molekula uzimaju¢i u obzir i



sinergijske ucCinke, kao i za istrazivanjem optimalnih oblika dostave koji bi rezultirali
maksimalnim iskoriStenjem povoljnih djelovanja. Takoder, nuzan je ve¢i broj klinickih
studija s primjenom formuliranih pripravaka s ve¢im brojem ispitanika buduéi da su brojna

djelovanja potvrdena primjenom samostalnih ekstrakata, te in-vitro.



SUMMARY:

Objective of the research: By-products of winemaking, olive oil production and citrus
processing, due to their composition and well researched extraction possibilities, have the
potential for use in the cosmetic industry. The aim of this research is to conduct a detailed
literature review on the effects of these by-products' extracts on their own or as a part of

cosmetic formulations.

Materials and methods: For the purposes of writing this research, the electronic databases
ScienceDirect and PubMed were searched. All publications that appeared as a result of the
search with available full texts, or in exceptional cases abstracts, were reviewed. The
selection was limited to original papers published in English with the investigated effect of

by-product extracts on skin and skin-related mechanisms.

Results: The paper includes 52 publications, 22 of which are for by-products of winemaking,
18 for by-products of olive oil production and 12 for by-products of citrus processing. These
studies have been systematically processed based on the recorded effects. By-products of
winemaking and olive oil production have shown anti-aging, antimicrobial and anti-
inflammatory effects, as well as effects on wound healing, melanogenesis and increasing the
effectiveness of UV protection preparations. Grape pomace, including stalks, is the best
researched part of winemaking by-products. Olive leaf extracts are the best researched part of
the by-products of olive oil production. Citrus by-products have shown anti-aging,
antimicrobial and anti-inflammatory effects, as well as effects on wound healing,
melanogenesis and TRPA-1 activation. Leaf extracts of different types of citrus fruits are the

best researched part of citrus processing by-products.

Conclusion: All three types of by-products show the potential for use in cosmetics as
ingredients of products with different purposes. There is a need to optimize the extraction

procedures focusing on certain groups of bioactive molecules taking into account possible



synergistic effects, as well as to explore optimal forms of delivery that would result in
maximum utilization of the by-products' beneficial properties. Also, clinical studies with the
application of formulated cosmetic preparations on larger number of subjects are necessary,

since a number of effects have been confirmed mostly on extracts alone and in-vitro.
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1. Uvod i pregled podrucja istrazivanja

U posljednje vrijeme, interes potroSaca o sastojcima u kozmeti¢kim proizvodima i
briga o njihovom utjecaju na zdravlje sve je veca. Posljedi¢no, raste i potraznja za
proizvodima koji nose oznake "prirodno" i "bio" zbog percepcije o njihovoj vecoj kvaliteti
(1). Istovremeno je prisutna potreba za odrzivim rjeSenjima unutar kozmeticke industrije
kako bi se smanjili negativni utjecaji na okolis i omogucilo ekonomicnije koristenje sredstava
(2). Jedan od mogucéih pristupa jest koristenje nusproizvoda (organski otpad) prehrambene
industrije u svrhu dobivanja kozmeceutika (kozmeticki proizvodi s aktivnim sastojcima koji
polucuju ucinke sli¢ne lijekovima i ¢ija je svrha poboljsati izgled i funkciju koze djelovanjem
na razliCite problematike) (3), budu¢i da u njima zaostaje znacajna koli¢ina bioaktivnih
molekula (4). Implementacijom takvog modela kruzne ekonomije znacajno bi se reducirala
koli¢ina bio-otpada i posljedi¢ni troSkovi zbrinjavanja u prehrambenoj industriji (5).
Kozmeti¢ka industrija bi profitirala uslijed smanjene potrebe za uzgojem biljaka u svrhu
dobivanja sastojaka svojih proizvoda, ¢ime bi se takoder smanjili negativni ucinci na okoli$
izazvani eksploatacijom poljoprivrednih zemljista (6). Budu¢i da je u Republici Hrvatskoyj,
kao i na ostatku Mediterana, prisutna tradicija vinarstva, proizvodnje maslinova ulja i uzgoja
agruma, a posljedi¢no nastaju i veée koli¢ine nusproizvoda tih industrija, vazno je procijeniti
njihov potencijal za primjenu u kozmeti¢koj industriji kako bi se mogla razvijati nova,

odrZiva rjeSenja.
1.1. Pregled nusproizvoda vinarstva

Na godi$njoj razini, u svijetu se uzgoji 210 milijuna tona grozda (Vitis vinifera L.,
Vitaceae), od Cega 15% za vinarstvo (7). Procijenjena godiSnja koli¢ina nusproizvoda
proizvodnje vina samo u Europi iznosi 14,5x10° tona (8). Navedeni nusproizvodi ukljuéuju
otpadne vode, emisiju staklenickih plinova, anorganski otpad (dijatomejska zemlja, bentonit)

te u najvec¢oj mjeri organski otpad, odnosno kominu grozda (sjemenke, pulpa, pokozica) s



peteljkama i lis¢em Koji obiluju razli¢itim bioaktivnim molekulama, osobito polifenolnim
spojevima (9). Interes za primjenom komine grozda u izolaciji funkcionalnih sastojaka za
farmaceutsku, prehrambenu i kozmeti¢ku industriju proizlazi djelomi¢no iz poteskoca kod
primjene u agronomiji u obliku hrane za stoku (intolerancija Zivotinja na odredene sastojke
poput neprobavljivih trijeslovina) i gnojiva (fitotoksi¢nost i antimikrobno djelovanje
polifenola umanjuje Zeljeni u¢inak) (10). Proces proizvodnje vina (vinifikacija) slozen je te
ukljucuje nekoliko faza u kojima nastaju nusproizvodi. Osnovna shema procesa proizvodnje

vina (11) prikazana je na slici 1.

Ruljanjei

muljanje Peteljke

Fermentacija i w
Komina i a— Cijedenje i
talozi presanje

Doviranje

Skladistenje

Slika 1. Faze proizvodnje vina i nastanak nusproizvoda

1.1.1. Komina grozda

Komina grozda je otpad iz vinarije koji zaostaje nakon preSanja. Komina grozda
ukljuéuje kozicu, ostatak pulpe, sjemenke te ovisno o definiciji i peteljke. Koli¢ina nastale

grozdane komine ovisi o sorti i procesu presanja, kao i o koracima fermentacije. Prema



studijama, ta se koli¢ina kre¢e izmedu 20-30% originalne mase grozda (12). Peteljke se
mogu, ali ne moraju uklanjati, ovisno o sorti i Zeljenom sastavu vina, buduc¢i da one
sadrzavaju visoke koncentracije trijeslovina (13). Kod proizvodnje crnog vina, mosSt i
komina su oboje ukljuCeni u proces fermentacije. Prisustvo kozice omogucuje prijelaz
antocijana u vino koji su zasluzni za boju vina. Kod proizvodnje bijelog vina, komina nije
ukljucena u proces fermentacije, ve¢ se fermentira samo most nakon procesa presanja (12).
Zbog toga, komina iz proizvodnje bijelog vina sadrzi vecu koli¢inu pulpe 1 nefermentiranih
Secera (14). Buduci da proces proizvodnje vina prije nastanka komine ne ukljucuje znacajne
kemijske promjene bioaktivnih sastojaka (tijekom fermentacije dogadaju se promjene na
ugljikohidratima), vecina tih spojeva ostaje saCuvana. Prema Dwyer i suradnicima (2014)
(12), 70% fenolnih spojeva ostaje u komini nakon procesiranja $to predstavlja potencijal za
ekstrakciju sastojaka za razvoj visokovrijednih proizvoda uzimajuéi u obzir Siroko istrazeni
raspon njihovih bioloskih aktivnosti (15). Fenolni spojevi nadeni u grozdu mogu se podijeliti
u nekoliko glavnih skupina: fenolne Kkiseline (hidroksibenzojeve i hidroksicimetne),
jednostavni flavonoidi (katehini (flavan-3-oli), flavonoli i antocijani (crno grozde)), sloZeni
flavonoidi (trjeslovine i proantocijani) te neflavonoidi poput stilbena (resveratrol i viniferin)
(16,17). Razlicite tehnike ekstrakcije koje za cilj imaju postizanje maksimalnih prinosa i

kvalitete ekstrahiranih fenolnih spojeva iz komine grozda detaljno su opisane u radu Moro 1

suradnika (2021)(18).

Kozica grozda sacinjava oko 65% ukupnog materijala grozdane komine i njen sastav
znaCajno varira ovisno o sorti vina. Generalno, oko 30% kozice sacinjavaju neutralni
polisaharidi, 20% pektin, 15% fenolni spojevi te <5% strukturni proteini. Sjemenke ¢ine 38-
52% ostatka suhe tvari komine, a sadrze otprilike 40% vlakana, 10-20% lipida, 10% proteina,
kompleksnih fenola, kao i Sec¢era i minerala. Netopljive frakcije, pretezno celuloza i pektin

¢ine 80% nesSecerne suhe tvari. Sjemenke su uglavnom cijenjene zbog nutritivne vrijednosti



ulja bogatog nezasi¢enim masnim kiselinama (oleinska i linolna) s niskim udjelom zasi¢enih
masnih kiselina te bogatog ostatka polifenola nakon ekstrakcije ulja (19). Najbolji nacin za
izolaciju ulja iz sjemenki je hladno preSanje zbog zadrzavanja visoke antioksidacijske
aktivnosti, no zbog relativno malog sadrzaja ulja u sjemenkama najceS¢e se primjenjuju
otapala pri poviSenim temperaturama $to uzrokuje gubitke termolabilnih spojeva i sveukupno
losijom kvalitetom ulja. Nove metode za dobivanje ulja koje se istrazuju ukljucuju primjenu
pulsiraju¢eg elektriénog polja i ekstrakciju pri povisenom tlaku (16). Sjemenke takoder
sadrze vitamin E u rasponu od 10-530 mg kg ulja koji je Cest sastojak u kozmeti¢kim
proizvodima zbog izrazitog antioksidacijskog djelovanja (16). Udio peteljki varira izmedu 1,4
1 7% ukupnog materijala grozdane komine. Udio vlage u peteljkama najceSce je u rasponu
55-80%, ovisno o varijetetu grozda, dok u alkoholu netopivi dijelovi sacinjavaju u prosjeku
71% suhe tvari uz izostanak razlike izmedu bijelog i crnog grozda (20). Udio fenolnih
spojeva u peteljci procjenjuje se na 5,8% suhe tvari, a glavni predstavnici su proantocijani,

flavan-3-oli, stilbeni i fenolne kiseline (21,22).
1.1.2. Lisce vinove loze

Lis¢e vinove loze manje je istrazen dio organskog otpada vinarstva, a dostupna
istrazivanja pokazuju prisutnost Sirokog raspona bioaktivnih molekula ukljucujuéi organske
kiseline, lipide, enzime, vitamine, karotenoide, terpene, Secere i fenolne spojeve (23,24). Od
fenolnih spojeva, najzastupljeniji (80%) su flavonoli (u najvecoj mjeri glikozidi kvercetina)

spojevi s antioksidacijskim i protuupalnim uc¢inkom (16,25).
1.1.3. Vinski talog

Vinski talog je relativno slabo istrazen dio nusproizvoda vinarstva, a podrazumijeva
ostatke na dnu spremnika nakon fermentacije i tijekom skladiStenja vina, kao i ostatke nakon

filtracije i centrifugiranja. Glavni sastojci taloga su mikroorganizmi (kvasac), vinska kiselina,



fenolni spojevi i anorganske tvari (26). Talog je od iznimne vaznosti u vinifikacijskom
procesu jer interakcija s polifenolnim spojevima utjee na boju i organolepti¢ka svojstva vina
(27). Takoder, enzimi iz taloga omoguéuju hidrolizu i transformaciju polifenola u
visokovrijedne fenolne spojeve kao §to je galna kiselina koji tijekom maceracije prelaze u
vino, iako znacajne koli¢ine zaostaju i u talogu. Procijenjena koncentracija fenolnih spojeva u
vinskom talogu iznosi 50 mg GAE g suhe tvari (28), a najzastupljenije su trijeslovine,
gradene uglavnom od jedinica katehina ¢iji udio, ovisno o sorti, varira izmedu 50-62% (29).
Potvrdena je antioksidacijska aktivnost ekstrakata polifenolnih spojeva iz vinskog taloga
(30), a velika prednost je lakSa mogucnost ekstrakcije u usporedbi sa sjemenkama i kozicom

koje zahtijevaju procese susenja i viSe koraka predekstrakcijske obrade (29).
1.2. Pregled nusproizvoda proizvodnje maslinova ulja

2018. godine, u Europskoj Uniji uzgojeno je 12,9 milijuna tona ploda masline (Olea
europaea L., Oleaceae) za potrebe proizvodnje maslinova ulja (31), od koje u uljarama
godiSnje nastane 9,6 milijuna tona komine masline (32). Osim komine, nusproizvodi
proizvodnje maslinova ulja ukljucuju lis¢e, kostice i vodu iz ploda za koje se pokazalo kako
sadrze Siroku lepezu bioaktivnih molekula s razliitim djelovanjima (33). Faze procesa

proizvodnje maslinova ulja (34) prikazane su naslici 2.
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Slika 2. Faze proizvodnje maslinova ulja i nastanak nusproizvoda

1.2.1. Komina maslina

Komina maslina glavni je nusproizvod procesa proizvodnje maslinova ulja, a sastoji
se od kozice masline, pulpe i kostica. Od 100 kg maslina dobije se 35-40 kg komine. Glavne
komponente komine su razli¢iti polisaharidi (pektinski polisaharidi, celuloza i polimeri
hemiceluloze bogati ksilanima i glukoronoksilanima, ksiloglukani) koji potencijalno mogu
imati ulogu u poboljSanju fizikalnih i reoloskih svojstava (hidracija, viskoznost, oksidacijska
stabilnost) u kozmetickim formulacijama (35). Takoder, komina sadrzi 2-3% zaostaloga
maslinova ulja te razliite peptide, proteine, masne kiseline, pigmente i polifenolne spojeve
medu kojima se isticu hidroksitirozol i oleuropein (36). Oleuropein je spoj koji se sastoji od
elenolne kiseline, glukoze i hidroksitirozola, a pripada skupini sekoiridoida (spojeva sli¢nih

kumarinu). Intenzivne znanstvene studije provedene ne oleuropeinu potvrdile su brojne



ucinke poput antioksidacijskog, protuupalnog i antimikrobnog (37). Skvalen je ugljikovodik
koji se takoder nalazi u komini masline. Vecina skvalena se dobiva iz maslinova ulja, a ima
primjenu u kozmetickoj industriji ponajvise zbog antioksidacijskih 1 emolijentnih svojstava

(37).

1.2.2. Otpadna voda iz mlina

Otpadna voda iz mlina je blago kisela tekucina ¢iji sastav kvantitativno i kvalitativno
varira ovisno o Sorti masline, klimatskim uvjetima, nac¢inu skladiStenja i ekstrakcijskom
procesu u proizvodnji ulja. Osim vode (83-92%), sadrzi i Secere, lipide, pektine te
polialkohole i fenolne spojeve (u najve¢em udjelu oleuropein i hidroksitirozol) koji mogu
imati fitotoksi¢ne uéinke (33), te stoga predstavljaju rizik u zagadenju okolisa. Otpadna voda
iz mlina takoder sadrzi znacajne koli¢ine dusika, fosfora, kalija i magnezija (38). Mineralne
tvari saCinjavaju priblizno 18% prirodnih hidratiziraju¢ih faktora koji se nalaze u
korneocitima 1 generiraju osmotsku silu koja privla¢i vodu i odrZzava roznati sloj koze
hidriranim, $to otpadnoj vodi iz mlina daje potencijal za primjenu u kozmetiCkim
formulacijama namijenjenima hidrataciji koze. lzolacija bioaktivnih spojeva iz otpadne vode
zahtjevan je proces, a do sada su istrazivani procesi poput membranske separacije i
esterifikacije hidroksitirozola (33). Obecavaju¢om se pokazala metoda susenja rasprSivanjem
u kojoj se primjenom razliCitith nosaca (npr. arapska guma, maltodekstrin) rasprSivanjem
otpadne vode na visokim temperaturama u za to predvidenim uredajima proizvode prahovi
gdje bioaktivne molekule bivaju uklopljene u zastitni sloj nosaca (39). Budu¢i da takav
proces zahtijeva znacajna inicijalna ulaganja, upitna je ekonomi¢nost njegovog provodenja u

industrijskim razmjerima.

1.2.3. Kostice masline



Kostice masline sastoje se od drvenog endokarpa i sjemenke te se u proizvodnji ulja
najéeSc¢e uklanjaju zdrobljene nakon separacije ulja. Drveni dio sadrzi celulozu (28,1-40,4%),
hemicelulozu (18,5-32,2%), lignin (25,3-27,2%) i znacajne koli¢ine proteina Koji sadrze sve
esencijalne aminokiseline, dok je ulje sjemenki bogato polinezasi¢enim masnim kiselinama
(najvise linolne), uz mali udio fenolnih spojeva koji su prisutni u plodu masline
(hidroksitirozol, oleuropein) (37). Unato¢ vrijednom sastavu, koStice se najviSe koriste kao
izvor energije i biosorbent, za dobivanjefenol-formaldehidne smole te kao dodatak prehrani u

stoGarstvu (33).
1.2.4. Lis¢e masline

Lis¢e masline moze sacinjavati ¢ak 10% mase sirovog materijala koji stigne u uljaru
(40). Tradicionalno se koristilo u narodnoj medicini za tretiranje razli¢itih problema s
gastrointestinalnim, di$nim i urogenitalnim traktom, ali i za lijeCenje koznih bolesti (41). Ovi
pozitivni ucinci se u velikoj mjeri mogu pripisati visokom udjelu razli¢itih fenolnih spojeva
(flavonoli, flavan-3-oli, sekoiridoidi, flavoni, fenolne kiseline) (42) i polinezasi¢enih masnih
kiselina gdje, za razliku od ulja, ne dominira oleinska nego linolenska masna kiselina u udjelu
34-41%. Osim navedenih, lis¢e takoder sadrzi i mineralne tvari, u prvom redu zeljezo i bakar,
proteine (5-13%) i ugljikohidrate (28%), od ¢ega 7% vlakana (33). Ekstrakti lis¢a masline
dobiveni razli¢itim tehnikama pokazali su Sirok spektar bioloskih djelovanja ukljucujuci

antioksidacijsko, antibakterijsko, antifungalno i protuupalno (41).

1.3. Pregled nusproizvoda prerade agruma

2016. godine, u svijetu je uzgojeno 124 milijuna tona agruma, od cega je 23,54
milijuna tona procesirano u prehrambenoj industriji Sto je rezultiralo s oko 13 milijuna tona
nusproizvoda (43). Nusproizvodi prerade agruma ukljucuju lis¢e, ¢vrste dijelove (kora i

pulpa, sjemenke. membrane), otpadne vode od pranja i konzerviranja te otpadne vode od



destilacije (melasa, limunska kiselina, ostatci eteri¢nih ulja, pektin) (44) koji se djelomi¢no
zbrinjavaju kompostiranjem, termolizom, spaljivanjem i sl. U najve¢oj mjeri, kao $to je slucaj
I s nusproizvodima vinarstva i proizvodnje maslinova ulja, zavrSavaju ispuStanjem i
odlaganjem u okolis. Takav nacin zbrinjavanja nusproizvoda, osim narusavanja ravnoteze u
okolisu, rezultira ekonomskim gubicima zbog ¢ega se postojeéi sustav smatra neodrzivim te
je od iznimnoga znacaja prona¢i im industrijsku namjenu u obliku proizvoda dodane

vrijednosti (45).

Najzastupljeniji predstavnici agruma, odnosno voca roda Citrus (Rutaceae) su slatka
naranca (C. sinensis (L.) Osbeck) koja se uzgaja u vise od 100 zemalja u svijetu, mandarina
(C. reticulata Blanco), limun (C. limon (L.) Osbeck), limeta (C. aurantiifolia (Christm.)
Swingle) i grejpfrut (C. paradisi Macfad). U manjoj mjeri zastupljeni su ljuta naranca (C. x
aurantium), ¢etrun (C. medica L.) i pomelo (C. maxima (Burm.) Merr.) (44). Glavni proizvod
prerade citrusnog voca je koncentrirani vo¢ni sok, dok ostali proizvodi uklju€uju marmelade,
dzemove, pekmeze, arome iz eteri¢nih ulja te vlakna i pektine ekstrahirane iz ostataka u
proizvodnji (46). Osnovna shema nastanka citrusnih nusproizvoda (46) prikazana je na slici

3.
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Slika 3. Proces dobivanja proizvoda od agruma i nastanak nusproizvoda

1.3.1. Cvrsti dijelovi

Cvrsti dijelovi nusproizvoda od prerade agruma ukljucuju koru (40-55%), membrane
(30-35%) i sjemenke (<10%). Na slici 4 prikazana je anatomija ploda agruma uz naglasene

prisutne spojeve u pojedinim dijelovima, prema podacima iz (43).
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Slika 4. Anatomija ploda agruma i prisutne komponente

10



Cvrsti dijelovi nusproizvoda prerade agruma obiluju eteriénim uljima (veéinski u
kori, dio u sjemenkama) koji se sastoje od monoterpena i seskviterpena (ugljikovodici s dvije
ili tri izoprenske jedinice) i njihovih derivata, a najzastupljeniji je D-limonen (do 95% u
naran¢i) (46). Eteri¢na ulja iz kore ve¢ dugo nalaze primjenu u prehrambenoj i kozmetickoj
industriji poglavito zbog arome, a u posljednje vrijeme razmatraju se i njihovi povoljni u¢inci
na zdravlje, poglavito zbog antioksidacijskog i antimikrobnog djelovanja (43). lako se
eteri¢na ulja citrusa naj¢es$¢e dobivaju tijeStenjem, za dobivanje se mogu primjenjivati i druge
tehnike, a mnajeSée su hidrodestilacija, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom i
mikrovalovima te ekstrakcija superkriticnim fluidima. Prilikom ekstrakcije, dio komponenti
iz eteri¢nog ulja zaostaje u vodi zbog svoje polarne prirode ¢ime nastaju hidrolati koji takoder
posjeduju antimikrobna i antioksidacijska svojstva, te nalaze primjenu u prehrambenoj i
kozmeti¢koj industriji (47). Nakon ekstrakcije etericnog ulja, u kori zaostaju pektin
(polisaharid D-galakturosnkih jedinica povezanih a-1,4 glikozidnim vezama esterificiran
djelomicno metanolom ili octenom kiselinom) 1 dijetalna vlakna (neSkrobni polisaharidi s
najmanje deset ugljikohidratnih jedinica- npr. celuloza, lignin, hemiceluloza). Pektin iz
agruma moze postojati u kompleksnoj ili netopljivoj formi zbog ¢ega se Siroko primjenjuje u
prehrambenoj industriji kao sredstvo za Zeliranje, zgu$njiva¢ i emulgator, a u farmaceutskom
smislu je zanimljiv zbog svojih protuupalnih svojstava (43). Cvrsti dijelovi nusproizvoda
takoder sadrze karotenoide, fenolne spojeve i limonoide. 115 je detektiranih karotenoida u
nusproizvodima agruma, a mogu se podijeliti u dvije skupine — oksigenirane ksantofile
(lutein, violaksantin) i ugljikovodi¢ne karotene (likopen, [-karoten). Karotenoidi su
prekursori vitamina A koji je, medu ostalim pozitivnim u€incima, ukljucen u rast epitelnih
tkiva (48). Zbog slozenosti stani¢ne stijenke nusproizvoda agruma, izolacija karotenoida

predstavlja izazovan proces koji ukljucuje razliCite predtretmane poput primjene enzima i
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liofilizacije, a slijede ih ekstrakcijski postupci s primjenom ultrazvuka, mikrovalova, ubrzane
ekstrakcije otapalima pri povisenom tlaku te ekstrakcije impulsnim elektricnim poljem (49).
U nusproizvodima agruma sadrzano je znatno viSe fenolnih spojeva nego u jestivim
dijelovima (50), a oni ukljuuju veé¢inom fenolne kiseline i flavonoide od kojih su
najzastupljeniji flavanoni (narirutin, hesperidin, naringin, neohesperidin). Udio fenolnih
spojeva uvelike varira ovisno o vrsti, uvjetima rasta i nacinu prerade agruma, kao i
primijenjenoj tehnici ekstrakcije (43). Za izolaciju fenolnih spojeva primjenjuju se brojne
tehnike ekstrakcija, a fokus istrazivanja stavljen je na optimiranje s ciljem postizanja
maksimalnih prinosa uz zadrzavanje bioloSke aktivnosti (51). Limonoidi su kompleksni
triterpenoidni spojevi koji se nalaze uglavnom u sjemenkama, a mogu se pojavljivati u formi
aglikona (limonin i nomilin) koji su ranijim fazama rasta agruma odgovorni za gorak okus
citrusa ili glikozida koji nastaju u kasnijoj fazi razvoja. Za ove spojeve se pokazalo kako
imaju antimikrobno i antioksidacijsko djelovanje, a najucinkovitija ekstrakcija postize se
primjenom superkriti¢nih fluida (43).

1.3.2. Otpadne vode od procesiranja

Industrijski procesi prerade agruma zahtijevaju velike koli¢ine vode koja nakon njih
postaje otpad. Koli¢ina otpadne vode ovisi o potrebnoj koli¢ini za odredeni proizvodni proces
1 koli¢ini procesiranog voca te upravljanju vodom u postrojenju, a prema literaturi varira od 1
do 17 m® (52). Otpadna voda bogata je fitokemikalijama iz &vrstih nusproizvoda s
potencijalom za upotrebu u kozmetickoj industriji (pektin, flavonoidi, oligosaharidi, terpeni,
etericna ulja), no mogucnost ekstrakcije je ograni¢ena njihovom razrijedenoS¢u 1
kompleksnosti ekstrakcijskog procesa §to posljedi¢no povecava troSkove i ne uklapa se u

model cirkularne ekonomije.

1.3.3. Lis¢e agruma
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Lis¢e agruma tradicionalno je koriSteno u narodnoj medicini za tretiranje razliCitih
zdravstvenih problema, a danas su potvrdena antimikrobna, antioksidacijska i protuupalna
djelovanja njihovih razlicitih ekstrakata koja se mogu pripisati sadrzaju brojnih bioaktivnih
molekula poput askorbinske kiseline i znacajne koli¢ine fenolnih spojeva (53) koji se, kao i
fenolni spojevi iz liS¢a vinove loze 1 masline, mogu ekstrahirati brojnim konvencionalnim i
naprednim tehnikama ekstrakcije. LiS¢e agruma je osobito zanimljivo zbog sadrzaja etericnog
ulja za koje se pokazalo da imaju jace antioksidacijsko i antimikrobno djelovanje od
etericnog ulja kore citrusa (54). Ovisno o vrsti agruma, sastav eteri¢nih ulja varira u broju
komponenti (npr. C. x aurantium 41 detektiran spoj, C. limon (L.) Osbeck i C. aurantiifolia
(Christm.) Swingle po 59 detektiranih spojeva) i njihovoj koli¢ini, no svima je zajednicko da

je limonen Cesto najzastupljeniji hlapivi spoj (55).
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2. Cilj istrazivanja

Buduc¢i da nusproizvodi vinarstva, proizvodnje maslinova ulja i prerade agruma zbog
svojega sastava i moguénosti ekstrakcije posjeduju potencijal za primjenu u izolaciji
sastojaka za kozmetiCku industriju, cilj ovog istrazivanja je provesti detaljnu pretragu
literature 0 zabiljezenim djelovanjima njihovih ekstrakata na kozu samostalno, ili u sklopu

kozmetickih formulacija.
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3. Materijali i metode — Sustavni pregled saznanja o temi

Za potrebe pisanja specijalistickog rada pretrazene su elektronicke baze ScienceDirect 1
PubMed. U pretrazivanju su koristene kljuéne rijeci koje se odnose na nusproizvode (engl.
grape pomace, grape waste, oilve pomace, olive waste, citrus pomace, citrus waste, by-
products) i kozmetiku (engl. cosmetics, cosmeceuticals, active ingredients). Prilikom
pretrazivanja ukljuceni su filteri koji su se odnosili na tip ¢lanka (Article type: Research
articles) i jezik publikacije (Language: English). Pregledane su sve publikacije koje su se
pojavile kao rezultat pretrage s dostupnim cjelovitim tekstovima, ili u iznimnim slucajevima
sazetcima. Odabir je ograni¢en na izvorne radove objavljene na engleskom jeziku s
istrazenim djelovanjem ekstrakata nusproizvoda na kozu i mehanizme povezane uz kozu. Za
prosirenje saznanja, pregledane su i relevantne literaturne reference navedene u selektiranim
publikacijama. Pretraga elektronic¢kih baza literature rezultirala je velikim brojem publikacija
koje su potom pregledane i selektirane na temelju postojanja rezultata o djelovanju ekstrakata
nusproizvoda vinarstva, proizvodnje maslinova ulja i prerade agruma na kozu i uz nju
povezane mehanizme. Uz to, pregledane su i literaturne reference u selektiranim
publikacijama te su dobivene ukupno 52 publikacije, od ¢ega 22 za nusproizvode vinarstva,
18 za nusproizvode proizvodnje maslinova ulja te 12 za nusproizvode prerade agruma.
Navedena istrazivanja sistematicno su obradena u sljede¢im poglavljima na temelju

zabiljezenih ucinaka.
3.1. Anti-aging djelovanje

Stanje i izgled koze ovise o razli¢itim ¢imbenicima koji ukljucuju genetiku, prehranu,
konzumaciju alkohola i puSenje te vanjske ¢imbenike poput UV zrafenja, zagadenja zraka i
hvatanja slobodnih radikala. Promjene na starijoj koZi posljedica su gubitka elasti¢nosti

uslijed stanjivanja dermalnog izvanstanicnog matriksa i gubitka kolagena, elastina i
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hijaluronske kiseline (56). Obnavljanje stanica takoder se usporava tijekom starenja,
poglavito zbog akumulacije slobodnih radikala nastalih iz lanc¢anih oksidacijskih reakcija
nekoliko stani¢nih makromolekula, uz smanjenu respiraciju (57). Uslijed takvog
oksidacijskog stresa dolazi do povecane oksidacije proteina i povecane lipidne peroksidacije.
Povecana oksidacija proteina dovodi do poremecaja funkcija stanica, membrana i signalnih
puteva te starenja i preuranjene apoptoze (58). Povecana lipidna peroksidacija dovodi do
gubitka funkcije stani¢nih membrana i pretjerane aktivacije aktivatora proteina 1 (AP-1),
transkripcijskog c¢imbenika koji inhibira transformiraju¢i ¢imbenik rasta beta (TGF-f)
odgovoran za odrzavanje homeostaze u kozi (59). Takoder, aktiviraju se i metaloproteinaze
(MMP) koje degradiraju sastavnice dermisa uklju¢ene u odrzavanje stanja 1 izgleda koze
(kolagen, elastin i hijaluronska kiselina) (60). MMP-1 (intersticijska kolagenaza) uglavnom
razgraduje kolagen tipa I, II i Ill, dok MMP-3 razgraduje izvanstani¢ni matriks.
Proteoglikani, laminin, fibronektin, Zelatina i1 kolagen tipa III i IV su takoder supstrat
navedenim enzimima $to rezultira smanjenom tonusu koze i povecanim nastankom bora (61).
Posljedice  oksidacijskog stresa uveéane su postupnim smanjenjem aktivnosti
antioksidacijskih obrambenih mehanizama, poglavito aktivnosti glutationa (GSH) i glutation
peroksidaze (60). Takoder, primije¢ena je i smanjena koli¢ina proteina toplinskog Soka (HSP)
koji su ukljuceni u popravak proteina oSte¢enih oksidacijom. Jo§ jedan proces koji se javlja
tijekom starenja je glikacija, neenzimski proces koji rezultira ireverzibilnom tzv. AGE
formacijom (eng. advanced glycation end products) sa znac¢ajnim utjecajem na kolagenska i
elastinska vlakna koja postaju otporna na proteolizu, posljedi¢no rezultirajuéi slabijim
obnavljanjem stanica (62). U nastavku je prikazan pregled ucinaka nusproizvoda vinarstva,

proizvodnje maslinova ulja i prerade agruma na spomenute mehanizme.

3.1.1. Nusproizvodi vinarstva
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U istrazivanju koje su proveli Wittenauer i suradnici (63), metanolni ekstrakt
polifenolnih spojeva iz komine grozda sorte Riesling pokazao je visoku ucinkovitost u
inhibiciji kolagenaze (93%) i elastaze (85%), gdje su se niskomolekulske frakcije s visokim
udjelom galne kiseline pokazale ucinkovitijima od visokomolekulskih frakcija. Takoder,
primijecen je sinergijski u¢inak ekstrakta u odnosu na pojedinacne polifenolne spojeve. U
drugom istrazivanju, ispitivanjem permeacije etanolnog polifenolnog ekstrakta iste sorte
grozda u Franz-difuzijskim c¢elijama, autori su utvrdili kako niskomolekulski polifenolni
spojevi prodiru dublje u kozu kroz roznati sloj od visokomolekulskih §to upucuje da ¢e takve
frakcije pokazati veée djelovanje pri topikalnoj primjeni (64). Slozeni procijanidini takoder
su imali visoku sposobnost permeacije Sto su autori pripisali €injenici da je kao otapalo
koriStena vodena otopina etanola koji inace poboljSava apsorpciju aktivnih sastojaka u kozi.
U prilog tome govore i rezultati istrazivanja Punzo i suradnika (65) gdje su za ekstrakciju
antocijana iz komine grozda crnih sorti vina iz sjeverne Italije primijenjena prirodna
eutekticka otapala (betain i razli¢iti donori vodika) te se pokazalo kako je otapalo imalo
zna€ajnu ulogu u permeaciji antocijana kroz membranu u Franz difuzijskim celijjama, a
kombinacija betaina i limunske kiseline pokazala se najboljom. U istrazivanju Dresch i
suradnika (7), hidrogelovi 2,5% Natrosola (neionski polimeri topivi u vodi) pripravljeni s
ekstraktima listova razli¢itih sorti vinove loze pokazali su nisku permeaciju polifenolnih
spojeva (u najve¢em udjelu kvercetin i njegovi glikozidi) u Franz-difuzijskim ¢elijama na
temelju Cega su autori zakljucili kako se navedeni spojevi zadrzavaju na povrsini koZe te kao
takvi mogu poluciti in-vitro potvrdeno antioksidacijsko djelovanje i umanjiti Stetne ucinke
UV zrafenja. Medutim, Wittenauer i suradnici (64) takoder su primijetili slabu detekciju
kvercetin glikozida prilikom ispitivanja na svinjskoj kozi, a navedeno su povezali s visokom
reaktivnosti navedenih spojeva s proteinima u kozi §to moze otezati njihovu izolaciju i

kvantifikaciju te posljedi¢no navesti na pogreSne zakljucke.
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Vaznost primijenjenog otapala spomenuta u kontekstu permeacije ekstrakata bolje je
promatrati iz aspekta dobivenog polifenolnog sastava u ekstraktima budu¢i da ¢e se oni
koristiti u formuliranju kozmeti¢kih proizvoda, a kao $to je spomenuto, sadrzaj polifenolnih
spojeva igra veliku ulogu u inhibiciju enzima ukljucenih u starenje koze. Primjenom razli¢itih
otapala Maidin i suradnici (66) ekstrahirali su polifenolne spojeve iz komine grozda sorte
Barbera iz sjeverne Italije te su utvrdili kako su alkoholni ekstrakti sadrzavali vise ukupnih
polifenola, antocijana i1 flavonola, dok je vodeni ekstrakt sadrzavao ve¢i udio fenolnih
kiselina i flavan-3-ola. Pri tome je sirovi vodeni ekstrakt dvostruko uéinkovitije inhibirao
kolagenazu i elastazu $to autori povezuju s vis$im udjelom flavan-3-ola koji hidrofobnim
interakcijama dovode do konformacijskih promjena u enzimima posljedi¢no umanjujuci
njihovu aktivnost. Etanolne frakcije dobivene primjenom koloidnih Cestica su pak bile
ucinkovitije od vodenih frakcija §to se objasnjava prisutno$¢u kvercetina u etanolnoj frakciji

koji potencijalno ulazi u interakciju s aktivnim mjestom enzima.

Jo§ je nekoliko istrazivanja potvrdilo anti-aging djelovanje ekstrakata razlicitih
komponenti nusproizvoda vinarstva. Primjerice, Matos i suradnici (67) ispitali su inhibicijsko
djelovanje 50% etanolnog ekstrakta komine grozda crne sorte Tempranillo, taloga zaostalog
nakon fermentacije te taloga porto vina (vino u €ijoj se proizvodnji fermentacija prekida radi
fortifikacije vina 77% destilatom ¢ime se postize veca slatkoca i visi udio etanola) na MMP-1
kolagenazu i elastazu. Talog zaostao nakon fermentacije pokazao je najveée inhibicijsko
djelovanje na oba enzima, $to je bilo u skladu s visokim sadrzajem ukupnih polifenolnih
spojeva u ekstraktu, dok su ekstrakt komine i taloga porto vina pokazali pribilizno jednako
djelovanje. Kod inhibicije elastaze nije bilo korelacije izmedu pojedinih skupina polifenolnih
spojeva, dok je kod MMP-1 zabiljezena korelacija izmedu sadrzaja individualnih spojeva
(kaftarinske kiseline, antocijana maldivina i peonidin-3-O-glukozida te flavonola miricetina i

kvercetina) i razine inhibicije. U istrazivanju Leal i suradnika (68) metanolni (70%) ekstrakti
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polifenolnih spojeva iz peteljki Sest razliCitih sorti vinove loze s 11 detektiranih fenolnih
kiselina pokazali su inhibicijski u¢inak u rasponu 67,98-98,02% na elastazu, a najboljom se
pokazala sorta Syrah. Malinowska i suradnici (69) ispitivali su djelovanje etanolnog (60%)
ekstrakta polifenolnih spojeva (stilbeni vitiferin i resveratrol te katehini) iz trske grozda pet
razliCitih sorti na aktivaciju proteina sirtuina (SIRT-1) koji odrzava dugovjecnost stanica,
transkripcijskih faktora i proteina koji sudjeluju u reparaciji DNA. Ekstrakt polifenolnih
spojeva trske sorte Riesling se pokazao najucinkovitijim s uéinkom aktivacije SIRT-1 od
171%, dok ekstrakt trske sorte Sauvignon, koji je takoder imao 1 najnizi udio polifenolnih
spojeva, nije imao nikakav u¢inak na aktivaciju SIRT-1. Deniz i suradnici (70) zabiljezili su
in-vitro uc¢inkovitost etanolnog (80%) ekstrakta sjemenki grozda na inhibiciju elastaze od
30% 1 kolagenaze od 75%. U¢inkovitost u inhibiciji kolagenaze potvrduje 1 istrazivanje Odah
i suradnika (71) koji su ispitali uéinkovitost acetonskog (90%) ekstrakta sjemenki grozda
prethodno odmasc¢enog heksanom u inhibiciji kolagenaze MMP-2 in-vivo na kozi miseva
tretiranih UV-zracenjem primjenom koli¢ine 50 mg kg™ dvaput tjedno tijekom 15 tjedana.
Pokazalo se kako je ekstrakt ucinkovitiji od koriStenog standarda kurkume rezultirajuci
smanjenim zadebljanjem koZe, Sto su autori povezali s visokim udjelom polifenolnih spojeva

u ekstraktu.
3.1.2. Nusproizvodi proizvodnje maslinova ulja

U istrazivanju Kishikawa i suradnika (72), pripravljeni su vodeni i etanolni ekstrakti
lis¢a, komine (pulpa i koStice) masline 1 otpadne vode iz mlina te se pokazalo kako je sadrzaj
polifenolnih spojeva bio visi u etanolnim ekstraktima, a najvisa koncentracija ukupnih
polifenola zabiljezena je etanolnom ekstraktu lis¢a. Ispitivanje promocije proizvodnje
kolagena pokazalo je kako je etanolni ekstrakt pulpe masline bio najucinkovitiji s postotkom
promocije 427%, $to je blizu vrijednosti koja se postize primjenom referentne askorbinske

kiseline (487%). Askorbinska kiselina smatra se referentnom zbog svoje uloge kofaktora
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enzima prolin 4-dioksigenaze koji je nuzan za proizvodnju kolagena te redukcije Fe®* iona
koji je takoder kofaktor navedenom enzimu, a ¢ijom redukcijom se enzim aktivira. U
istrazivanju je utvrdeno kako nije samo sadrzaj oleuropeina zasluzan za postizanje navedenih
ucinaka, ve¢ je rije¢ o sinergijskom ucinku viSe kemijskih spojeva buduéi da je postotak
promocije kolagena primjenom izoliranog oleuropeina bio 4 puta manji u odnosu na etanolni
ekstrakt pulpe. Osim promocije kolagena, povecana je i odrzivost fibroblasta koji proizvode
kolagen, a ¢ija proliferacija se starenjem smanjuje. U istrazivanju de la Luz Cadiz-Gurrea i
suradnika (73) etanolni (20%) ekstrakti liS¢a i komine masline obogaceni su standardom
oleuropeina u postotku od 20 i 30% uz dodatak 10% triterpena. Ispitana je ucinkovitost
inihbicije elastaze i hijaluronidaze te se pokazalo kako je ekstrakt s 20% oleuropeina bio 2
puta uspjesniji u inihbiciji hijaluronidaze, dok je za 1% uspjesniji u inhibiciji elastaze bio
ekstrakt s 30% oleuropeina (20% inhibicije pri 250 pg mlt). Pri navedenoj koncentraciji
ekstrakta zamijecen je nizak negativan u€inak na odrZivost stanica, dok je pri koncentraciji od
1000 pg ml? doslo do znacajnih toksi¢nih ucinaka na stanice (61% smanjenja odrZivost
stanica) Sto ukazuje da postoji granica pri kojoj negativni ucinci oleuropeina prevladavaju
nad pozitivnima. Nunes i suradnici (74) pripravili su tri razlicita ekstrakta lis¢a masline (bez
primjene organskih otapala pri visokim i sobnim temperaturama; detalji nisu navedeni zbog
tajnosti) gdje se pokazalo kako su ekstrakti s najmanjim sadrzajem polifenolnih spojeva bili
najmanje toksi¢ni prema stanicama koZe. Primjenom ekstrakata u koncentraciji 2,3 pg ml?
postignuta je inhibicija hijaluronidaze 20-30%, elastaze u rasponu 94-100% te kolagenaze 0—
19%. Inhibicija kolagenaze niza od 50% zabiljezena je i u istrazivanju Deniz i suradnika (70)
gdje je primjenjen 80% etanolni ekstrakt lista masline pri koncentraciji 666 pg ml™. U istom
istrazivanju, inihbicija elastaze je takoder bila niza od 50% unato¢ primijenjenoj koncentraciji
visestruko viSom od koncentracije u istrazivanju Nunes i suradnika (74) §to moze biti rezultat

razli¢itog polifenolnog sastava uzoraka te razli¢itih metoda ekstrakcije. U istrazivanju koje su
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proveli Marijan i suradnici (75), za ekstrakciju polifenolnih spojeva iz lista masline koristeni
su razli¢iti omjeri polipropilenglikola, vode i mlije¢ne kiseline gdje se omjer (A) 10:89:1
pokazao optimalnim za postizanje maksimalnog prinosa fenolnih spojeva, a omjer (B)
28,6:63,6:7,8 za maksimalne prinose oleuropeina. Pokazalo se kako je omjer otapala (B)
rezultirao ekstraktom s ucinkovitosti inhibicije elastaze boljom od standarda ursolicne
kiseline, a samostalna otapala nisu imala inihbitorno djelovanje. Kod ispitivanja inhibicije
kolagenaze, pokazalo se kako su otapala samostalno imala bolji u¢inak od ekstrakata te je on
bio veci od standarda galne kiseline §to ukazuje da navedena otapala, unato¢ prednosti da nije
potrebna njihova eliminacija prilikom formulacije kozmeti¢kih proizvoda, nisu prikladan
odabir za djelovanje na viSe enzima ukljucenih u starenje koze. Wanitphakdeecha i suradnici
(76) ispitali su u¢inkovitost komercijalne kreme s ekstraktom lista masline (SUPERHEAL™
O-Live Cream, PhytoCeuticals, Inc., SAD) na 36 sudionika u dobi 20-65 g. sa znakovima
fotostarenja koze primjenom 0,6 g kreme dvaput dnevno na cijelo lice tijekom dva mjeseca.
Mjereni su transepidermalni gubitak vlage (TEWL), pH, tekstura, hidratacija i1 bore na kozi
kao 1 subjektivni dozivljaj sudionika. Rezultati su objektivno pokazali 64% poboljSanje u
teksturi (smanjenje TEWL, pobolj$ana hidratacija i vidljivost bora), dok je 47,2% sudionika
subjektivno izrazilo nezadovoljstvo rezultatima. Di Mauro i suradnici (77) fokus istrazivanja
stavili su na Sefernu i1 mineralnu frakciju otpadne vode iz mlina te su formulirali U/V
emulziju s 1% liofilizirane navedene frakcije c¢ije je djelovanje na gubitak vlage
karakteristi¢an za starenje koZe ispitano na 30 Zena u dobi od 28+5 godina tijekom 7 dana
primjene 20 mg jednom dnevno. Hidratacija koZe mjerena je MoistureMeter uredajem prije i
7 dana nakon aplikacije te se pokazalo kako je primjena emulzije rezultirala poboljSanom

hidratacijom koze.

3.1.3. Nusproizvodi prerade agruma
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U istrazivanju koje su proveli Deniz i suradnici (70) ispitano je djelovanje 80%
etanolnog ekstrakta kore i listova 17 razli¢itih sorti citrusa, a samo je ekstrakt flaveda gorke
naranCe (C. x aurantium) pokazao inhibitorno djelovanje vise od 50% na kolagenazu i
elastazu s postotcima inhibicije koji su redom iznosili 70 1 20%. Navedeni ekstrakt takoder je
imao 1 najveéi udio polifenolnih spojeva. U drugom istrazivanju, ispitano je djelovanje
metanolnog ekstrakta kore gorke narance uklopljenog u fosfolipidne komplekse u
kombinaciji s ekstraktom sladi¢a. Omjer narance i sladi¢a 1:2 se pokazao optimalnim u
smislu sadrzaja polifenolnih spojeva, a omjer 1:1 ekstrakta i fosfolipida rezultirao je
najvecom ucinkovitosti uklapanja (78). Formulirane su kreme s 1% fosfolipidnog kompleksa
omjera 1:1 te je ispitana permeacija u Franz-difuzijskim c¢elijama. Pokazalo se kako je
retencija polifenola u kozi dulja kada su ekstrakti uklopljeni u fosfolipide, u usporedbi s
kremom sa samim sirovim ekstraktima Sto se objasnjava produljenim otpuStanjem iz
fosfolipidnog kompleksa. Inhibicija elastaze pri koncentraciji 3000 ug ml? iznosila je 28%
Sto pokazuje kako postoji potencijal za primjenu u anti-aging kozmetici, osobito zato $to nije
ispitan sirovi ekstrakt nego formulirana krema spremna za primjenu na kozi. Daljnji korak
bio bi ispitivanje podnosljivosti za kozu in-vivo buduéi da ekstrakti citrusa mogu prouzrociti
iritaciju koze (79), te dakako daljnje istrazivanje potencijala razli¢itih komponenti
nusproizvoda prerade agruma te formulacije pripravaka s ekstraktima brojnih sorti razli¢itog

sastava.
3.2. Antimikrobno djelovanje

Bakterijske infekcije Cest su uzrok brojnih koznih problema. Primjerice,
Streptococcus pyogenes i Staphylococcus aureus (Gram-pozitivne bakterije) ukljucene su u
razvoj koznih infekcija ukljucujuéi impetigo i piodermu (80). Staphylococcus epidermidis,
bakterija komensalne flore, oportunisticki je patogen koji moze uzrokovati infekcije koze i

nazalne mukoze. Akne su jedno od najce$¢ih koznih oboljenja karakterizirane povec¢anom
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proizvodnjom  sebuma, hiperkeratinizacijom pilosebacealnih  jedinica i upalom.
Cutibacterium acnes (prijasnji naziv Propionibacterium acnes) anaerobna je Gram-pozitivna
bakterija koja je dio prirodne flore u kozi, a njeni biofilmovi su Cesti kod akni. lako ne
postoje kvantitativne razlike u populaciji C. acnes izmedu oboljelih pacijenata i kontrolnih
skupina, pokazalo se kako su prisutni razliciti filotipovi bakterije C.acnes koji mogu biti
uzrok jedinstvenim imunosnim odgovorima kod akni. Pokazalo se kako je C.acnes otporna
50.8% do 93.6% na sve uobicajene antibiotike koji se primjenjuju u lijeGenju akni zbog ¢ega
je od velikog znacaja pronadi alternativne nacine lijeCenja toga koznoga oboljenja koje
zahvaca 85% adolescentske i 11% odrasle populacije (81). U posljednje vrijeme, sve se vise
istrazuje primjena srebrnih nanocestica s antimikrobnim djelovanjem koje se mogu
sintetizirati tzv. "zelenim" metodama bez upotrebe opasnih kemikalija. Za sintezu takvih
nanocestica se najceS¢e primjenjuju prirodni produkti poput kvasaca, bakterija, gljivica te
biljnih ekstrakata (82), u $to se mogu ubrojiti i ekstrakti nusproizvoda vinarstva, proizvodnje

maslinova ulja i prerade agruma.

3.2.1. Nusproizvodi vinarstva

U istrazivanju koje su proveli Leal i suradnici (68), 70% metanolni ekstrakt peteljki
razli¢itih sorti grozda koji je sadrzavao 11 identificiranih fenolnih kiselina pokazao je
antimikrobno djelovanje in-vitro protiv Gram-pozitivnih bakterija uklju¢enih u patologiju
ulkusa na stopalu. George i suradnici (83) proizveli su celulozni hidrogel s ekstraktom
komine crnog grozda dobivenog koriStenjem etil-acetata i metanola kao otapala u omjeru 1:1
te su zabiljezili inhibicijsko djelovanje protiv Gram-pozitivne bakterije Staphylococcus
aureus koja je ukljucena u patologiju atopijskog dermatitisa i folikulitisa. Kod ve¢ine biljnih
ekstrakata izraZenije je djelovanje protiv Gram-pozitivnih bakterija iz razloga Sto Gram-
negativne bakterije u svojoj strukturi sadrze sloj lipopolisaharida koji otezava prodor

bioaktivnih molekula u njihovu stanicu (84).

23



3.2.2. Nusproizvodi proizvodnje maslinova ulja

Antimikrobna aktivnost ekstrakata nusproizvoda proizvodnje maslinova ulja bolje je
istrazena od antimikrobne aktivnosti nusproizvoda vinarstva te nekoliko istrazivanja ukazuje
na njihov potencijal u primjeni protiv razli¢itih patogena. U istrazivanju Kishikawa i
suradnika (72), ispitano je antimikrobno djelovanje vodenih i etanolnih ekstrakata lis¢a,
komine (pulpa i kostice) masline i otpadne vode iz mlina te se pokazalo kako nijedan ekstrakt
nije djelovao na Gram negativnu bakteriju Escherichia coli, dok je etanolni ekstrakt lis¢a,
ujedno i ekstrakt s najvecom koncentracijom polifenola, imao inhibicijsko djelovanje protiv
bakterije Staphylococcus aureus. Utvrdeno je kako oleuropein samostalno nije pokazao
antimikrobno djelovanje ¢ime je zaklju€eno da je rije¢ o sinergijskom ucinku razli¢itih grupa
polifenolnih spojeva. Sli¢no su zakljuéili Obied i suradnici (85) prilikom istrazivanja
ekstrakta otpadne vode iz mlina gdje se pokazalo kako su samostalni polifenolni spojevi
(hidroksitirozol, kavena i ferulicna kiselina) manje uéinkovito inhibirali rast bakterija
Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa (Gram negativna). od cjelovitog
ekstrakata. Leouifoudi i suradnici (84) su ispitivanjem ekstrakata komine masline i otpadne
vode iz mlina utvrdili kako su oba ekstrakta pokazala antimikrobno djelovanje protiv
bakterije Staphylococcus aureus, dok je protiv bakterija Escherichia coli i Streptococcus
faecali (Gram-pozitivna) djelovanje bilo ograni¢eno. U istrazivanju koje su proveli Nunes i
suradnici (74), ekstakti lista masline pokazali su inhibicijsko djelovanje protiv Gram-
pozitivnih bakterija Bacillus subtilis i Staphylococcus auerus, Gram-negativnih Escherichia
coli i Pseudomonas aeruginosa te kvasca Candida albicans gdje je djelovanje bilo jace protiv
Gram pozitivnih bakterija, vjerojatno zbog prethodno spomenutih razlika u gradi bakterija.
Schlupp i suradnici (86) utvrdili su inhibicijsko djelovanje ekstrakta otpadne vode iz mlina
takoder na Gram pozitivne (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis,

Cutibacterium acnes) i Gram negativne bakterije (Escherichia coli, Pseudomonas
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aeruginosa) s najve¢om ucinkovitosti protiv Staphylococcus epidermis i Cutibacterium acnes
koje su patoloski ¢imbenik u upalnom stanju kod akni. Qidwai i suradnici (87) takoder su
zabiljezili antimikrobno djelovanje protiv navedenih dviju bakterija prilikom ispitivanja
metanolnog, etanolnog, acetonskog i vodenog ekstrakta lista masline gdje se metanolni
ekstrakt pokazao najucinkovitijim, Sto je bilo u skladu s najve¢im udjelom polifenolnih
spojeva i antioksidacijskom aktivnosti. Ekstrakt se takoder pokazao ucinkovitiji protiv

anaerobne Cutibacterium acnes, nego protiv aerobne Staphylococcus epidermis.

3.2.3. Nusproizvodi prerade agruma

Nekoliko je istrazivanja potvrdilo antimikrobno djelovanje ekstrakata nusproizvoda
prerade agruma. Primjerice, u istrazivanju Atolani i suradnika (88) saponificirani ekstrakt ulja
sjemenki slatke narance (C. sinensis (L.) Osbeck) oboga¢en medom i ekstraktom lista
klin¢ic¢a pokazao je antibakterijsko djelovanje protiv Staphylococcus aureus i Bacilus subtilis,
antifungalno protiv Penicilium notatum i Candida albicans te umjereno antiparazitno protiv
Toxoplasma gondii, bez citotoksi¢nosti prema humanim keratinocitima. Buduéi da u ovom
istrazivanju nije primijenjen ekstrakt ulja sjemenki slatke narance samostalno, ne moze se
zakljuciti da je on odgovoran za navedena djelovanja te je vjerojatno rije¢ o sinergijskom
djelovanju. U istrazivanju Guo i suradnika (89), etanolni ekstrakt kore slatke narance
podijeljen je u tri frakcije (etil-acetatna, petroleterska i vodena) te se pokazalo kako je etil-
eterska frakcija jedina pokazala antimikrobno djelovanje protiv sva 4 testa mikroorganizma
(Escherichia coli, Bacilus subtilis, Staphylococcus aureus, Xanthomonas citri subsp. citri) $to
je bilo u skladu s visokim sadrzajem ukupnih polifenolnih spojeva i flavonoida, poglavito
nobiletina ¢ija je korelacija s antimikrobnom aktivnosti potvrdena. Tsai i suradnici (90)
ispitali su antimikrobno djelovanje etericnog ulja lis¢a pomela (C. maxima (Burm.) Merr.) i
utvrdili zna¢ajnu aktivnost protiv bakterija Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa te

kvasca Candida albicans, $to su pripisali sadrzaju citronelala i citronelola, glavnih

25



detektiranih komponenti u udjelu 50,71-59,82%). Dutta i suradnici (82) proveli su zelenu
sintezu nanocCestica s vodenim ekstraktom kore slatke limete (C. limetta Riss0). Nanocestice
su pokazale djelovanje protiv bakterija Micrococcus luteus, Streptococcus mutans,
Staphylococcus epidermis, Staphylococcus aureus i Escherichia coli s izrazitim djelovanjem

protiv stvaranja biofilmova i uspjeSnom permeacijom kroz stanicne membrane bakterija.

3.3. Zacjeljivanje rana

Zacjeljivanje oSteCene koze dinamican je 1 slozen proces koji ukljuuje mrezu
interakcija izmedu posrednika, krvnih stanica i1 izvanstanicnog matriksa rezultirajuci
regeneracijom povrSinskog tkiva koze. Kada dode do ozljede, otpustaju se proupalni citokini i
¢imbenici rasta (trombocitni ¢cimbenik rasta — PDGF, transformiraju¢i ¢imbenik rasta beta —
TGF-B, vaskularni endotelni ¢imbenik rasta — VEGF, ¢imbenik rasta fibroblasta - FGF i
epidermalni ¢imbenik rasta — EGF). FGF, VEGF i EGF aktiviraju neutrofile i monocite u
svrhu zastite od infekcije. U ovoj fazi, stanice proizvode reaktivne kisikove vrste (ROS),
signaliziraju¢i upalu 1 Stite¢i tako od napada mikroorganizama. Pretjerana proizvodnja ROS
moze smanjiti brzinu zacjeljivanja rane, a stanice koje okruZuju ranu ukljucene su u
degenerativni proces koji ugrozava zatvaranje rane rezultiraju¢i kroni¢nim ranama, kao $to su
dijabeticke lezije i dekubitusi (91). Monociti se naknadno diferenciraju u makrofage i
akumuliraju na mjestu rane otpustaju¢i Cimbenike rasta koji promoviraju angiogenezu i
proliferaciju fibroblasta i Kkeratinocita (faza proliferacije). Nakon toga, dolazi do
reepitelizacije 1 proizvodnje kolagena i elastina nakon Cega se viSak matriksa uklanja
apoptozom ili aktivno$¢éu metaloproteinaza (MMP), oznacavajuci zavr$nu fazu remodeliranja
(92). Deregulacija procesa zacjeljivanja pojavljuje se kao posljedica starenja, stresa i

odredenih patologija poput dijabetesa i pretilosti ¢ime moze do¢i do razvoja kronic¢nih rana.
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Iz tog razloga, vazno je istraziti razliite mogucnosti spreCavanja razvoja kroni¢nih rana, a
potencijal nusproizvoda vinarstva, proizvodnje maslinova ulja i prerade agruma prikazan je

dalje u tekstu.

3.3.1. Nusproizvodi vinarstva

U nekoliko istrazivanja ispitan je utjecaj ekstrakata nusproizvoda vinarstva na
zacjeljivanje i obnovu koze. U istrazivanju koje su proveli Craciun i suradnici (93) ispitan je
ucinak vodenog ekstrakta komine grozda (nedefinirana sorta) na keratinocite i fibroblaste
(HS27 stani¢na linija). Zabiljezen je stimulacijski u¢inak na sintezu i1 diferencijaciju
keratinocita te ubrzanje stani¢nog ciklusa fibroblasta (stimulirane S i G2/M faze mitoze)
utjecajem na ekspresiju involukrina, transglutaminaza 1 i citokeratina 5/14 koji su klju¢ni u
rastu epidermalnih slojeva koze. Takoder, zabiljeZena je stimulacija sinteze kolagena od 27%
nakon 72 h izlozenosti. Ekstrakt komine bijelog grozda sorte Grasevina dobiven primjenom
prirodnog eutektickog otapala (betain:glukoza s 30% vode) odabranog primjenom
COSMOtherm softwarea za optimiranje ekstrakcije polifenolnih spojeva pokazao je
sposobnost stimulacije proliferacije keratinocita do 40% (94). Navedeni ekstrakt bio je 15%
ucinkovitiji od 70% etanolnog ekstrakta koji je koriSten za usporedbu §to je bilo u korelaciji
sa sadrzajem polifenolnih spojeva u ekstraktima Sto ukazuje kako su prirodna eutekticka
otapala bolji odabir za dobivanje ekstrakata s djelovanjem na zacjeljivanje rana, a moguce 1
na ostale mehanizme u kozi uzme li se u obzir sadrzaj polifenolnih spojeva za kojeg se u
mnogim istrazivanjima pokazalo kako je u korelaciji s drugim djelovanjima na kozu. Da
vodene otopine etanola nisu najbolji odabir za postizanje maksimalnih ucinaka na
zacjeljivanje rana pokazalo se i u istrazivanju koje su proveli Manca i suradnici (95) gdje je
50% etanolni ekstrakt komine crnog grozda sorte Cannonau samostalno uzrokovao smanjenje

vijabilnosti keratinocita, a ekstrakt inkorporiran u unilamelarne (~927 nm) polisdisperzne
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(PI~0,56) liposome (ucinkovitost inkorporacije 98%) 1 povecao je proliferaciju za 155%

nakon 24 h izloZenosti.

U istrazivanju koje su proveli Carullo i suradnici (96), ekstrakt sjemenki grozda sorte
Mantonico dobiven Soxhlet ekstrakcijom uz primjenu heksana pokazao je ucinkovitost od
50% u zacjeljivanju rana na HaCaT stani¢noj liniji keratinocita u usporedbi s kontrolom Sto
su autori pripisali udjelu masnih kiselina koje polucuju pozitivno djelovanje u razli¢itim
fazama zacjeljivanja koze. Takoder, autori su utvrdili sinergijski uc¢inak masnih kiselina
prisutnih u sjemenkama grozda s prisutnim flavonoidima (kvercetin) na poveéanje
proliferacije keratinocita u usporedbi s primjenom flavonoida samostalno $to pokazuje da
ekstrakcija iskljucivo lipidne frakcije ne iskoriStava sav potencijal sjemenki grozda. Hemmati
i suradnici (97) ispitali su u klini¢koj studiji u¢inkovitost kreme s udjelom ekstrakta sjemenki
crnog grozda od 2% (odabran na temelju preliminarnog istraZivanja gdje je na zeCevima
ispitan utjecaj kreme s 2-10% ekstrakta na zacjeljivanje rana te se nakon histoloskog
pracenja, mjerenjem udjela hidroksiprolina i vlacne c¢vrstoée pokazao optimalnim) na
zacjeljivanje rana. Studija je provedena tijekom tri tjedna primjenom dvaput dnevno na 40
ispitanika u dobi 14-50 godina s razli¢itim lezijama na kozi. Pokazalo se kako je kod
ispitanika tretiranih navedenom kremom doSlo do 6 dana ranijeg zacjeljivanja koze u
usporedbi s kontrolnom skupinom koja je dobila placebo, Sto pokazuje zna€ajan potencijal

primjene ekstrakta sjemenki grozda u proizvodima namijenjenima navedenoj svrsi.

3.3.2. Nusproizvodi proizvodnje maslinova ulja

Ucinak ekstrakata nusproizvoda proizvodnje maslinova ulja na zacjeljivanje rana
ispitano je u dva istrazivanja. U prvom (98), 80% metanolni ekstrakt hidroksitirozol oleata iz
komine masline pokazao je u¢inak na mikroRNA molekule ukljuc¢ene u regulaciju stani¢nog

redoks statusa i regeneracije keratinocita (hsa-miR-21, hsa-miR-29-a) te povecao njihovu
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aktivnost ukazuju¢i na povoljan ucinak ekstrakta komine na zacjeljivanje koze. Nikakav
ucinak na hsa-miR-34-a, koja inhibira proliferaciju i stimulira apoptozu keratinocita te je
ukljucena u patologiju psorijaze, nije zabiljezen. U drugom istrazivanju, heksanski i vodeni
ekstrakt lista masline upareni do suha uklopljeni su u mast u udjelu od 1% s mjeSavinom
glikol-stearat:propilneglikol:teku¢i parafin (3:6:1) te usporedeni s lijekom Madecassol® u u
Cinkovitosti u zacjeljivanju rana u Stakora (99). Na 12. dan primjene lijek Madecassol®
doveo je do 100% zacjeljenja rane, dok je formulacija s vodenim ekstraktom rezultirala s
87% zacjeljenjem rane, poboljSanom epitelizacijom, razvojem fibroblasta i uspostavom

kolagenskih vlakana. Formulacija s heksanskim ekstraktom nije imala ucinka.
3.3.3. Nusproizvodi prerade agruma

Djelovanje ekstrakata nusproizvoda agruma na zacjeljivanje rana ispitano je u tri
istrazivanja. U prvom (100), ispitano je djelovanje liofiliziranog vodenog ekstrakta kore
japanskog agruma Citrus tamurana na proliferaciju i migraciju fibroblasta in-vitro te se
pokazalo kako je pri koncentracijama ve¢im od 1 mg ml™? ekstrakt inhibirao proliferaciju
fibroblasta, a pri nizim koncentracijama je zabiljezen linearan porast proliferacije. Takoder,
zabiljeZena je migracija stanica prema mjestu ozljede te povecana brzina faza G2/S mitoze
Sto upucuje kako navedeni ekstrakt u optimalnom omjeru moze ubrzati zacjeljivanje rana, a
potrebno je istraziti njegovo djelovanje kada bi bio uklopljen u kozmeticku formulaciju. U
drugom istrazivanju (101), djelovanje na zacjeljivanje rana eteri¢énog ulja kore mandarine (C.
reticulata Blanco)ispitano je in-vivo na kozi miseva te se pokazalo kako je promjer rana
znacajno smanjen u skupini gdje je topikalno primijenjeno etericno ulje. Takoder, prema
Draize testu, nije zabiljeZena iritacija uslijed primjene eteri¢nog ulja. Abbasi i suradnici (102)
proizveli su srebrne nanocestice s vodenim ekstraktom lista limuna (C. limon (L.) Osbeck)
koje su uklopili u mast za zacjeljivanje rana s bazom Eucerin®. Djelovanje je ispitano in-vivo

na 60 miSeva s ranama promjera 2x2 cm tijekom 10 dana. Primjena formulacije s
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nanoCesticama rezultirala je smanjenjem veli¢ine rane te povec¢anim brojem fibroblasta i
koncentracijom heksozamina, hidroksiprolina i heksuronske Kiseline. Pokazalo se kako je
formulacija s nanocesticama bila znacajno uspjesnija od samostalnog ekstrakta uklopljenog u
mast, kao i od kontrolnih skupina gdje su primjenjeni tetraciklin, sama baza Eucerin® ili gdje
nije primjenjen nikakav pripravak. Ovo pokazuje kako srebrne nanocestice znaéajno
poboljsavaju djelovanje ekstrakata i ucinkovitost formulacija te otvaraju novo podrucje

istrazivanja.

3.4. Protuupalno djelovanje

Upala je obrambeni odgovor imunosnog sustava na bioti¢ke (patogeni) i abioticke
(toksi¢ni spojevi 1 okoli$ni utjecaji) napade. Uobicajeno, upala eliminira uzrok Stete i inicira
popravak oStecenog tkiva, no kroni¢na upala moZe imati negativne ucinke poput povecanog
oksidacijskog stresa, fibroze, nekroze i razlicite reakcije koze poput ekcema (103). Pocetak
upale ukljucuje aktivaciju dvaju signalnih puteva: 1) put nuklearnog ¢imbenika kB (NF-«xB)
fosforilacijom inhibitora IkBa i njegovom posljedicnom degradacijom i 2) put protein kinaze
aktivirane mitogenom (MAPK) putem fosforilacije kinaze regulirane izvanstani¢nim
signalom (ERK), c-Jun N-terminalne kinaze (JNK) i p38. Aktivacija ovih puteva inducira
aktivaciju proupalnih citokina (interleukin (IL) i faktora tumorske nekroze a (TNF-a) te
proupalnih enzima i proteina ukljucujué¢i inducibilnu sintazu dusikova oksida (iNOS), 5-
lipoksigenazu (5-LOX) i ciklooksigenazu 2 (COX-2)(104). Signalni put NF-xB takoder
sudjeluje u protuupalnim reakcijama Sto ukazuje na njegovu ukljuc¢enost ne samo u aktivaciji,

nego i regulaciji upalnog procesa.
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Istrazivanja protuupalnih aktivnosti naj¢es¢e se provode na keratinocitima koji imaju
aktivnu ulogu u koordinaciji imunosnog odgovora u kozi ekspresijom citokina, kemokina 1
pomoc¢nih molekula. Poremecaj regulacije i abnormalna ekspresija upalnih posrednika ili
njihovih receptora u keratinocitima imaju znacajnu ulogu u patogenezi kroni¢nih upalnih

stanja koZe poput psorijaze, atopijskog dermatitisa i kontaktnog alergijskog dermatitisa (105).

3.4.1. Nusproizvodi vinarstva

Razli¢iti dijelovi nusproizvoda u nekoliko istrazivanja pokazali su protuupalno
djelovanje. Primjerice, u istrazivanju Punzo i suradnika (65) ekstrakt antocijana iz komine
grozda crnih sorti vina iz sjeverne Italije dobiven primjenom prirodnih eutektickih otapala
rezultirao je smanjenim lucenjem proupalnog citokina IL-8 u prisustvu citotoksi¢nog
menadoina prilikom tretmana stanica humanih keratinocita. Ferri i suradnici (106) ispitali su
na humanim embrijskim stanicama bubrega protuupalno djelovanje vodenih i etanolnih
(95%) ekstrakata komine bijelog grozda prethodno tretirane enzimima za poboljSanu
ekstrakciju. Etanolni ekstrakt nije pokazao protuupalno djelovanje, dok je vodeni inhibirao
TNF-a induciranu upalu za 62%. Djelovanje je bilo u korelaciji sa sadrzajem polifenolnih
spojeva. 70% metanolni ekstrakti peteljki razli¢itih sorti vina pokazali su protuupalno
djelovanje inhibicijom duSikova oksida za do 35% (sorta Arinto) u istraZivanju Leal 1
suradnika (68) ispitivanjem na Raw 264.7 stani¢noj liniji. U istrazivanju Quieroz i suradnika
(107), ekstrakt peteljki portugalske crne sorte grozda Sousdo dobiven primjenom mjeSavine
metanola, mravlje kiseline 1 vode u omjeru 50:2:48 pokazao je na Raw 264.7 stani¢noj liniji
inhibiciju dusikova oksida za 37,2%, dok su pojedinacni spojevi izolirani iz ekstrakta bili
uspjesniji u inhibiciji te su maldivin-3-O-glukozid, kvercetin-3-O-glukozid i maldivin-3-O-
(6-kafeoil)-glukozid redom pokazali ucinkovitost inhibicije od 52,4, 48,9 i 47,2%.
Najuspjes$nijom se pokazala kombinacija maldivin-3-O-glukozida s vitaminom E gdje je

postignuta inhibicija duSikova oksida od 71%, Sto je viSe od samostalnog vitamina kao i
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izoliranih fenolnih spojeva. Kombinacija istog glikozida s mjeSavinom vitamina E 1 C bila je
manje uspjesna od samostalnih izoliranih fenolnih spojeva. Ovo pokazuje kako se
adekvatnim formuliranjem moze posti¢i sinergijski u¢inak ekstrakta peteljki grozda s drugim

aktivnim sastojcima.

Pri ispitivanju na Raw 264.7 stani¢noj liniji, i ekstrakt sjemenki grozda sorte
Pecorello dobiven Soxhlet ekstrakcijom uz primjenu heksana pokazao je protuupalno
djelovanje inhibicijom dusikova oksida uz izostanak toksi¢nih uéinaka na stanice (96). Ovo
ukazuje na djelovanje ekstrakta lipidne frakcije sjemenki na upalne mehanizme, $to su autori
povezali sa sadrzajem karotenoida u ekstraktu koji aktivacijom Nrf2 transkripcijskog
¢imbenika mogu potaknuti protuupalni stani¢ni odgovor. Harbeoui i suradnici (108) proizveli
su 80% etanolni ekstrakt fenolnih spojeva iz sjemenki grozda sorti crnog grozda Merlot,
Syrah 1 Carignan te ispitali na stani¢noj liniji RAW 264.7 nekoliko mehanizama ukljucenih u
protuupalno djelovanje. Pokazalo se kako je ekstrakt sjemenki sorte Syrah bio najuspjesniji u
inhibiciji TNF-a (83,36%), proupalnog citokina IL-6 (71,70%), dusikova oksida (37,02%) $to

je bilo u skladu s najvisim udjelom fenolnih spojeva, poglavito flavan-3-ola.

3.4.2. Nusproizvodi proizvodnje maslinova ulja

Protuupalno djelovanje nusproizvoda proizvodnje maslinova ulja ispitano je samo u
rezultatima jednog istrazivanja (75) gdje su primjenom polipropilenglikola, vode i mlije¢ne
kiseline u razli¢itim udjelima proizvedeni polifenolni ekstrakti lista masline spremni za
primjenu u kozmetickim formulacijama. Maseni omjer polipropilenglikola, vode i mlijene
kiseline od 10:89:1 bio je optimalan za postizanje maksimalnog prinosa fenolnih spojeva, dok
je omjer od 28,6:63,6:7,8 bio optimalan za maksimalne prinose oleuropeina. Ispitivanjem
ucinkovitosti inhibicije 5-lipoksigenaze pokazalo se kako su ekstrakti bili losiji u inhibiciji od

standarda nordihidrogvajaretne kiseline te nije bilo razlike izmedu ucinkovitosti ekstrakata
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ovisno o primijenjenom otapalu. Otapala samostalno su takoder pokazala ucinkovitost u
inhibiciji 5-lipoksigenaze, §to znaci da nije samo ekstrakt lista masline zasluzan za navedeno
djelovanje. Uz rezultate spomenutog istrazivanja, Cinjenice da je oleuropein izoliran iz
maslinova ulja pokazao uc¢inkovitost u inhibiciji 5-lipoksigenaze i dusikova oksida (109), a
komercijalni ekstrakt u nusproizvodima proizvodnje maslinova ulja takoder zastupljenog
verbakozida pokazuje potencijal za lijeCenje atopijskog dermatitisa zbog inhibicijskog ucinka
na proupalne citokine ukljuéene u njegovu patologiju (110), ukazuju na to da potencijal

postoji.
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3.4.3. Nusproizvodi prerade agruma

Protuupalno djelovanje ekstrakata nusproizvoda prerade agruma ispitano je samo u
jednom istrazivanju (90) gdje su etericna ulja lista pomela (C. maxima (Burm.) Merr.)
dobivena hidrodestilacijom i mikrovalnom ekstrakcijom bez primjene otapala pokazala
inhibicijsko djelovanje na 5-lipoksigenazu (5-LOX) u postotcima 33,94% i 38,59%, a

pokazalo se kako je za navedeno djelovanje najodgovorniji udio citronelola.
3.5. Utjecaj na melanogenezu

Boja ljudske koze dolazi iz epiderme gdje su smjesteni melanociti — stanice koje
proizvode pigment melanin. U epidermi, keratinociti i melanociti ¢ine simbiotsku jedinicu
gdje jedan melanocit opskrbljuje do 40 keratinocita melaninom rasirenom mrezom svojih
produZenih nastavaka - dendrita. Uzorak distribucije sintetiziranog melanina odreduje boju
koZze. Melanin takoder ima vaznu ulogu u apsorpciji slobodnih radikala nastalih u citoplazmi 1
zaStiti od razli€itih izvora ionizirajuceg zracenja, ukljucuju¢i UV svjetlo. Melanin nastaje u
procesu melanogeneze koji se dogada u melanosomima. Prvi korak u melanogenezi je
oksidacija tirozina djelovanjem enzima tirozinaze ¢ime nastaje dopakinon koji se konvertira u
dopakrom, a daljnjom oksidacijom dolazi do formacije eumelanina ili feomelanina (111).
Osim tirozinaze, jo§ su dva enzima uklju¢ena u melanogenezu (TRP1 i TRP2), no jedino je

tirozinaza neophodna za odvijanje procesa zbog kljucne uloge u prvom koraku.

Iako melanin poglavito ima fotoprotektivnu ulogu u koZi, pretjerana proizvodnja
melanina ili abnormalna distribucija mogu uzrokovati hiperpigmentacije u kozi. Izlozenost
razli¢itim lijekovima i kemikalijama, starenje, kao i odredena zdravstvena stanja poput
melasme, ali i neurodegenerativnih bolesti mogu dovesti do hiperpigmentacija. Zbog toga,
sve je veca potraznja za pronalskom novih i mo¢nih inhibitora melanogeneze. Najcesci cilj je

direktna inhibicija katalitiCke aktivnosti tirozinaze, zbog presudne uloge ovoga enzima u
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procesu melanogeneze. Buduci da se tirozinaza proizvodi samo u melanocitima, inihbitori
tirozinaze imaju specificno djelovanje na melanogenezu bez nuspojava. S druge strane,
inhibitori ekspresije gena za tirozinazu rijetko se ispituju zbog njihovog nespecifi¢nog i

globalnog djelovanja putem unutarstani¢nih signalnih puteva (112).

Osim hiperpigmentacija, poremecaji uzrokovani nedostatkom u proizvodnji i/ili izvozu
melanina kao $to su vitiligo, postupalne hipopigmentacije i progresivna makularna
hipomelanoza znacajno utjeCu na kvalitetu zivota pojedinca. Poremecéaj progesivne
makularne hipomelanoze karakteriziran je poremecajem sazrijevanja melanosoma (113).
Idiopatska guttatna hipomelanoza (IGH) poremecaj je karakeriziran bijelim makulama, a
kozne lezije oboljelih imaju smanjen sadrzaj melanina ili potpuni nedostatak melanina u
keratinocitima s poremecéenim razgranjavanjem dendrita u melanocitima $to ukazuje na
disfunkciju normalnog izvoza melanina iz melanocita do keratinocita (114). Vitiligo je jos
jedan poremecaj gdje su prisutne karakteristicne bijele makule, a moze biti uzrokovan
razli¢itim okidacima poput stresa, opeklina, mehanickih i kemijskih trauma koje u konacnici
dovode do autoimunog odgovora koji cilja melanocite rezultirajuéi progresivnom
depigmentacijom koze (115). 0,5-2% svjetske populacije pogodeno je vitiligom, dok se u
Indiji postotak penje ¢ak do 8,8% (116). Trenutni oblici terapije za vitiligo ukljucuju
primjenu topikalnih kortikosteroida, kirurS§ke tretmane, topikalne imunomodulatore i
fototerapiju UVB zrafenjem uskog pojasa koja se koristi samostalno ili u kombinaciji s
modalitetima. Unato¢ prednostima, ove metode imaju ograni¢enja koja uklju¢uju ponovnu
pojavu bijelih lezija nakon prestanka terapije uz razli¢ite druge nuspojave koje sprjecavanju
dosljednost pacijenata terapiji. Biljni ekstrakti ljekovitog djelovanja koji sadrze spojeve s
potencijalnim stimulativnim uc¢inkom na melanogenezu od velikog su interesa u podrucju
ispravljanja hipopigmentacija bijelih koznih lezija u vitiligu (116). Takoder, u kozmetickoj

industriji postoji potraznja za sredstvima koja ¢e postizati "prirodniji" u¢inak samotamnjenja
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ili repigmentaciju sijede kose. Osim toga, poboljSana melanogeneza moguée bi mogla
poboljsati fotozastitu svijetle koze i smanjiti rizik od raka koze zbog ¢ega je nuzno istraziti
potencijal razliCitih biljnih izvora bioaktivnih molekula za tretiranje poremecaja

hipopigmentacije.

3.5.1. Nusproizvodi vinarstva

U nekoliko istrazivanja potvrdeno je djelovanje ekstrakata nusproizvoda vinarstva na
melanogenezu. U istrazivanju koje su proveli Ferri i suradnici (106), ispitano je djelovanje
vodenih i etanolnih (95%) ekstrakata komine bijelog grozda prethodno tretirane enzimima za
poboljsanu ekstrakciju na enzim tirozinazu. Etanolni ekstrakti pokazali su jace inhibicijsko
djelovanje (63-79%) od vodenih (43—70%) $to je bilo u skladu s ve¢im sadrzajem fenolnih
spojeva u etanolnom ekstraktu. Matos i suradnici (67) ispitali su inhibicijsko djelovanje 50%
etanolnog ekstrakta komine grozda crne sorte Tempranillo, taloga zaostalog nakon
fermentacije te taloga porto vina na tirozinazu. Talog zaostao nakon fermentacije pokazao je
najvece inhibicijsko djelovanje, §to je bilo u skladu s visokim sadrzajem ukupnih polifenolnih
spojeva u ekstraktu. Ekstrakt taloga porto vina bio je 3-5 puta manje ucinkovit od taloga
zaostalog nakon fermentacije, a ekstrakt komine grozda 20 puta manje ucinkovit. U ovom
slu¢aju, nije zabiljeZena korelacija izmedu sadrZaja ukupnih fenolnih spojeva ili individualnih
spojeva i inhibicijskog djelovanja ekstrakata te se vjerojatno radi o ucinku drugih prisutnih
komponenti. Deniz i suradnici (70) zabiljezili su in-vitro ucinkovitost etanolnog (80%)
ekstrakta sjemenki grozda na inhibiciju tirozinaze od priblizno 70%. Odah i suradnici (71)
zabiljezili su takoder inhibicijsko djelovanje acetonskog (90%) ekstrakta sjemenki grozda
prethodno odmaséenog heksanom na tirozinazu, no viSestruko slabije od standarda kojicne
kiseline. U istrazivanju koje su proveli Malinowska i suradnici (69), ispitano je djelovanje
60% etanolnih ekstrakata polifenolnih spojeva (stilbeni vitiferin i resveratrol te katehini) iz

trske grozda pet razlicitih sorti grozda na aktivnost tirozinaze. Ekstrakt polifenolnih spojeva
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trske sorte Riesling se pokazao najucinkovitijim s postotkom inhibicije 62,5% (priblizno
samom resveratrolu i vitiferinu), dok je ekstrakt trske sorte Sauvignon bio najlo$iji s
dvostruko manjim postotkom inhibicije $to je pratio i najnizi udio polifenolnih spojeva. 70%
metanolni ekstrakti polifenolnih spojeva iz peteljki Sest razli¢itih sorti vinove loze pokazali su
inhibicijski u¢inak u rasponu 41,47-53,83% na tirozinazu, a najdjelotvornijim se pokazao

ekstrakt peteljki sorte Syrah (68).

3.5.2. Nusproizvodi proizvodnje maslinova ulja

U istrazivanju Kishikawa i suradnika (72), pripravljeni su vodeni i etanolni ekstrakti
lis¢a, komine (pulpa i koStice) masline i otpadne vode iz mlina te je ispitano njihovo
djelovanje na sadrzaj melanina u B16 stanicama melanoma. Pokazalo se kako je sadrzaj
polifenolnih spojeva bio visi u etanolnim ekstraktima, a najveéa koncentracija ukupnih
polifenola zabiljezena je etanolnom ekstraktu liS¢a koji je ujedno imao i najveéi ucinak
(69,2%) na smanjenje udjela melanina uspjeSniji od arbutina (44,4%) koji se koristi za
posvjetljivanje koze te samostalnog oleuropeina (41,6%) Sto ukazuje na sinergijski u¢inak u
ekstraktima. Tome u prilog govori i1 Cinjenica da je navedeni etanolni ekstrakt lis¢a u
usporedbi s drugim ekstraktima imao znacajno manju koncentraciju oleuropeina. Nunes i
suradnici (74) istrazili su tri razlilicita ekstrakta lis¢a masline (bez primjene organskih otapala
pri visokim i sobnim temperaturama; detalji nisu navedeni zbog tajnosti) gdje je postignuta
inhibicija tirozinaze u rasponu od 10-16% , a ekstrakt s najve¢im ukupnim sadrzajem fenola i
hidroksitirozola pokazao je najjace djelovanje. Ha i suradnici (117) ispitali su djelovanje 5
frakcija 80% etanolnog ekstrakta lista masline na sadrzaj melanina u B16F1 stanicama, gdje
je butanolna frakcija imala viSestruko veéi udio oleuropeina od ostalih frakcija, a etilacetatna
frakcija primijenjena u postotku 0,01% koji nije imao negativne ucinke na odrZivost
keratinocita, pokazala je najuinkovitije smanjenje melanogeneze (2,3X). Mehanizam nije

razja$njen te su potrebna daljnja istraZzivanja. Wanitphakdeecha i suradnici (76) ispitali su
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djelovanje komercijalne kreme s ekstraktom lista masline (SUPERHEAL™ O-Live Cream,
PhytoCeuticals, Inc., SAD) na hiperpigmentacije istrazivanjem na 36 sudionika u dobi 20-65
g. sa znakovima fotostarenja koze primjenom 0,6 g kreme dvaput dnevno na cijelo lice
tijekom dva mjeseca. 53% ispitanika prijavilo je subjektivan dozivljaj smanjenja

hiperpigmentacija, dok je objektivno indeks melanina ostao isti.

Osim inhibicijskih u¢inaka na melanogenezu, ekstrakti liS¢a masline pokazali su i
ucinke kod hipopigmentacijskih poremecaja. U istrazivanju koje su proveli Goenka i Simon
(116), 80% etanolni ekstrakti lista masline standardizirani na oleuropein (16—24%) te >30%
ukupnih fenolnih spojeva pokazali su utjecaj na sintezu i izlu¢ivanje melanina u misjim
B16F10 i ljudskim MNT-1 stanicama melanoma. Poveéane su razine izvanstani¢nog
melanina, bez utjecaja na unutarstani¢ni §to znaci da je melanogena aktivnost bazirana na

povecanju sekrecije.

3.5.3. Nusproizvodi prerade agruma

Dokazi o u¢incima nusproizvoda prerade agruma na melanogenezu pojavili su se u
nekoliko istrazivanja. Primjerice, u istrazivanju koje su proveli Guo i suradnici (89), etanolni
ekstrakt kore slatke narance (C. sinensis (L.) Osbeck) podijeljen je u tri frakcije (etil-acetatna,
petroleterska i vodena) te se etil-eterska frakcija, iako loSija od standarda koji¢ne Kiseline,
pokazala najucinkovitijom u inhibiciji tirozinaze Sto je bilo u skladu s visokim sadrzajem
ukupnih polifenolnih spojeva i flavonoida, poglavito nobiletina. U istrazivanju koje su
proveli Aumeeruddy-Elafi i suradnici (118), eteri¢na ulja lista i kore pomela (C. maxima
(Burm.) Merr.), kore kvrgave limete (C. hystix) i lista mandarine (C. reticulata Blanco)
pokazala su inhibicijsko djelovanje na tirozinazu iznad 50%, gdje se etericno ulje kore
kvrgave limete pokazalo ucinkovitijim od standarda koji¢ne kiseline. Eteri¢na ulja lis¢a

generalno su se pokazala losijima od eteri¢nih ulja kore, a eteri¢no ulje lista pomela je bilo
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vise od dvostruko uspjesnije od eteri¢nog ulja lista mandarine. U istrazivanju koje su proveli
Borse i suradnici (119), proizveden je sapun s 95% etanolnim ekstraktom kore slatke narance
(C. sinensis (L.) Osbeck) te je tijekom mjesec dana na kozi nogu 20 ispitanika biljezen u¢inak
sapuna na koli¢inu melanina. Ispitanici koji su koristili sapun s ekstraktom imali su 17,33%
manje melanina na kozi u odnosu na ispitanike koji su koristili sapun bez ekstrakta. Rezultati
navedenih istrazivanja pokazuju kako ekstrakti nusproizvoda prerade agruma, osobito kore

pokazuju potencijal za primjenu u inhibiciji melanogeneze.

3.6. Zastita od UV zracenja

Izlozenost UV zracenju glavni je ¢imbenik ekstrinzi¢nog starenja koze i odgovorna je
za 80% fotostarenja koze. UV zraCenje u kozi uzrokuje kroni¢nu upalu interakcijom s
njezinim razli¢itim dijelovima. Prvo potice fotokemijske reakcije u povrsinskim lipidima, a
nakon toga i modifikaciju komponenti keratinocita i medustani¢nih lipida u roznatom sloju
koze te direktno ili preko fotokemijskih posrednika dolazi do aktivnih slojeva epiderme.
Upalni odgovori inducirani UV zraenjem ukljucuju dilataciju dermalnih krvnih Zila,
vaskularnu hiperpermeabilnost, kutani edem, hiperplaziju, infiltraciju leukocita, poveéan broj
proupalnih citokina i generaciju reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i ostalih slobodnih radikala
koji posljedi¢no reagiraju s vezivnim tkivom i stani¢nim membranama. Navedeni ucinci
povezuju se s ireverzibilnom Stetom na stanicnim makromolekulama, uklju¢uju¢i DNA 1
proteine. ROS nastale djelovanjem UV zraenja iniciraju kaskadu signalnih reakcija koje
rezultiraju povec¢anom aktivacijom AP-1 i NF-xB i smanjenom aktivnosti TGF-p sto dovodi
do smanjene sinteze i povecane razgradnje kolagena (120). Specifi¢ni ucinci UV zracenja na
kozi ovise o valnoj duljini. UVB zracenje ima valnu duljinu 290-310 nm te ¢ini 2—-5%
ukupnog UV zracenja. Prodire u kozu u rasponu 160-180 um, a uzrokuje ostecenje DNA i
povecava incidenciju mutacija povezanih s aktini¢nim eritemom i melanomom. UVA

zraCenje valne duljine 320—400 nm ¢ini 95-98% ukupnog UV zraéenja te prodire u kozu do
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dubine 1 mm uzrokuju¢i masivnu proizvodnju slobodnih radikala. Dugotrajna izloZenost
UVA zraCenju povezuje se s razvojem raka koze uslijed oSteenja na DNA (121,122).
Roznati sloj koze uslijed produljenog i ponavljanog izlaganja UV zracenju zadebljava uslijed
povecane diobe stanica keratinocita uzrokovane povec¢anom eckspresijom ¢imbenika rasta
keratinocita (KGF) te se formira fizicka barijera (epidermalna hiperkeratoza) diferencijacijom
keratinocita u korneocite (123). Melanin ima zaStitnu ulogu u epidermi tako $to apsorbira UV
zrake 1 umanjuje njihove negativne ucinke, no produljena izlozenost UV zracenju moZe
dovesti do formacije melanoma. Melanom je rjeda vrsta raka koze, no odgovoran je za ve¢inu
smrti povezanih s rakom koze (124). UV zracenje stimulira melanocite da pokrenu sintezu
melanina povecavajuéi ekspresiju enzima tirozinaze. Apsorpcija i smanjenje prijenosa UVB
zraCenja smatraju se prvom linijom obrane od fotokarcinogeneze. U tome veliku ulogu imaju
fotoprotektivna sredstva koja umanjuju Stetne ucinke UV zrafenja na koZu. Ucinkovitost
aktivnih sredstava za zastitu opisuje se zastitnim faktorom (eng. sun protection factor; SPF)
koji se definira kao UV energija potrebna za nastanak minimalne doze eritema (MDE) na
zaSticenoj koZi, podijeljen s UV energijom potrebnom za nastanak MDE na neza$ti¢enoj
kozi. MDE se definira kao najkra¢i vremenski interval ili doza UV zra¢enja dovoljna da
proizvede minimalan, vidljiv eritem na koZi. Sto je SPF faktor veéi, veéa je zastita koze od

UV zracenja (125).

Zbog neadekvatnog nacina primjene i izlaganja tijekom duljeg perioda nego Sto je
predvideno trajanje zaStite, UV zaStita je najceS¢e manja u praksi nego $to je navedeno na
deklaracijama. Takoder, kreme sa zaStitnim faktorom trenutno prisutne na trziStu najcesce
nude vecu zastitu od UVB nego od UVA zracenja ¢ime potencijalno nedovoljno Stite od
nastanka ROS. Primjerice, u jednom istraZivanju pokazalo se kako kreme sa zaStitnim
faktorom Sirokog spektra UV zastite smanjuju formaciju slobodnih radikala samo za 55%

(126). Zbog toga, topikalna primjena antioksidanasa moze komplementirati zastitu UV
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filtera. Polifenolni spojevi iz biljnih ekstrakata u posljednje vrijeme se istrazuju za primjenu u
formulacijama krema sa zastitnim faktorom zbog svoje strukturalne slicnosti s kemijskim UV
filterima te potencijalnog djelovanja istim mehanizmom odbijanja UVB zraka, budu¢i da
tipi¢no apsorbiraju UV zraCenje valne duljine 300-400 nm. Primjerice, kavena kiselina ima
apsorpcijski maksimum u blizini raspona UVB i UVA zraka te procijenjenu vrijednost SPF

7.2 (127).

3.6.1. Nusproizvodi vinarstva

U istrazivanju Martincigh i Olengo (128), dodatak metanolnog ekstrakta sjemenki
grozda rezultirao je znacajnim smanjenjem fotonestabilnosti triju UV filtera (2-etilheksil-p-
metoksicinamat, benzofenon-3, terc-butilmetoksi-dimenzoilmetan) prilikom simuliranog
zracenja. Nakon cetiri sata izlozenosti, mjeSavina navedenih triju filtera bez ekstrakta
sjemenki grozda degradirala se za 32,4%, dok se mjeSavina koja je sadrzala ekstrakt
degradirala 16,9% Sto je gotovo dvostruko manje. Povecanje stabilnosti autori povezuju s
redukcijskim kapacitetom polifenolnih ekstrakata 1 sposobnos¢u keliranja metalnih iona. U
prilog ovim rezultima, koji su dobiveni primjenom metanolnog ekstrakta, a ne kozmeticke
formulacije govore i rezultati sljedec¢ih dvaju istrazivanja. Hubner i suradnici (129) proizveli
su 6 kozmetiCkih formulacija sa 1 bez liofiliziranog 70% etanolnog ekstrakta polifenolnih
spojeva komine grozda sorte Cabernet Sauvignon gdje je kao baza koriSten hidrofilni
kopolimer amonijeva akriloildimetiltaurat vinilpirilidona s UV filterima te je ispitana
ucinkovitost fotozastite 1 fotostabilnost difuznim spektrofotometrom. Pokazalo se kako su
UV filteri pojacani liofiliziranim ekstraktom polifenola rezultirali dvostruko i trostruko
povecanom zastitom u odnosu na same UV filtere s vrijednosti SPF 17 nakon 2 h pri pH 5,
dok samostalni ekstrakt bez filtera nije ponudio zastitu. U jo§ jednom istrazivanju (130), isti
autori proizveli su 9 razli¢itth U/V emulzija s UV filterima 1 70% etanolnim ekstraktom

polifenolnih spojeva komine grozda sorte Cabernet Sauvignon u razli¢itim udjelima, gdje se
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na temelju ispitivanja fotostabilnosti i fotozastite in-vitro formulacija s 10% ekstrakta i 11,5%
UV filtera pokazala najucinkovitijom s SPF vrijednosti 16. Nakon 2 sata, SPF vrijednost
formulacije koja je sadrzavala 10% polifenolnog ekstrakta bila je 39,93% visa od formulacije
bez ekstrakta te je pokazala 17,98% vecu zastitu od UVA zrafenja u odnosu na formulaciju
bez ekstrakta. Navedene dvije formulacije potom su ispitane in-vivo u klinickoj studiji na 60
sudionika u dobi 18-64 g., tipova koze I-IV po Fitzpatricku gdje se pokazalo kako je
formulacija s 10% polifenolnog ekstrakta bila uspjesnija u zastiti od UVB zracenja zbog
kasnije pojave eritema. Nije zabiljezena fototoksicnost, iritacija ni fotosenzibilizacija koze Sto
upucuje da formulacije koje sadrze ekstrakt komine grozda imaju poboljSana svojstva zastite,

a istovremeno su prikladna za upotrebu.

3.6.2. Nusproizvodi proizvodnje maslinova ulja

U istrazivanju koje su proveli da Silva i suradnici (131) ekstrakt lista masline
standardiziran na 20% oleuropeina primijenjen je na stanicama kvasca Saccharomyces
cerevisiae koje su zatim tretirane in-vitro simuliranim suncevim zra¢enjem. Primjena
ekstrakta rezultirala je zaStitom od mutageneze, fotozasStitom 1 prezivljenjem stanica kvasca.
Nakon toga formulirane su U/V emulzije s tri UV filtera i navedenim ekstraktom u udjelima
I, 31 5%. U sva tri slucaja zabiljezen je sinergijski u¢inak UV filtera i ekstrakta u
ucinkovitosti fotozastite, a udio ekstrakta od 5% pokazao se naju€inkovitijim te je pri tom
postotku postignuta vrijednost SPF od 56. Za razliku od njih, Nunes i suradnici (74) u svom
istrazivanju na ekstraktima lista masline nisu primijetili povezanost koncentracije
polifenolnih spojeva u ekstraktu s uc¢inkovitosti zastite, a SPF vrijednost samih ekstrakata bez
UV filtera in-vitro iznosila je 5,2-10,1. Svi ekstrakti pokazali su inhibiciju reaktivnih
vodikovih vrsta in-vitro. S navedenim ekstraktima formulirane su U/V emulzije za topikalnu
primjenu te je formulacija s najvecim udjelom hidroksitirozola i tirozola rezultirala

smanjenom oksidacijom [B-karotena prilikom izlozenosti UVA zracenju, ukazuju¢i kako u
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formulaciji ipak udio fenolnih spojeva ima znacajnu ulogu. Pri tome su pH vrijednosti
emulzija bile prikladne za primjenu na kozi, a konzistencija emulzije bila je loSija u
usporedbi s onom bez ekstrakta Sto ostavlja prostor za daljnje istrazivanje adekvatnog
forumliranja. U istrazivanju koje su proveli Galanakis i suradnici (132) ekstrakt polifenolnih
spojeva otpadne vode iz mlina dobiven centrifugom povecao je ucinkovitost zastite UV
filtera (titanijev dioksid i Uvinul A) od UVB zracenja, a pri jednakim koncentracijama
pokazao je bolju apsorpciju UVA zrafenja od cesto koriStenih kemijskih UV filtera
(benzofenon A, etil heksil metoksicinamat, oktildimetil p-aminobenzojeva kiselina). Osim
povecanja zaStite od UV zrafenja, ekstrakti nusproizvoda proizvodnje maslinova ulja
pokazali su i djelovanje protiv oSteCenja koZe nastalih djelovanjem UV zrafenja. Ha i1
suradnici (117) ispitali su 5 frakcija 80% etanolnog ekstrakta lista masline, gdje je butanolna
frakcija imala viSestruko veci udio oleuropeina od ostalih frakcija. Medutim, etilacetatna
frakcija primijenjena u postotku 0,01% koji nije imao negativne ucinke na odrZivost
keratinocita, pokazala je najbolje smanjenje (55%) TNF-o nakon izlaganja UVB zracenju.
Sam etanolni ekstrakt nije pokazao ucinke na TNF-a. Lecci i suradnici (133) utvrdili su da
ultrafiltrirana frakcija otpadne vode iz mlina ima selektivni prooksidacijski i proapoptoticki

ucinak na potencijalno karcinogene keratinocite oSte¢ene UVA zracenjem.

3.7. Aktivacija TRPA-1 kanala

U posljednje vrijeme, sve je viSe dokaza koji upucuju na to da su tranzitorni receptori
(TRP) uklju€eni u regulaciju metabolic¢kih procesa u kozi. TRP kanali, originalno opisani kao
polimodalni stani¢ni receptori koji mogu biti aktivirani razli¢itim fizickim, kemijskim i
termalnim podrazajima, sada se smatraju pleiotropnim molekulama jer osim spomenutih
uloga mogu imati i1 ulogu efektora. Na taj nacin, TRP kanali ukljuceni su u odrzavanje
staniéne homeostaze i regulaciju rasta, imunosnih mehanizama te endokrinih i egzokrinih

procesa izlu¢ivanja te tako sudjeluju u formiranju i odrzavanju koZne barijere, rastu i
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diferencijaciji koznih stanica te u upalnim procesima u kozi (134). U jednoj studiji, istraZzeno
je djelovanje etericnog ulja ¢vrstih dijelova gorke narance (C. x aurantium) na aktivaciju
TRPA 1 kanala za kojeg se pokazalo kako sudjeluje u odrzavanju epidermalne homeostaze, a
njegovi agonisti posljedi¢no uzrokuju oporavak kozne barijere (135). Primjenom eteri¢nog
ulja gorke narance koje je sadrzavalo 10 terpena (95% limonena) u koncentraciji 1000 pg/ml
postignuta je aktivacija TRPA-1 kanala. Daljnjim ispitivanjem djelovanja izoliranih terpena
pokazalo se kako je ostol, derivat kumarina, naju¢inkovitiji u aktivaciji jer je za postizanje

djelovanja bila potrebna najniza koncentracija od svih spojeva.
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4. Rasprava

Pregled dostupne literature pokazao je kako ekstrakti nusproizvoda vinarstva, proizvodnje
maslinova ulja i prerade agruma mogu sudjelovati u razli¢itim mehanizmima povezanim s
funkcioniranjem koze. U tablici 1 prikazan je pregled zabiljeZenih ucinaka nusproizvoda, a
moze se vidjeti kako su opéenito najistrazenija anti-aging i antimikrobno djelovanje te utjecaj
na melanogenezu. Od nusproizvoda vinarstva, najbolje istrazen dio je komina grozda, dok o
lis¢u vinove loze ima najmanje podataka. Od nusproizvoda proizvodnje maslinova ulja,
najbolje su istrazeni ekstrakti lista masline, dok najmanje podataka ima o komini ukljucujuéi
kostice. Od nusproizvoda prerade agruma, najbolje su istrazena djelovanja ekstrakata i

eteri¢nih ulja liS¢a, dok o otpadnim vodama od procesiranja uop¢e nema podataka.

Anti-aging djelovanje nusproizvoda vinarstva istrazeno je u 9 studija (7, 63—70), a ispitani
su samo ekstrakti in-vitro gdje je zabiljezena korelacija udjela ukupnih polifenolnih spojeva i
djelovanja na enzime uklju¢ene u proces starenja koze (67, 71) 1 SIRT-1 koji odrzava
dugovjecnost stanica, transkripcijskih faktora 1 proteina koji sudjeluju u reparaciji DNA (69).
Jedna od najvaznijih sastavnica nusproizvoda vinarstva je resveratrol koji bi, direktno ili
indirektno, mogao biti odgovoran za opazene ucinke (136). Izrazen je utjecaj ekstrakcijskog
otapala na sastav polifenolnih spojeva, a pokazalo se kako etanolni ekstrakti imaju veéi udio
ukupnih polifenola, antocijana i flavonola, dok vodeni ekstrakti sadrze viSe fenolnih kiselina i
flavan-3-ola ¢iji je sadrzaj u sirovim vodenim ekstraktima doveden u vezu s ja¢im
inhibitornim djelovanjem na enzime kroz hidrofobne interakcije koje rezultiraju promjenom
konformacije enzima (66). S druge strane, etanolne frakcije s visokim sadrzajem flavonola
kvercetina imale su ucinkovitije inhibitorno djelovanje na enzime, moguce zbog reakcija
kvercetina s aktivnim mjestom enzima (66). Osim toga, pokazalo se i kako niskomolekulske

frakcije s visokim udjelom galne kiseline imaju izraZzenije inhibitorno djelovanje od
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visokomolekulskih (63), kao i da imaju vecu sposobnost permeacije u dublje slojeve koze

(64).
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Vinarstvo

Proizvodnja
maslinova ulja

Prerada
agruma

Komina
Lisc¢e
Vinski talog
Trska
Komina
Otpadna voda iz
mlina
Kostice
Lisc¢e
Kora
Sjemenke
Otpadne vode od

procesiranja
Lisce
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Tablica 1. Pregled zabiljezenih u¢inaka nusproizvoda vinarstva, proizvodnje maslinova ulja i prerade agruma na koZu i uz nju povezane

mehanizme

deelovanje je utvrdeno u najmanje jednom uklju¢enom istrazivanju; (-) nema podataka
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Pokazalo se, medutim, kako i slozeni procijanidini mogu permeirati dublje u kozu kada se
kao otapalo primjenjuje vodena otopina etanola za kojeg je poznato kako omogucéuje
penetraciju aktivnih sastojaka u kozu (64), $to ukazuje na to da se adekvatnim formuliranjem

moze posti¢i maksimalno iskoriStenje potencijala razlicitih struktura polifenolnih spojeva.

U 7 studija istrazeno je anti-aging djelovanje nusproizvoda proizvodnje maslinova ulja
gdje su takoder uglavnom ispitani ekstrakti in-vitro (70-75). Ekstrakt pulpe masline pokazao
je najveéi potencijal u promociji proizvodnje kolagena, unato¢ tome sto je ekstrakt lista imao
najveci udio polifenolnih spojeva (72). Ipak, vazno je napomenuti da je sastav polifenola u
pulpi nesto drugaciji nego u listu jer uglavnom sadrzava hidroksitirosol (~1.8%), tirosol i p-
kumarnu kiselinu. Pulpa sadrzava i vazne lipidne sastavnice poput skvalena, tokoferola,
fosfolipida, i sterola (137) koji bi, uz polifenole, mogli imati vaznu ulogu u opazenom ucinku
(37). Pokazalo se kako ekstrakti standardizirani na 20% i 30% oleuropeina razli¢ito utje¢u na
razli¢ite enzime te je primjerice 20% ekstrakt uc¢inkovitiji u inhibiciji hijaluronidaze, dok je
30% nesto ucinkovitiji u inhibiciji elastaze (74). Takoder, veée koncentracije oleuropeina
pokazale su negativni ucinak na vijabilnost keratinocita zbog ¢ega je nuzno pronaci granicu
kod koje se postize maksimalno djelovanje na razliite enzime uz izostanak negativnih
ucinaka. EutektiCka otapala pokazala su prednost u smislu da se ne moraju eliminirati prije
formulacije proizvoda budu¢i da je zabiljezeno njihovo inhibicijsko djelovanje na
kolagenazu, te izostanak ucinaka na druge enzime (75). Medutim, ekstrakti dobiveni
primjenom eutekti¢kih otapala ispitanih u navedenoj studiji imali su slabije djelovanje od
samostalnih otapala pokazuju¢i kako se njihovom primjenom ne postize Zeljeni ucinak
ekstrakata. U dvije klinicke studije na malom broju ispitanika ispitana je i u¢inkovitost
komercijalne kreme s ekstraktom liS¢a maslina gdje su zabiljezeni pozitivni ucinci na teksturu

koze 1 trensepidermalni gubitak vlage (76) te U/V emulzije sa SeCernom frakcijom ekstrakta
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komine masline gdje je potvrdeno smanjenje transepidermalnog gubitka vlage i pobolj$anje

izgleda koze (77).

Samo su 2 studije ispitale anti-aging djelovanje nusproizvoda prerade agruma gdje je od
17 vrsta agruma najveci potencijal u inihibiciji enzima ukljucenih u starenje koze pokazao
ekstrakt flaveda gorke narance (70), koji je u drugoj studiji (78) uklopljen u fosfolipidni
kompleks zajedno s drugim sastavnicama te je utvrdena bolja permeacija u odnosu na

primjenu bez uklapanja u fosfolipide, ukazuju¢i na vaznost formuliranja.

Antimikrobno djelovanje nusproizoda vinarstva istrazeno je samo u 2 studije (68, 83)
gdje je utvrdeno djelovanje ekstrakta peteljki i celuloznog hidrogela s uklopljenim
ekstraktom komine protiv Gram-pozitivnih bakterija in-vitro. U 6 studija istrazeni su ekstrakti
nusproizvoda proizvodnje maslinova ulja te su pokazali in-vitro djelovanje protiv razli¢itih
Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija uklju¢enih u patologiju koznih oboljenja (72,
74, 84-87). Rezultati studija ukazuju na to da visi udio polifenolnih spojeva rezultira ja¢im
antimikrobnim djelovanjem (87), te da izolirani spojevi primijenjeni u jednakoj ukupnoj
koncentraciji polifenolnih spojeva imaju slabije djelovanje od sirovog ekstrakta ukazujuéi na
sinergijsko djelovanje (72, 85). Jedna od sastavnica nusproizvoda vinarstva koja bi zacijelo
mogla pridonositi navedenom ucinku je resveratrol. Naime, resveratrol pokazuje
antimikrobno djelovanje protiv velikog broja bakterija, virusa i gljivica. MoZe utjecati na
bakterijsku virulenciju Sto rezultira smanjenom proizvodnjom otrovnih tvari, inhibicijom

nastanka biofilma te smanjenjem bakterijske pokretljivosti (138).

U 4 studije (82, 88-90) utvrdeno je in-vitro djelovanje ekstrakata i etericnih ulja
nusproizvoda agruma na Gram-pozitivne, ali i Gram-negativne bakterije. Kod polifenolnih
ekstrakata nusproizvoda agruma takoder se pokazalo kako visok sadrzaj ukupnih polifenolnih

spojeva te flavonoida nobiletina korelira s antimikrobnim djelovanjem (88, 89), dok se kod
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etericnih ulja antimikrobna aktivnost pripisuje najzastupljenijim hlapljivim spojevima —
citronelalu i citronelolu (90). Srodne studije utvrdile su da citronelal, citronelol i njihove
smjese s drugim hlapivim sastavnicama eteri¢nih ulja pokazuju brojne uéinke koji bi mogli
biti relevantni za kozu. To osim antimikrobnog ukljucuje i antioksidativni kao i u¢inak na
cijeljenje rana (139). Utvrdeno je kako proizvodnja srebrnih nanocestica s ekstraktom kore
agruma dovodi do iznimno jakog inhibitornog djelovanja na stvaranje biofilmova te
pospjesuje permeaciju kroz stani¢nu stijenku bakterija (82). Istrazivanja pokazuju potencijal
svih triju vrsta nusproizvoda za primjenu u proizvodima namijenjenima potpori koze
zahvacene oboljenjima povezanima s patogenima, a Osim ukljucenosti u patologiju koznih
oboljenja, mnogi patogeni ispitani u studijama odgovorni su za kvarenje kozmetickih
proizvoda $to ukazuje na potencijal ekstrakata za primjenu ne samo kao kozmeceutika, ve¢ i
kao prirodnih konzervansa ukoliko bi ucinak bio slican i unutar kozmetic¢kih formulacija pri

prikladnim koncentracijama.

Djelovanje nusproizvoda vinarstva na zacjeljivanje rana istraZzeno je u 5 studija, od
kojih je u 4 (93-96) ispitan ucinak ekstrakata in-vitro na proliferaciju keratinocita i
fibroblasta, dok je provedena i jedna klinicka studija na 40 ispitanika gdje je potvrdena
uc¢inkovitost kreme s uklopljenim ekstraktom komine grozda (97). Pokazalo se kako odabir
otapala ima znacajan ucinak na ishod zacjeljivanja rane prilikom primjene samostalnih
ekstrakata te da prirodna eutekticka otapala imaju obecavajuc¢i uc¢inak u smislu postizanja
maksimalnih prinosa polifenolnih spojeva te znaCajno uspje$nijim djelovanjem na
zacjeljivanje rana u usporedbi s vodenim otopinama etanola (95, 96). Brojne studije ukazuju
na to da resveratrol potpomaze zacjeljivanje rana i prevenira nastakan oziljaka (140).
Primjena etanolnih ekstrakata samostalno rezultirala je i smanjenom vijabilnosti keratinocita,
dok je uklapanje u liposome rezultiralo eliminacijom takvih negativnih ucinaka (96).

Navedeni ucinak nije neocekivan jer liposomi pobolljSavaju terapijsku ucinkovitost lijekova
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stabilizirajuci uklopljene spojeve, olakSavaju¢i njohov ulazak u stanice 1 tkiva i povecavajuci
biodistribuciju lijekova na ciljana mjesta in vivo, uz minimiziranje sistemske toksi¢nosti
(141).Sve navedeno ukazuje na vaznost formulacije kozmeti¢kih proizvoda kako bi se
postigao maksimalni u¢inak uz eliminaciju potencijalnih nuspojava. Takoder, pokazalo se
kako je pozeljno istraziti kombinirano djelovanje razli¢itih frakcija ekstrakata nusproizvoda
budu¢i da je lipidna frakcija iz sjemenki grozda pokazala sinergijsko djelovanje s prisutnim

flavonoidima (96).

Djelovanje nusproizvoda proizvodnje maslinova ulja istrazeno je u 2 studije, gdje je u
prvoj ispitano i utvrdeno djelovanje ekstrakta komine na keratinocite i mikro-RNA molekule
ukljuéene u proces zacjeljivanja (98), a u drugoj je vodeni ekstrakt lista uklopljen u kremu
koja je prilikom usporedbe sa standardnim lijekom Madecassol® pokazala u¢inkovitost od
87% u zacjeljivanju koze S$takora, dok krema s heksanskim ekstraktom nije pokazala
djelovanje (99). Navedeni rezultati pokazuju kako su polarni spojevi ekstrahirani u vodi u
najve¢oj mjeri odgovorni za ucinak u nusproizoda proizvodnje maslinova ulja na
zacjeljivanje rana, a zanimljivo bi bilo procijeniti moguce sinergijsko djelovanje vodenog

ekstrakta uklopljenog u formulaciju lijeka Madecassol®.

Utjecaj nusproizvoda prerade agruma na zacjeljivanje rana ispitan je u tri studije. U
prvoj je istrazen i potvrden in-vitro ucinak ekstrakta kore japanskog agruma C. tamurana na
proliferaciju fibroblasta in-vitro (100), a jo§ su dvije studije provedene na Stakorima.
Pokazalo se kako je topikalna primjena etericnog ulja kore mandarine (C. reticulata Blanco)
rezultirala ubrzanim zacjeljivanjem rana (101), dok je primjena srebrnih nanocestica
proizvedenih s vodenim ekstraktom lista limuna (C. limon (L.) Osbeck) uklopljenih u mast
rezultirala uspjeSnijim djelovanjem od masti samostalno, kao 1 od samostalnog ekstrakta
uklopljenog u mast (102) ukazujué¢i, kao 1 kod antimikrobnog djelovanja, na izniman

potencijal primjene srebrnih nanocestica, prethodno potvrden brojnim studijama (142).
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Ekstrakti razliCitih dijelova nusproizvoda vinarstva pokazali su protuupalno
djelovanje u 6 istrazivanja (65, 68, 96, 106-108) gdje su in-vitro ispitani ucinci na proupalne
citokine, dusikov oksid te enzime uklju¢ene u upalni proces. Pokazalo se kako je protuupalno
djelovanje u korelaciji s udjelom ukupnih polifenolnih spojeva kod ekstrakta komine (106),
ali 1 pojedinih spojeva kao Sto su flavonol glikozidi koji su izolirani iz ekstrakta peteljke
pokazali jace djelovanje u odnosu na sirovi ekstrakt (107). Takoder, uocen je potencijal za
kombinaciju s drugim antioksidansima jer je kombinacija maldivin-3-glukozida iz peteljki s
vitaminom E pokazala najjace protuupalno djelovanje od svih ispitanih uzoraka (107).
Dodatkom vitamina C u navedenu formulaciju, ucinkovitost je pala Sto pokazuje nuznost
procesa formuliranja i istrazivanja medusobnih interakcija komponenti. Karotenoidi iz lipidne
frakcije sjemenki grozda pokazali su protuupalno djelovanje utjecajem na transkripcijske
¢imbenike ukljucene u upalni odgovor (96), dok je kod polifenolnih ekstrakata sjemenki
razli¢itih sorti grozda izraZen utjecaj sadrzaja flavan-3-ola na ucinkovitost protuupalnog
djelovanja (108). Opcenito, razlicite sorte grozda imale su znacajno raliite razine inhibicije
upalnih procesa ukazujuéi na vaznost istrazivanja svake pojedine sorte i sastava pojedina¢nih
spojeva koji utje¢u na navedeno djelovanje. Jedna od vaznih sastavnica koja pridonosi
protuupalnom ucinku je resveratrol. Pokazalo se da taj fitoaleksin modulira mnoge stani¢ne i
molekularne procese koji dovode do upale. Ipak, molekularni mehanizmi njegovog ucinka su
sloZzeni 1 ukljucuju viSestruke putove transdukcije signala te nisu u potpunosti razjaSnjeni

(143).

Protuupalno djelovanje nusproizvoda proizvodnje maslinova ulja i prerade agruma
istrazeno je u po jednoj studiji, a pokazalo se kako je ekstrakt lista masline imao slabiju
sposobnost inhibicije 5-lipoksigenaze od koriStenog standarda oleuropeina te primijenjenih
otapala samostalno (75), dok je etericno ulje lista pomela (C. maxima (Burm.) Merr.)

dobiveno dvjema razliitim metodama ekstrakcije bilo relativno ucinkovito u inhibiciji
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navedenog enzima (90). U navedenoj studiji, vi§i udio citronelola rezulitrao je jacim
djelovanjem, ukazujuci na vaznost odabira prikladne metode ekstrakcije kao prvog koraka u

procesu nastanka kozmetickog proizvoda obogac¢enog biljnim ekstraktom.

U 6 studija (6771, 106) potvrdeno je in-vitro inhibitorno djelovanje ekstrakata
razlicitih dijelova nusproizvoda vinarstva na enzim tirozinazu, koji je klju¢an u procesu
melanogeneze. Razina inhibicije bila je u pozitivnoj korelaciji sa sadrzajem polifenolnih
spojeva u ekstraktima koji je uvelike varirao ovisno o primijenjenom otapalu i sorti grozda, a
generalno su alkoholni ekstrakti bili uspjesniji od vodenih. Razli¢iti dijelovi nusproizvoda
proizvodnje maslinova ulja takoder su u 4 studije pokazali in-vitro djelovanje inhibicijom
tirozinaze (74) i smanjenjem sadrZaja melanina u testiranim stanicama (72, 117) gdje je veci
udio polifenolnih spojeva rezultirao izrazenijim djelovanjem. Pokazalo se kako je etanolni
ekstrakt lista masline uspjesniji od arbutina u smanjenju sadrzaja melanina $to ukazuje na
veliki potencijal za primjenu u smanjenju hiperpigmentacija, a takoder je zabiljezen i
sinergijski u¢inak ekstrakta u odnosu na izolirani oleuropein (72). Osim toga, zabiljezeno je i
djelovanje na izluCivanje melanina bez utjecaja na unutarstani¢ni dio melanogeneze
pokazujuéi potencijal za primjenu u svrhu smanjenja hipopigmentacija (116). U jedinoj
klini¢koj studiji provedenoj na malom broju ispitanika ispitana je komercijalna krema s
ekstraktom lista masline te se pokazalo kako je indeks melanina ostao jednak te je izostalo

djelovanje pripravka (76).

Nusproizvodi prerade agruma istrazeni su u tri studije od kojih je u dvije (89, 118)
potvrdeno in-vitro inhibitorno djelovanje na enzim tirozinazu, koje je dovedeno u vezu sa
sadrzajem flavonoida nobiletina, poznatog i ucinkovitog inhiibitora tirozinaze (144). i
ukupnih polifenolnih spojeva kada se radilo o ekstraktu kore slatke narance (C. sinensis (L.)
Osbeck) (89). Kod istrazivanja eteri¢nih ulja znacajno veci su potencijal pokazala eteri¢na

ulja kore razli¢itih agruma u usporedbi s etericnim uljem lis¢a (118). U trecoj studiji,
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fomuliran je sapun s ekstraktom kore slatke narancée (C. sinensis (L.) Osbeck) koji je ispitan u
klinickoj studiji na malom broju ispitanika (119) te je utvrdeno znacajno smanjenje melanina
u kozi Sto ukazuje na potencijal nusproizvoda prerade agruma u regulaciji melanogeneze, a
veliko podrucje koje se jo$ treba istraziti je formuliranje proizvoda za dulje djelovanje na
kozi, kao 1 moguci utjecaj na hipopigmentacije koji je utvrden kod nusproizvoda proizvodnje

maslinova ulja.

U 3 studije istrazeno je UV-zastitno djelovanje ekstrakata nuspoizvoda vinarstva te se
pokazalo ispitivanjem in-vitro kako dodatak polifenolnih ekstrakata komine grozda povecava
stabilnost UV-filtera (128) te dvostruko povecava SPF vrijednost kozmetickih formulacija
namijenjenih zasStiti od sunca, $to je ispitano i u simuliranim laboratorijskim uvjetima (129) te
u klini¢koj studiji na relativno malom broju ispitanika gdje takoder nije bilo nikakvih
negativih reakcija na primjenu formulacije (130). Ekstrakti samostalno bez UV-filtera nisu
ponudili zastitu od UV zracenja, a u¢inak stabilizacije se pripisuje redukcijskom kapacitetu i
keliraju¢em djelovanju polifenolnih spojeva u ekstraktima. UV-zastitno djelovanje
nusproizvoda proizvodnje maslinova ulja istrazeno je u 5 studija gdje se pokazalo kako
ekstrakti lista masline samostalno mogu ponuditi odredenu, relativno nisku razinu zastite od
UV zracenja (74) te da u kombinaciji s UV filterima imaju sinergijski uéinak in-vitro (131,
132). Kod primjene samostalnih ekstrakata nije zabiljeZen utjecaj udjela polifenolnih spojeva
na ucinkovitost zastite od UV-zracenja (74), dok je kod formulacija s UV-filterima veci udio
polifenolnog ekstrakta rezultirao jacim sinergijskim ucinkom i veéom zastitom od UV
zracenja (74, 131). Osim toga, pokazalo se ispitivanjem in-vitro kako ekstrakt lista masline te
ultrafiltrirane frakcije otpadne vode iz mlina potencijalno mogu umanjiti ostecenja
uzrokovana UV zracenjem inhibicijom proupalnih citokina te poticanjem apoptoze oStecenih
keratinocita (117, 133). Navedeni rezultati pokazuju kako se nusproizvodi proizvodnje

maslinova ulja mogu koristiti za poboljSanje formulacija za zastitu od UV zraenja, ali i za
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prevenciju Stetnih posljedica nastalih djelovanjem UV zracenja. Vecéina navedenih ucinaka
mogla bi se pripisati sadrzaju polifenolnih spojeva. Naime sve veci broj dokaza upucuje na to
da se polifenoli mogu Koristiti za prevenciju opeklina uzrokovanih izlaganjem suncu jer
polifenoli smanjuju Stetne ucinke ultraljubicastog A (UVA) 1 ultraljubicastog B (UVB)

zraCenja na kozu (145).

U jednoj studiji istrazeno je djelovanje nusproizvoda prerade agruma na TRPA-1
kanal (135) koji sudjeluje u odrzavanju epidermalne homeostaze i ukljucen je u brojne
mehanizme u kozi te se pokazalo kako etericno ulje kore gorke narance ima aktivirajuci
ucinak u primijenjenoj koncentraciji, primarno zbog sadrzaja derivata kumarina ostola.
Navedeni rezultati ukazuju na potencijal etericnog ulja kore gorke naran¢e u aktivaciji
TRPA-1, $to otvara podrudje za daljnja istrazivanja drugih dijelova nusproizvoda prerade

gorke narance, kao i eteri¢nih ulja ostalih sorti agruma u navedenu svrhu.
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5. Zakljucci

Pregled dostupne literature upucuje na to da usproizvodi vinarstva i proizvodnje
maslinova ulja pokazuju anti-aging, antimikrobno i protuupalno djelovanje te djelovanje na
zacjeljivanje rana, melanogenezu i povecanje ucinkovitosti pripravaka UV zastite. Komina
grozda, ukljucujuéi peteljke, najbolje je istrazen dio nusproizvoda vinarstva. Ekstrakti lista
masline najbolje su istrazen dio nusproizvoda proizvodnje maslinova ulja. Nusproizvodi
prerade agruma pokazali su anti-aging, antimikrobno i protuupalno djelovanje te djelovanje
na zacjeljivanje rana, melanogenezu i aktivaciju TRPA-1. Ekstrakti liS¢a razli¢itih vrsta
agruma najbolje su istrazen dio nusproizvoda prerade agruma. Sve tri vrste nusproizvoda
pokazuju potencijal za primjenu kao kozmeceutici u proizvodima razli¢itih namjena, a
izrazena je potreba za optimiranjem ekstrakcijskih postupaka s fokusom na pojedine skupine
bioaktivnih molekula uzimaju¢i u obzir i sinergijske ucinke, kao i za istraZivanjem
optimalnih oblika dostave koji bi rezultirali maksimalnim iskoriStenjem povoljnih djelovanja.
Takoder, nuzan je veci broj klinickih studija s primjenom formuliranih pripravaka na ve¢im
uzorcima ispitanika buduc¢i da su brojna djelovanja potvrdena vecinski na ekstraktima

samostalno, te in-vitro.
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