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1. UvOD

1.1. Biljna vrsta Medicago lupulina L.

Hmeljasta vija (Medicago lupulina L., Fabaceae) je jednogodisnja, visegodiSnja ili
trajna biljka iz porodice Fabaceae u Hrvatskoj poznata i pod imenima dunjica, gunjica te crna
ili puzasta vija (Slika 1). Zeljasta je biljka polegnute ili pridignute, dlakave stabljike visine od
10 do 60 cm. Listovi su joj sastavljeni od tri listica dlakava s donje strane. Cvatovi su zute boje,
sastavljeni od 10 do 50 cvjetova te izgledom podsjecaju na cvatove hmelja (Humulus lupulus
L., Cannabaceae). Plodovi su male, bubrezaste mahune koje sazrijevanjem poprimaju crnu boju
te sadrze jednu do 2 mm dugu sjemenku. Kao samonikla biljka rasprostranjena je u umjerenom
i subtropskom podruc¢ju Europe, Azije i Sjeverne Afrike dok je u ostale dijelove svijeta
prenesena. Raste na livadama, pasnjacima i poljima te uz puteve (Yan i sur., 2009; Grli¢ 1990).

Podaci o tradicionalnoj medicinskoj upotrebi biljne vrste M. lupulina su oskudni.
Etnobotanicka studija provedena na podrudju sredi$nje Italije govori o primjeni infuza,
pripremljenog od listova i cvjetova, na kozu, kao emolijensa i sredstva s umiruju¢im uc¢inkom.
lako se ova biljka ne kultivira, najéesce se koristi kao stocna hrana (Lucchetti i sur., 2019; Yan
i sur., 2009).

Nadzemni dijelovi M. lupulina sadrze triterpenske saponine te polifenolne spojeve, kao
npr. izoflavonoide i kumestrol. Kumestrol je najzastupljeniji u listovima, dok su najnize
koncentracije pronadene u cvjetovima. Sadrzaj kumestrola, triterpenskih saponina, proteina i
vlakana ve¢i je u proklijalim nego u sirovim sjemenkama (Butkuté i sur., 2019; Butkuté i sur.,
2018).

Slika 1. Medicago lupulina L., Fabaceae (Izvor: www.feedipedia.org).


http://www.feedipedia.org/

1.2. Polifenoli

Polifenoli su s vise od 8000 sastavnica vrlo zastupljeni sekundarni metaboliti biljaka.
Njihova primarna uloga kao sekundarnih metabolita je zastita biljaka od UV zraéenja, virusa,
bakterija i insekata. Takoder, daju biljkama karakteristi¢cnu boju, okus i miris. Na temelju
razlike u broju fenolnih prstenova i strukturnih komponenti koje povezuju prstenove dijele se
u Cetiri osnovne skupine: flavonoide, fenolne Kiseline, stilbene i lignane (Slika 2). Brojne
prehrambene namirnice bogate su polifenolima, a kao najbogatiji izvori navode se bobicasto
voce, grozde, jabuke, kruske, vi$nje, kava, ¢aj, crno vino i mahunarke. Epidemioloske studije
povezuju dugotrajnu primjenu hrane bogate polifenolima s nizim rizikom od razvoja
kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti, dijabetesa, osteoporoze i karcinoma (Pandey
i Rizvi, 2009).

Polifenoli su potentni egzogeni antioksidansi. Zbog prisutnosti fenolnih skupina stupaju
u izravnu reakciju sa slobodni radikalima, reduciraju ih u manje reaktivne komponente i
zaustavljaju lancane reakcije koje uzrokuju oSteéenja biomolekula. Takoder, nastanak
slobodnih radikala inhibiraju keliranjem iona prijelaznih metala (npr. Cu* i Fe?*) i smanjenjem
aktivnosti enzima ukljuc¢enih u njihovu proizvodnju (Michalak i sur., 2021; Pandey i Rizvi,
2009).

Polyphenols

Phenolic acids Flavonoids Stilbenes Lignans

2 4 CH:OH

OH

Flavonols Flavanones

Slika 2. Klasifikacija polifenola (Losada-Echeberria i sur., 2017).



1.2.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najzastupljeniji polifenoli u ljudskoj prehrani. Zajednicka karakteristika
svih flavonoida je struktura sastavljena od dva aromatska prstena povezana s propanskim
lancem. Propanski lanac najces¢e se povezuje s Kisikom i tvori srediSnji Sesteroclani
heterociklicki prsten. Ovisno o stupnju oksidacije i razlici u supstituciji srediSnjeg
heterociklickog prstena dijele se u Sest podskupina: flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanoli,
antocijanidini i izoflavonoidi (Slika 3). U prirodi su uglavnom prisutni u obliku glikozida i stite
biljke od nepovoljnih okolisnih ¢imbenika. Pripisuje im se antioksidativno djelovanje zbog
¢ega se intenzivno istrazuje njihova primjena u lijecenju brojnih bolesti te u kozmetickoj
industriji s ciljem prevencije prijevremenog starenja koze. Uz antioksidativno djelovanje,
uzrokom povoljnog utjecaja polifenola na ljudsko zdravlje smatra se i njihovo inhibitorno
djelovanje na pojedine enzime, kao npr. ksantin-oksidazu, ciklooksigenazu i lipooksigenazu
(Panche i sur., 2016; Pandey i Rizvi, 2009).
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Slika 3. Strukture Sest osnovnih podskupina flavonoida (Panche i sur., 2016).



1.2.2. Fenolne kiseline

Tre¢inu ukupnih polifenola zastupljenih u ljudskoj prehrani ¢ine fenolne Kiseline.
Najvecée kolic¢ine fenolnih kiselina nalaze se u sjemenkama, kori voca i listovima lisnatog
povréa. Na temelju osnovne strukture podijeljene su u dvije podskupine: hidroksibenzojeve i
hidroksicimetne kiseline. Najzastupljenije hidroksibenzojeve kiseline su: protokatehinska,
vanilinska, siringinska, galna i elaginska. Medusobno se razlikuju po stupnju hidroksilacije i
metilacije aromatskog prstena. U biljkama su uglavnom prisutne u konjugiranom obliku sa
strukturnim komponentama biljke (ligninom), jednostavnim Sec¢erima i organskim kiselinama.
Slabije su zastupljene u ljudskoj prehrani od hidroksicimetnih kiselina. Hidroksicimetne
kiseline rijetko nalazimo u slobodnom obliku. Uglavnom su prisutne kao esteri hidroksikiselina
(npr. sikiminske, Kininske i tartarne kiseline) ili glikozilirani derivati. Najzastupljenije
hidroksicimetne kiseline su: kavena, kumarinska, feruli¢na i sinapinska kiselina (Kumar i Goel,
2019; Pandey i Rizvi, 2009).

Fenolne kiseline u in vitro istraZivanjima pokazuju snazno antioksidativno djelovanje.
Zahvaljujuci antioksidativnom uéinku, Stite kozu od Stetnog utjecaja UV zracCenja. Zbog
navedenih ucinaka, intenzivno se istrazuje njihov potencijal u lijecenju bolesti povezanih s
oksidativnim stresom, kao i njihova primjena u kozmetickim pripravcima za sprjeCavanje

prijevremenog starenja koze (Kumar i Goel, 2019; Svobodova i sur., 2003).

1.2.3. Kumestrol

Kumestrol je polifenolni spoj koji pripada skupini kumestana, a najzastupljeniji je u
biljkama porodice Fabaceae. U strukturi posjeduje kondenzirani prstenasti sustav sastavljen od
benzofurana i kumarina te dvije hidroksilne skupine (Slika 4). Prisutnost hidroksilnih skupina
u strukturi, kao i njihov polozaj koji je analogan polozaju hidroksilnih skupina u molekuli
estrogena, smatraju se odgovornim za njegov antioksidativni i fitoestrogenski u¢inak. Takoder,
ispitivanjima je dokazan i negativan utjecaj kumestrola na pigmentaciju. Posljedi¢no,
zahvaljuju¢i dokazanom antioksidativnom i fitoestrogenskom ucinku, istrazuje se njegov
potencijal u zastiti koze od fotostarenja, dok se zbog negativnog utjecaja kumestrola na
melanogenezu, istrazuje njegova primjena u proizvodima za ublazavanje hiperpigmentacijskih

stanja koze (Montero i sur., 2019; Hwang i sur., 2017).
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Slika 4. Struktura kumestrola (Izvor: www.en.wikipedia.org).

1.3. Oksidativni stres i slobodni radikali

Oksidativni stres je stanje neravnoteze izmedu stvaranja i nakupljanja ROS-a (eng.
reactive oxygen species) u organizmu i antioksidativnog obrambenog mehanizma sto rezultira
oSteCenjem stanica i tkiva. ROS je zajednicki naziv za Kisikove slobodne radikale (npr.
superoksidni radikal (O2™) i hidroksilni radikal (-OH)) te njegove reaktivne neradikalne
derivate (vodikov peroksid (H202) i hipokloritnu kiselinu (HCIO)). Vaznost reaktivnih
kisikovih derivata u kontekstu oksidativnog stresa vidljiva je na primjeru vodikova peroksida.
Vodikov peroksid, iako nije slobodan radikal, u prisutnosti prijelaznih metalnih iona (Fe?* i
Cu™) generira najreaktivniji slobodni radikal, hidroksilni radikal (Pizzino i sur., 2017; Parceti¢-
Kostelac i sur, 2016).

Slobodni radikali u vanjskom elektronskom omotacu imaju jedan ili vise nesparenih
elektrona, a karakterizira ih kratak poluzivot, niska specificnost za reaktante i velika
reaktivnost. Velika reaktivnost posljedica je teznje za postizanjem elektronske stabilnosti zbog
Cega reagiraju sa susjednim molekulama uzimaju¢i im elektron. Na taj nacin pokrecu
neenzimske lancane reakcije koje generiraju nove radikale koji reagiraju s lipidima, proteinima
I nukleinskim kiselinama te mijenjaju njihova svojstva (Parceti¢-Kostelac i sur., 2016). Izvori
slobodnih radikala dijele se na egzogene i endogene (Slika 5). Endogeni izvori slobodnih
radikala mogu biti fizioloski i patofizioloski kao npr. aktivacija imunosnog sustava, upala,
ishemija, infekcija, intenzivna fizicka aktivnost te psihicki stres. Egzogeni izvori slobodnih
radikala su zagadivaci okoliSa, alkohol, cigarete, zraCenje, organska otapala, teSki metali 1 neki
lijekovi. Glavno mjesto nastanka slobodnih radikala u stanici su mitohondriji u procesu koje se
zove oksidativna fosforilacija. U nizim koncentracijama sinteza i prisutnost ROS-a unutar
stanice nuzni su za procese diferencijacije, fosforilacije proteina, imunosni odgovor organizma

i apoptozu. Medutim, najceSCe se prekomjerno nakupljaju u organizmu, S§to rezultira


http://www.en.wikipedia.org/

oksidativnim stresom koji se smatra uzro¢nikom nekih degenerativnih i kroni¢nih bolesti, a

povezuje ga se i sa starenjem organizma i koze (Pizzino i sur., 2017).
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Slika 5. Izvori slobodnih radikala (Izvor: www.biologydictionary.net).

1.3.1. Antioksidansi

Antioksidansi su tvari koje u kratkom vremenskom periodu neutraliziraju visak
slobodnih radikala te na taj nacin stite organizam od posljedica oksidativnog stresa. Dijele se
na endogene (sintetiziraju se u stanici) i egzogene (unose se hranom ili suplementima)
antioksidanse. Djelovanje ostvaruju na nekoliko nacina: onemogucavaju stvaranje novih
slobodnih radikala u organizmu, unistavaju ve¢ stvorene slobodne radikale (eng. scavengers —
,,Cistaci®) ili popravljaju oStecenja nastala djelovanjem slobodnih radikala. Osim na endogene i
egzogene, antioksidansi se mogu podijeliti i na antioksidacijske enzime i neenzimske
antioksidanse. Antioksidacijski enzimi djeluju kao ,.Cistac¢i* slobodnih radikala (superoksid
dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza) ili popravljaju oste¢enja makromolekula
uzrokovana slobodnim radikalima. Neenzimskim antioksidansima pripadaju proteini (npr.
transportni protein i protein odgovoran za deponiranje iona zeljeza, transferin i feritin) i male
molekule (vitamin C, vitamin E, flavonoidi, karotenoidi i dr.). Proteini sudjeluju u sprjecavaju
nastanka slobodnih radikala, dok male molekule uklanjaju nastale slobodne radikale (Parceti¢-
Kostelac i sur., 2016; Pham-Huy i sur., 2008).


http://www.biologydictionary.net/

1.4. Tirozinaza

Tirozinaza je kljuan enzim slozenog procesa melanogeneze, tijekom kojeg, kao
posljedica izlozenosti UVB zracenju, nastaje pigment melanin. Dvije vrste melanina, smede-
crni (eumelanin) i crveno-zuti (feomelanin), apsorbiraju Stetno UVB zracenje i daju koZi, kosi
i o¢ima boju (Pillaiyar i sur., 2017).

Tirozinaza (polifenol oksidaza) je glikoprotein smjesten u membrani melanosoma,
melanocitnog organela u kojem se odvija proces melanogeneze. U aktivnom mjestu sadrzi dva
iona bakra i tri histidinska ostatka. Njezina kataliticka aktivnost U procesu melanogeneze
vezana je uz hidroksilaciju L-tirozina pri ¢emu nastaje L-DOPA te oksidaciju L-DOPA-e u
dopakinon iz kojeg kroz nekoliko reakcijskih koraka nastaje melanin. Takoder, tirozinaza
katalizira i prevodenje dopamina u dopakinone te na taj nadin sudjeluje u proizvodnji
neuromelanina. Povecanja aktivnost tirozinaze u mozgu rezultira povecanim koncentracijama
neuromelanina §to se povezuje s neurodegenerativnim bolestima kao npr. Parkinsonovom i
Huntingtonovom bolesti. Tirozinaza je odgovorna i za enzimatsko tamnjenje voca, povréa i
gljiva (Pillaiyar i sur., 2017).

lako pigmentacija ima =zastitnu ulogu, poveéana proizvodnja melanina rezultira
hiperpigmentacijskim stanjima kao $to su melazma, solarni lentigo i pjege. Obzirom na klju¢nu
ulogu tirozinaze u sintezi melanina, inhibitori tirozinaze (sintetski i prirodni) danas se ¢esto
koriste u proizvodima za lije¢enje hiperpigmentacija. Osim $to se primjenjuju u medicinske
svrhe, Cesti su sastojci kozmetickih proizvoda kojima je cilj postizanja svjetlije puti. Danas se
najvise istrazuju inhibitori tirozinaze iz prirodnih izvora (biljke, bakterije i gljive) obzirom da
Su manje toksi¢ni i imaju bolju bioraspolozivost od sintetskih. U in vitro studijama, za
ispitivanje djelotvornosti inhibitora tirozinaze, najvise se koristi tirozinaza izolirana iz gljive
Agaricus bisporus. Osim §to je navedena gljiva relativno jeftini izvor tirozinaze, njezina

tirozinaza pokazuje veliku sli¢nost s humanom tirozinazom (Zolghadri i sur., 2019).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Starenje koze slozen je bioloski proces koji se odvija pod utjecajem intrinzi¢nih
(genetika, hormoni, metabolicki procesi) i ekstrinzi¢nih (UV zraenje, toksini, polutanti)
faktora. Ekstrinzi¢no starenje naziva se i fotostarenjem, obzirom da je u najvecoj mjeri
potaknuto oksidativnim stresom koji je posljedica pretjeranog izlaganja UV zracenju.
Karakteriziraju ga suha koza smanjene elasti¢nosti, hiperpigmentacije i bore (Binic i sur.,
2013). Navedeno, osim $to nagrduje vanjski izgled pojedinca, ima i negativne utjecaje na
samopouzdanje i samozadovoljstvo zbog ¢ega postoji velika potraznja za proizvodima Koji
mogu prevenirati fotostarenje ili ublaziti njegove posljedice. Osim djelotvornosti, velika se
paznja posvecuje i netoksi¢nosti navedenih proizvoda zbog ¢ega raste potraznja za prirodnom
kozmetikom.

Cilj ovog rada bio je spektrofotometrijski odrediti sadrzaj ukupnih polifenola,
flavonoida i fenolnih kiselina u ekstraktima zeleni biljne vrste M. lupulina te im ispitati bioloske
ucinke radi njihove potencijalne primjene u kozmeti¢kim proizvodima protiv starenja koze. Od
bioloskih ucinaka ispitana je antioksidativna aktivnost i inhibitorni u¢inak na enzim tirozinazu.
Kao ekstrakcijsko otapalo koristen je polipropilenglikol zbog odli¢nih ekstrakcijskih svojstava,

niske toksi¢nosti i niskog potencijala iritacije koze (Jakupovi¢ i sur., 2021).



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Biljni materijal

U ispitivanju je koristena zelen biljne vrste M. lupulina koja je ubrana u vrijeme cvatnje
na livadama uz zagrebacko jezero Jarun. Zelen je nakon suSenja i usitnjavanja zapakirana u

papirnatu vrecicu te pohranjena na suho i tamno mjesto.

3.1.2. Kemikalije

U svrhu ispitivanja koristene su sljede¢e kemikalije: AICI3, butilhidroksianisol (BHA),
destilirana voda, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA),
ferozin, zeljezov (II) sulfat heptahidrat, Folin-Ciocalteu reagens, galna kiselina, kavena
kiselina, koji¢na kiselina, kvercetin dihidrat, tirozinaza izolirana iz Sampinjona (Agaricus
bisporus L.) (Sigma Aldrich, SAD), L-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) (Cayman Chemical
Company, SAD) i polipropilenglikol (A&C, Irska).

3.1.3. Uredaji

U ispitivanjima su koristeni sljedeci uredaji: precizna vaga (Mettler Toledo, Svicarska),
ultrazvuéna kupelj (Sonorex digital, Bandelin electronic, Njemacka) i UV/Vis spektrofotometar
(BMG Labtech, Njemacka).



3.2. Metode

3.2.1. Ultrazvuéna ekstrakcija

U dvije Erlenmeyerove tikvice od 50 mL odvagnuto je 0,2 g usitnjenog biljnog
materijala. Neposredno prije pocetka ultrazvucne ekstrakcije, biljnom materijalu u tikvicama
dodano je 20 g odgovarajuceg ekstrakcijskog sredstva te su tikvice zatvorene parafilmom.
Ekstrakcije su provedene pri 50 % snage ultrazvuka, a temperatura i vrijeme ekstrakcije
prikazani su u Tablici 1. Neposredno nakon ekstrakcije, vruci ekstrakti filtrirani su kroz
naborani filter papir u vijale i pohranjeni na 4 °C. Ekstrakcijski uvjeti odabrani su u skladu s
rezultatima prethodnih istrazivanja (Kalvaresin, 2020.) koja su pokazala da su pri navedenim
uvjetima ekstrakcije, ekstrakti najbogatiji aktivnim sastavnicama (ukupnim polifenolima i

kumestrolom).

Tablica 1. Prikaz ekstrakcijskih uvjeta.

Naziv uzroka Masa droge Otapalo Temperatura Vrijeme Snaga
(9) (20 9) (°C) ekstrakcije ultrazvuka
(min) (%)
Ul 0,200 10 % PPG 70 20 50
U2 0,200 50 % PPG 80 35 50

3.2.2. Odredivanje ukupnih polifenola

Sadrzaj ukupnih polifenola odreden je koriStenjem modificirane Folin-Ciocalteu
kolorimetrijske metode na mikrotitarskoj plocici (Singleton i sur., 1999). Folin-Ciocalteu
reagens razrijeden je s vodom u omjeru 1:3. U jazice je otpipetirano 80 pL otopine ekstrakta
kojem je dodano 80 uL 10 %-tne otopine Na,COs i 80 uL Folin-Ciocalteu reagensa. Smjesa je
inkubirana u tamnoj komori na sobnoj temperaturi sat vremena. Nakon sat vremena, mjerenje
apsorbancije provedeno je na 700 nm pomoc¢u UV/Vis spektrofotometra. Sadrzaj ukupnih
polifenola u ekstraktima odreden je na temelju vrijednosti apsorbancija otopina uzoraka te
bazdarnog pravca galne kiseline. Rezultati su iskazani kao ekvivalenti galne Kiseline u
miligramima po gramu suhe tvari ekstrakta (mg GE/g). Mjerenje je provedeno u triplikatu, a

rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina.
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3.2.3. Odredivanje ukupnih flavonoida

Odredivanje ukupnih flavonoida provedeno je koristenjem kolorimetrijske metode s AlCls.
U jazice na mikrotitarskoj plocici otpipetirano je 120 uL ekstrakta i 120 uL 0,2 %-tne
metanolne otopine AICIs. Kao standard koristena je metanolna otopina kvercetin dihidrata
koncentracije 0,2 mg/mL. Smjesa je inkubirana u tamnoj komori na sobnoj temperaturi
jedan sat. Nakon sat vremena, mjerenje apsorbancije provedeno je na 405 nm pomocéu
UV/Vis spektrofotometra. Ukupan sadrzaj flavonoida u ekstraktima odreden je pomocéu
bazdarnog pravca kvercetin dihidrata (Slika 6), a rezultati su prikazani kao ekvivalenti
kvercetin dihidrata (QE) u miligramima po gramu suhe tvari ekstrakta (mg QE/g). Mjerenje

je provedeno u triplikatu, a rezultati su izrazeni kao aritmetic¢ka sredina.
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Slika 6. Bazdarni pravac kvercetin dihidrata.

3.2.4. Odredivanje ukupnih fenolnih kiselina

Odredivanje ukupnih fenolnih kiselina provedeno je koristenjem spektrofotometrijske
metode s nitrit-molibdat reagensom. U jazice na mikrotitarskoj plo€ici otpipetirano je 100
uL uzorka, 50 uL otopine HCI-a (0,5 M), 50 uL nitrit-molibdat reagensa i 50 pL 8,5 %-tne
otopine NaOH. Kao standard koriStena je metanolna otopina kavene kiseline (0,2 mg/mL).
Smijesa je inkubirana u tamnoj komori na sobnoj temperaturi 10 minuta. Nakon 10 minuta

mjerenje apsorbancije provedeno je na 492 nm pomoc¢u UV/Vis spektrofotometra. Sadrzaj
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ukupnih fenolnih kiselina odreden je pomoc¢u bazdarnog pravca kavene kiseline (Slika 7), a
rezultati su prikazani kao ekvivalenti kavene kiseline (CAE) u miligramima po gramu suhe
tvari ekstrakta (mg CAE/g). Mjerenje je provedeno u triplikatu, a rezultati su izrazeni kao

aritmeticka sredina.
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Slika 7. Bazdarni pravac kavene kiseline.

3.2.5. Ispitivanje antiradikalne aktivnosti

Antiradikalna aktivnost ekstrakata ispitana je koristenjem DPPH metode. U jazice na
mikrotitarskoj plocici otpipetirano je 130 uL ekstrakta i 130 uL. metanolne otopine DPPH
koncentracije 2,2 mg/mL. Za svaki uzorak napravljena je slijepa proba koja je sadrzavala 130
uL ekstrakta i 130 uL metanola umjesto otopine DPPH. Negativna kontrola sadrzavala je
metanol umjesto uzorka. Kao pozitivna kontrola koristena je otopina antioksidansa BHA
koncentracije 1 mg/mL. Smjesa je inkubirana u tamnoj komori na sobnoj temperaturi sat
vremena. Nakon inkubacije, apsorbancija je izmjerena na 517 nm.

Sposobnost hvatanja slobodnih radikala (RSA, eng. Radical scavenging activity)

izracunata je koristenjem formule (1):

K

Ayg — A
RsA =" "YU w100 (1)
ANK
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gdje je Ank apsorbancija negativne kontrole, a Au apsorbancija reakcijske smjese s
uzorkom. Rezultati su iskazani kao ECso $to oznacava koncentraciju uzorka koja ima
sposobnost hvatanja 50 % slobodnog radikala (DPPH) prisutnog u reakcijskoj smjesi. Mjerenje

je provedeno u triplikatu, a rezultati su izrazeni kao aritmetic¢ka sredina.

3.2.6. Ispitivanje kelirajuée aktivnosti

Kelirajuca aktivnost uzoraka ispitana je mjerenjem sposobnosti keliranja zeljezovih
iona. U jazice na mikrotitarskoj plocici otpipetirano je 130 uL ekstrakta i 50 puL zeljezova (II)
sulfata heptahidrata koncentracije 0,05 mg/mL. Nakon 5 minuta reakcijskoj smjesi dodano je
50 uL otopine ferozina koncentracije 4,93 mg/mL. Kao pozitivna kontrola koristena je EDTA
koncentracije 1 mg/mL. U negativnu kontrolu dodan je metanol umjesto uzorka. Smjesa je
inkubirana u tamnoj komori na sobnoj temperaturi 10 min, nakon Cega je apsorbancija

izmjerena na 545 nm. Kelirajuca aktivnost izraunata je prema formuli (2):

Ayx — A
kA =" _"Y 100 (2)
ANk

gdje je Ank apsorbancija negativne kontrole, a Ay apsorbancija reakcijske smjese s uzorkom.
Rezultati su iskazani kao ECsg, $to oznacava koncentraciju ekstrakta koja ima sposobnost
keliranja 50 % Fe?* iona prisutnih u reakcijskoj smjesi. Mjerenje je provedeno u triplikatu, a

rezultati su izraZeni kao aritmetic¢ka sredina.

3.2.7. Ispitivanje sposobnosti inhibicije tirozinaze

Sposobnost ekstrakata da inhibiraju aktivnost tirozinaze ispitana je spektrofotometrijski
na mikrotitarskoj plocici. U jaZice je otpipetirano 120 pL ekstrakta, 40 uL otopine tirozinaze i
40 uL otopine L-DOPA-e koncentracije 0,8 mg/mL. Pozitivna kontrola bila je koji¢na kiselina
koncentracije 1 mg/mL. Negativna kontrola sadrzavala je pufer umjesto uzorka. Apsorbancija
je izmjerena nakon 20 min. Inhibicijska aktivnost biljnih ekstrakata na enzim tirozinazu (InhT)

izraCunata je koriStenjem formule (3):

K

Ak — A
ImhT =X "%« 100 (3)
ANK
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gdje je Ank apsorbancija negativne kontrole, a Au apsorbancija reakcijske smjese s
uzorkom. Rezultati su izrazeni kao ECsp, odnosno koncentracija biljnog ekstrakta koja

inhibira 50 % aktivnosti tirozinaze. Mjerenje je provedeno u triplikatu, a rezultati su izrazeni

kao aritmeticka sredina.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Odredivanje ukupnih polifenola

Biljni ekstrakti bogati polifenolnim komponentama najces¢e se istrazuju zbog
antioksidativnog uc¢inka navedenih spojeva. Zahvaljujué¢i antioksidativnom ucinku |
sposobnosti apsorbiranja UV zraenja, Koje Se smatra uzro¢nikom ekstrinzi¢nog starenja,
koriste se kao aktivne sastavnice u proizvodima za prevenciju prijevremenog starenja koze, dok
se zahvaljuju¢i protuupalnom ucinku ovih sekundarnih biljnih metabolita istrazuje njihova
primjena i u pripravcima za njegu nadrazene koze. Osim kao djelatne komponente, mogu se
koristiti i kao pomoc¢ne sastavnice gotovih oblika jer sprjecavaju oksidaciju lijeka i pomo¢nih
tvari te tako osiguravaju duzi rok upotrebe pripravka (Soto i sur., 2015).

Sadrzaj ukupnih polifenola u polipropilenglikolnim ekstraktima vrste M. lupulina
odreden je pomocu Folin-Ciocalteu reagensa. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa
fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline Zute boje. U prisutnosti polifenolnih spojeva
dolazi do redukcije reagensa te nastaju molibdenov i volframov oksid plave boje. Intenzitet
plavog obojenja linearno je proporcionalan koncentraciji polifenola u reakcijskom mediju, a
odreduje se spektrofotometrijski. Reakcija se odvija u alkalnom mediju koji se postize
dodatkom Na>COs jer u alkalnim uvjetima dolazi do disocijacije vodikovih iona pri ¢emu
nastaje fenolatni ion koji stupa u redoks reakciju s Folin-Ciocalteu reagensom. Medutim,
obzirom da je reagens nestabilan u alkanom mediju dodaje se u suvisku u reakcijsku smjesu
(Agbor i sur., 2014).
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Slika 8. Ukupni polifenoli u ekstraktima M. lupulina.
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Rezultati odredivanja ukupnih polifenola prikazani su na Slici 8. Ekstrakt dobiven
koriStenjem 10 %-tnog polipropilenglikola kao ekstrakcijskog otapala bio je bogatiji ukupnim
polifenolima od ekstrakta dobivenog koristenjem 50 %-tnog polipropilenglikola. Koli¢ina
ukupnih polifenola odredena u ovom radu donekle odstupa od prethodno objavljenih vrijednosti
(Kalvaresin, 2020). To se moze objasniti ¢injenicom da je biljni materijal koriSten u ovom
istrazivanju bio stariji, a poznato je da se pohranom biljnih droga smanjuje udio bioaktivnih
sastavnica. Medutim, ovim radom potvrdeno je opazanje da nizi maseni udio
polipropilenglikola i kra¢e vrijeme ekstrakcije pogoduju ve¢em prinosu polifenola. Navedeno
se moze objasniti ¢injenicom da su polifenoli prisutni u zeleni M. lupulina umjerene polarnosti,
a polipropilenglikol je otapalo relativno visoke hidrofobnosti. Takoder, manji utroSak energije
kao i manja koli¢ina utroSenog organskog oOtapala Cine ovaj nain ekstrakcije ekoloski
prihvatljivim (Jakupovic¢ i sur., 2021).

Dobiveni rezultati istrazivanja usporedeni su i S ostalim literaturnim podacima.
Ispitivanjem metanolnog ekstrakta nadzemnih dijelova biljne vrste M. lupulina provedenim u
Poljskoj (Kicel i Olszewska, 2015), odredena je znatno visa koncentracija ukupnih polifenola
(12,9 mg GAE/g) nego u ovom radu. Moguce je da metanol bolje ekstrahira polifenole iz zeleni
od smjese polipropilenglikola i vode, medutim kako bi se to utvrdilo potrebno je provesti
dodatna istrazivanja. Takoder, kako sadrzaj ukupnih polifenola u biljnom materijalu ovisi o
brojnim okolisnim ¢imbenicima (Vvrsti tla, koli¢ini padalina i izlozenosti biljke suncu), proizlazi
da bi nizak sadrzaj ukupnih polifenola u ispitivanim ekstraktima mogao biti posljedica i

nepovoljnih okoli$nih ¢imbenika tijekom rasta biljke.

4.2. Odredivanje ukupnih flavonoida

Biljni ekstrakti bogati flavonoidima istrazuju se u kozmetic¢koj industriji primarno zbog
antioksidativnog djelovanja, inhibitornog ucinka na nastanak teleangiektazija te umirujuceg
djelovanja na kozu (Arct i Pytkowska, 2008).

Odredivanje ukupnih flavonoida temelji se na spektrofotometrijskom mjerenju
intenziteta boje zutog kompleksa nastalog izmedu flavonoida i aluminijevih iona prisutnih u
reakcijskoj smjesi (da Silva i sur., 2015). Rezultati odredivanja ukupnih flavonoida prikazani

su na Slici 9.
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Slika 9. Ukupni flavonoidi u ekstraktima M. lupulina.

Kao i kod odredivanju sadrzaja ukupnih polifenola, ekstrakt dobiven koristenjem 10 %-
tnog polipropilenglikola kao ekstrakcijskog otapala bio je bogatiji flavonoidima od ekstrakta
dobivenog koristenjem 50 %-tnog polipropilenglikola. Na temelju ovih rezultata moze se
pretpostaviti da u biljci prevladavaju flavonoidi polarnije strukture. Takoder, u sklopu
istrazivanja u Poljskoj i Hrvatskoj (Jakupovi¢ i sur., 2021; Kicel i Olszewska, 2015) provedena
je HPLC analiza kojoj je cilj bio identificirati i kvantificirati flavonoidne aglikone prisutne u
razli¢itim ekstraktima zeleni biljne vrste M. lupulina. Rezultati navedenih istrazivanja ukazuju
na prisutnost Cetiri flavonoidnih aglikona u istrazivanim ekstraktima: apigenina, kemferola,
luteolina i kvercetina. Opazeno je i da glicerolski ekstrakt sadrzi vecu koli¢inu luteolina i
apigenina nego ekstrakt dobiven koriStenjem polipropilenglikola kao ekstrakcijskog otapala,

dok se koncentracija kvercetina i kemferola podudarala u oba ekstrakta.

4.3. Odredivanje ukupnih fenolnih kiselina

Biljke sintetiziraju fenolne kiseline kao odgovor na oksidacijski stres, u svrhu zastite od
negativnih uc¢inaka mikroorganizama i insekata. Zahvaljuju¢i antioksidativnom uc¢inku, koji se
temelji na uklanjanju slobodnih radikala i keliranju metalnih iona koji poti¢u nastanak
slobodnih radikala, sastavnice su kozmetic¢kih proizvoda kojim je cilj prevenirati prijevremeno
starenje koze. Takoder, fenolne kiseline reguliraju aktivnost enzima tirozinaze zbog cega se
koriste u proizvodima za ublazavanje hiperpigmentacija i postizanje ujednacene boje koze
(Przybylska-Balcerek i Stuper-Szablewska, 2019).
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Zbog navedene bioloSke aktivnosti fenolnih kiselina, njihov sadrzaj u
polipropilenglikolnim  ekstraktima zeleni biljne wvrste M. lupulina odreden je
spektrofotometrijski pomoc¢u nitrit-molibdat reagensa. Navedenom metodom odreduje se
sadrzaj samo hidroksicimetnih kiselina, §to ne predstavlja problem jer su one zastupljenije u
biljnom materijalu od hidroksibenzojevih kiselina. Odredivanje se temelji na stvaranju zuto
obojenog kompleksa izmedu o-dihidroksifenolne skupine u strukturi hidroksicimetnih derivata
I nitrit-molibdat reagensa. Zaluzivanjem reakcijske smjese, zuta boja prelazi u narancasto-
crvenu s maksimumom apsorpcije na 492 nm (Eur. Ph. 5,0, 2004).

Rezultati odredivanja ukupnih fenolnih kiselina prikazani su na Slici 10. SadrZaj
ukupnih fenolnih kiselina, kao i polifenola i flavonoida, bio je veci ukoliko se kao ekstrakcijsko
otapalo koristio 10 %-tni polipropilenglikol umjesto 50 %-tnog polipropilenglikola. Zanimljivo
je da M. lupulina kao sekundarne metabolite sadrzi kavenu i ferulicnu kiselinu. Naime, za
ferulicnu kiselinu se i prije provedenih istrazivanja pretpostavljalo da bi mogla biti vrlo
zastupljeni sekundarni metabolit u M. lupulina, obzirom da je navedena fenolna kiselina

prisutna u srodnoj biljci M. sativa kao jedna od najzastupljenijih fenolnih komponenti.
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Slika 10. Ukupne fenolne kiseline u ekstraktima M. lupulina.

4.4. Ispitivanje antiradikalne aktivnosti

Koza, kao najizloZeniji ljudski organ, pod stalnim je utjecajem brojnih okolisnih
¢imbenika koji su odgovorni za njezino oSteenje i promjenu njezina izgleda. Pod utjecajem

okolisnih zagadivaca, UV zracenja, kemikalija i mehanickih ¢imbenika, u kozi dolazi do
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poveéane proizvodnje ROS-a. Od svih navedenih ekstrinzi¢nih faktora, na nakupljanje
slobodnih radikala u kozi najveéi utjecaj ima UV zracenje (80 %) zbog Cega se ono smatra
glavnim uzro¢nikom njezina prijevremenog starenja. Ukoliko koncentracija ROS-a nadvlada
antioksidativnu sposobnost stanice, nastaje oksidacijski stres koji povecava vjerojatnost
nastanka karcinoma koze i ubrzava proces njezina starenja. Starenjem se takoder smanjuje
aktivnost endogenog antioksidativnog sustava. Kako bi se nadoknadila smanjena aktivnost
endogenog antioksidativnog sustava te smanjili negativni utjecaji oksidativnog stresa na izgled
i zdravlje koze poZeljno je kontinuirano i preventivno njegovati kozu proizvodima bogatim
egzogenim antioksidansima. Oni svoj ucinak iskazuju iskljué¢ivo ukoliko su prisutni u
odgovarajucoj koncentraciji na poc¢etku ili za vrijeme trajanja oksidacijskog stresa. Primjena
proizvoda bogatih antioksidansima neposredno nakon osteCenja izazvanih egzogenim
¢imbenicima nije pozeljna jer moze rezultirati dodatnim negativnim ucincima na regulaciju
stani¢nog ciklusa i apoptozu (Poljsak i Dahmane, 2012).

DPPH metoda ¢esto se koristi za odredivanje sposobnosti spojeva ili biljnih ekstrakata
da djeluju kao ,.cistaci* slobodnih radikala na nacin da doniraju vodikov atom ili elektron.
Metoda je brza, jednostavna i jeftina, moze se koristiti za ispitivanje hidrofilnih i hidrofobnih
antioksidansa, a obzirom da se odvija na sobnoj temperaturi, izbjegnuta je termicka degradacija
antioksidansa. DPPH je relativno stabilan radikal zbog ¢ega se ne mora generirati U reakcijskoj
smjesi neposredno prije ispitivanja antioksidativne aktivnosti. Otopina DPPH radikala ima
intenzivnu ljubicastu boju s maksimumom apsorbancije na 517 nm. U prisutnosti antioksidansa
koji doniraju elektron ili vodikov atom dolazi do njegove redukcije u difenilpikrilhidrazin i
posljedi¢nog gubitka ljubicaste boje $to mjerimo spektrofotometrijski. Pad apsorbancije na 517
nm proporcionalan je antiradikalnoj aktivnosti ispitivanog spoja ili biljnog ekstrakta (Kedare i
Singh, 2011; Amarowicz i sur., 2004).
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Slika 11. Antiradikalna aktivnost ekstrakata M. lupulina.

Kao §to je prikazano na Slici 11 pozitivna kontrola BHA imala je znatno vecéu
antiradikalnu aktivnost od ispitivanih ekstrakata. Iako je o¢ekivana veca antiradikalna aktivnost
ekstrakta koji sadrzi ve¢u koncentraciju polifenola, flavonoida i fenolnih Kiselina, navedena
pozitivna korelacija je izostala. Na temelju ovih opazanja moze se zakljuciti da navedeni spojevi
potencijalan antioksidativni ucinak ispoljavaju nekim drugim mehanizmima. Takoder, obzirom
da biljke sadrze velik broj sastavnica, moguce je da neke druge sastavnice koje nisu ispitivane
u ovom radu djeluju kao ,.¢istaci slobodnih radikala“ zbog ¢ega je potrebno provesti dodatna
istraZivanja.

Ispitivanjem provedenim u Poljskoj nad metanolnim ekstraktima zeleni M. lupulina
zabiljezena je znatno niza antiradikalna aktivnost koristenjem DPPH metode u usporedbi s

aktivno$cu ekstrakata ispitivanih u ovom radu (Kicel i Olszewska, 2015).

4.5. Ispitivanje kelirajuée aktivnosti

Vecina hidroksilnog radikala nastaje Fentonovom reakcijom iz H202 u prisutnosti iona
prijelaznih metala (Fe?*, Cu*, Co?"). Hidroksilni radikal je vrlo reaktivan, s poluvremenom
zivota U vodenom mediju od 1 ns. Zbog navedene reaktivnosti, ¢esto reagira s prvom
makromolekulom na koju naide na mjestu nastanka zbog cega uzrokuje znacajna oStecenja
stanice i tkiva. Obzirom da povecana koncentracija iona prijelaznih metala u organizmu

rezultira nastankom hidroksilnog radikala, u sklopu ispitivanja antioksidativne aktivnosti
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polipropilenglikolnih ekstrakata M. lupulina, ispitana je njihova kelirajuca aktivnost (Valko i
sur., 2006).

Ispitivanje se temelji na sposobnosti sastavnica polipropilenglikolnih ekstrakta da
keliraju Fe?* iz kompleksa s ferozinom. Fe?* s ferozinom tvori kompleks crvene boje koji
apsorbira na 545 nm. Intenzitet boje kompleksa smanjuje se proporcionalno kelirajucoj
aktivnosti biljnin ekstrakata, odnosno razaranju Fe**-ferozin kompleksa, $to se mjeri

spektrofotometrijski.
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Slika 12. Keliraju¢a aktivnost ekstrakata M. lupulina.

Rezultati su prikazani na Slici 12. Kelirajuc¢a aktivnost pozitivne kontrole (EDTA) bila
je znatno vecéa od aktivnosti ispitivanih ekstrakata. Ekstrakt dobiven koristenjem 10 %-tnog
polipropilenglikola kao ekstrakcijskog otapala pokazao je dvostruko jacu keliraju¢u aktivnost
od ekstrakta dobivenog koristenjem 50 %-tnog polipropilenglikola. U1 u kojem je prisutna veca
koli¢ina fenolnih spojeva odredivanih u sklopu ovog rada pokazao je i ja¢u keliraju¢u aktivnost.
Navedeno opazanje upucuje na zakljucak da polifenoli, flavonoidi i fenolne kiseline prisutni u
ispitivanim ekstraktima doprinose njihovom antioksidativnom ucinku Kkeliranjem iona
prijelaznih metala. Zanimljivo je da i sami polipropilenglikol pokazuje odredenu keliraju¢u
aktivnost (Jakupovi¢ i sur., 2021) medutim, to¢an mehanizam navedenog djelovanja nije
poznat. To bi mogao biti rezultat njegove moguénosti keliranja Fe?* iona ili interakcije s

ferozinom, ali kako bi se donio valjan zaklju€ak potrebno je provesti dodatna istrazivanja.
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4.6. Ispitivanje sposobnosti inhibicije tirozinaze

Melanin je heteropolimer sastavljen od monomernih jedinica nastalih enzimatskom
oksidacijom tirozina. Iako je njegova primarna zadaca zastita stanica koze od UV zracenja,
povecana sinteza i nakupljanje melanina u Keratinocitima rezultira hiperpigmentacijskim
poremecajima. Obzirom da mogu smanjiti proizvodnju melanina u kozi, inhibitori tirozinaze
kao npr. arbutin, koji¢na kiselina i hidrokinon cCesti su sastojci proizvoda za lijeCenje
hiperpigmentacija. Medutim, u klinickim studijama pokazana je slaba uc¢inkovitost arbutina i
koji¢ne kiseline, a za hidrokinon se smatra da imaju citotoksi¢an i mutagen ucinak na
melanocite, zbog Cega se intenzivno istrazuju novi biljni ekstrakti s potencijalnim inhibitornim
djelovanjem na tirozinazu (Uchida i sur., 2014).

Tirozinaza ima monofenolaznu i difenolaznu aktivnost. Katalizira reakciju
hidroksilacije L-tirozina u L-DOPA-u i oksidaciju L-DOPA-e u dopakinon koji se potom
neenzimski polimerizira u pigment melanin. Ispitivanje inhibitornog djelovanja
polipropilenglikolnih ekstrakta zeleni biljne vrste M. lupulina temelji se na inhibiciji oksidacije
L-DOPA-e u dopakinon zbog ¢ega se smanjuje koli¢ina produkta u reakcijskoj smjesi (Cui i
sur., 2018). Navedeno se prati spektrofotometrijski kao smanjenje apsorbancije reakcijske
smjese u odnosu na negativnu kontrolu. Sto je smanjenje apsorbancije vece, ispitivani ekstrakt

iskazuje jacu inhibitornu aktivnost.
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Slika 13. Inhibitorni u¢inak ekstrakata M. lupulina na tirozinazu.
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Ranija istrazivanja (KalvareSin, 2020) pokazala su da polipropilenglikolni ekstrakti
zeleni vrste M. lupulina imaju vrlo slabo inhibitorno djelovanje na aktivnost tirozinaze, sto nije
bilo o¢ekivano, obzirom da biljka sadrzi flavonoide i fenolne kiseline kojima se pripisuje dobar
inhibitorni u¢inak na navedeni enzim. Kako bi se vidjelo $to je uzrokovalo te neocekivane
rezultate, istrazivanje je ponovljeno u ovom radu. Uoceno je da je ekstrakt s ve¢im sadrzajem
polifenola, flavonoida i fenolnih kiselina pokazivao jace inhibitorno djelovanje na enzim
tirozinazu na temelju ¢ega se moze zakljuciti da se inhibitorna aktivnost ekstrakata na ovaj
enzim moze pripisati navedenim spojevima. Medutim, i ovim istraZivanjem je potvrdeno da
iako ekstrakti sadrze flavonoide i fenolne kiseline, za koje se smatralo da bi mogli iskazati
znacajnije inhibitorno djelovanje na tirozinazu, ono je mnogo manje u usporedbi s kojicnom
kiselinom (ECs0=2,63 + 0,05 pL/mL). Navedeno se moZe objasniti ¢injenicom da iako biljka
sadrzi sastavnice koje pokazuju inhibitorno djelovanje na tirozinazu, njihova koncentracija je
premala da bi ostvarile snaznije djelovanje.

Medutim, biljni ekstrakti mogu iskazati inhibitorno djelovanje na proces melanogeneze
razli¢itim mehanizmima, a ne samo inhibitornim djelovanjem na tirozinazu. Istrazivanja
utjecaja kumestrola na melanogenezu pokazala su da navedeni spoj, iako ne inhibira aktivnost
tirozinaze niti utje¢e na njezinu translaciju, moze smanjiti nakupljanje melanina poticanjem
njezine razgradnje (Hwang i sur., 2017). Obzirom da su prethodna istrazivanja pokazala da
ekstrakti vrste M. lupulina sadrze kumestrol, pozeljno je provesti ispitivanja na modelu

stani¢nih kultura kako bi se istrazilo navedeno djelovanje.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu spektrofotometrijski je odredivan sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida
i fenolnih kiselina u ekstraktima dobivenim ultrazvu¢nom ekstrakcijom. Ekstrakti su se
medusobno razlikovali prema masenom udjelu polipropilenglikola, koji je koristen kao
ekstrakcijsko otapalo, te trajanju ultrazvuc¢ne ekstrakcije. Utvrdeno je da je ekstrakt dobiven
koristenjem 10 %-tnog polipropilenglikola kao ekstrakcijskog otapala nakon 30 minuta
ultrazvucéne ekstrakcije bio bogatiji sadrzajem ukupnih flavonoida, polifenola i fenolnih
kiselina od ekstrakta dobivenog koristenjem 50 %-tnog polipropilenglikola nakon 60 minuta
ultrazvucne ekstrakcije. Na temelju ovih opazanja zakljuCeno je da u biljci prevladavaju
polifenolni spojevi polarnije strukture koji se iz zeleni biljne vrste M. lupulina uspjesnije
ekstrahiraju koristenjem nizeg masenog udjela polipropilenglikola i kra¢im trajanjem
ekstrakcije. Navedenim ekstraktima odredivana je I antioksidativna aktivnost koriStenjem
DPPH metode te ispitivanjem keliraju¢e aktivnosti. Rezultati istrazivanja pokazali su da
ekstrakti imaju mnogo nizu antiradikalnu aktivnost od BHA (pozitivna kontrola). Keliraju¢a
aktivnost ekstrakata takoder je bila niza od pozitivne kontrole (EDTA). Ekstrakt bogatiji
fenolnim sastavnicama bio je slabiji hvata¢ slobodnih radikala, ali je pokazao bolju kelirajucu
aktivnost. Ekstrakti su pokazali slabo inhibitorno djelovanje na tirozinazu. Provedena
istrazivanja pokazala su stanoviti potencijal ove biljne vrste za primjenu u kozmetici, ali za

donoSenje konac¢nih zakljuc¢aka potrebno je provesti detaljnije studije.
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SAZETAK

Starenje koze slozen je bioloski proces koji se ubrzava pod utjecajem oksidativnog
stresa uzrokovanog razli¢itim nepovoljnim okoliSnim ¢imbenicima. Kako bi se umanjio utjecaj
oksidativnog stresa na starenje koze, savjetuje se primjena kozmetickih proizvoda bogatih
antioksidansima. Obzirom da sintetski antioksidansi ¢esto uzrokuju nezeljene reakcije, poput
iritacijskog kontaktnog dermatitisa, sve se viSe istrazuju antioksidativni ucinci biljnih
ekstrakata. Cilj ovog istrazivanja bio je spektrofotometrijski odrediti sadrzaj ukupnih
polifenola, flavonoida i fenolnih kiselina u polipropilenglikolnim ekstraktima zeleni vrste M.
lupulina. U svrhu potencijalne primjene navedenih ekstrakata u kozmeti¢kim proizvodima,
ispitana je njihova antiradikalna aktivnost koristenjem DPPH metode, sposobnost keliranja Fe?*
iona te inhibitorni ucinak na tirozinazu. Istrazivanje je pokazalo da je ekstrakt dobiven
koristenjem 10 %-tnog polipropilenglikola kao ekstrakcijskog otapala bogatiji ispitivanim
spojevima te pokazuje bolju kelirajuéu aktivnost od ekstrakta dobivenog koriStenjem 50 %-
tnog polipropilenglikola. Ekstrakti su pokazali relativno slab antiradikalni i kelirajué¢i u¢inak.
Ekstrakt bogatiji fenolnim sastavnicama bio je slabiji hvatac¢ slobodnih radikala, ali je pokazao
bolju keliraju¢u aktivnost. Ekstrakti su pokazali slabo inhibitorno djelovanje na tirozinazu.
Provedena istrazivanja pokazala su stanoviti potencijal ove biljne vrste za primjenu u kozmetici,

ali za donoSenje konacnih zakljucaka potrebno je provesti detaljnije studije.
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SUMMARY

Skin aging is a complex biological process that is accelerated under the influence of
oxidative stress caused by different unfavourable environmental factors. To reduce the
influence of oxidative stress on skin aging, cosmetic products rich in antioxidants are
recommended to be used. Bearing in mind that synthetic antioxidants often cause adverse
reactions such as irritable contact dermatitis, newer research is based on exploring antioxidative
effects of different plant extracts. The aim of this study was to spectrophotometrically determine
the total phenolic, flavonoid and phenolic acids content in polypropylene glycol extracts of M.
lupulina aerial parts. Furthermore, to determine the potential use of these extracts in cosmetic
products, their antiradical activity was investigated using DPPH method, as well as Fe?*-
chelating activity and tyrosinase inhibitory activity. The tested extracts showed a rather low
antiradical and chelating activity. The extract richer in phenolic components was a weaker
scavenger of free radicals but showed better chelating activity. Extracts have shown poor
inhibitory effects on tyrosinase. Research has shown a certain potential of this plant species for

use in cosmetics, but more detailed studies need to be carried out to draw definitive conclusions.
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