Ispitivanje inhibicije kolagenaze i antioksidativne
aktivnosti odabranih biljnih vrsta

Vujnovic¢, Marina

Master's thesis / Diplomski rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:163:392756

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-20

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:392756
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:2123
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:2123
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:2123

Marina Vujnovic

Ispitivanje inhibicije kolagenaze i antioksidativne
aktivnosti odabranih biljnih vrsta

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2019.



Ovaj diplomski rad je prijavljen na kolegiju Farmakognozija Sveucilista u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i izraden na Zavodu za farmakognoziju pod stru¢nim
vodstvom izv. prof. dr. sc. Marijane Zovko Konci¢. Istrazivanja provedena u ovom radu

sufinancirala je Hrvatska zaklada za znanost projektom IP-2018-01-6504.

Zahvaljujem se svojoj mentorici prof. dr. sc. Marijani Zovko Konci¢ na susretljivosti,
korisnim i struénim savjetima i prilici za rad u laboratoriju. Posebno hvala mojim roditeljima

bez kojih bi sve ovo bilo nemoguce.



SADRZAJ

LU LY @ ] 5 P PPPPTPPPTPRPPPNt 1
O O 0 =To =TV o o T=To ISR 2
NI Y/ [T [ Toe [o To Yo 11 1Y BT 3
IS IV I=To [ Tae 1o To N 11T T |14 o T PP 4
R O Yol 11 =2 a1 1 =3 £ L RSP 5
IS o 1o T ¥ o o [o 30 o [ Lot Lo o PR 6
ST o 1o T o o o X g o | o] QR 7
i O=7 01 [ =1 I [ ol = PPt 8
1.8, OKSIAAtIVNI STIES...eeiiiiieitieiiii ettt ettt ettt e e s b e e sbee e sabeesbeeesabeesbeeesneeesareeesareens 9
RS T - [ Y Y =T o 72T PSP 10
i I (o] =0 o T V- LSS 10

2. OBRAZLOZENJE TEME ...ovuirinieieneitinsiesieesesse ettt 11

3. MATERHALI TIMETODE ... e e e e e s e s e e e e e e e e e e e e e e e e s e s e e e e e e aeeseasansanannnns 13
3.1. Materijali Za iSPIitIVAN E ceocvuiee i e e e e r e e enaraaeeas 14

I O B Y 1o Y 0 P Y €T o T - PRSP 14
T B A (=T 0 411111 =P SP 14
T8 I T U =T - | OOV PTUPPTRPRRPRRRP 14
3.2, Priprema EKStrakata......iiccuieeiiiiee ittt et e e e rbr e e et a e e e e araeeeenraeaeeas 15
3.3, Metode iSPITIVANJA c.uviiii ittt e e et e e et e e e et a e e e enraeeeeanraaaeeas 16
3.3.1. B-karoten linoleatna @analiza .......cccueeeiciiii i 16
3.3.2. Ispitivanje kapaciteta apsorpcije kisikovih radikala...........ccccoveiiiiiiiiciie e, 16
3.3.3. Analiza inhibicije €nzima KOlagenaze..........cccuueiieiiie e e 17
3.3.4. STAtistiCka OBrada.....cocii e e 17

4. REZULTATI T RASPRAVA ...ttt ettt sttt st e st ne e bt e s e e sanesanesneeneene 18
4.1. B-karoten lin0leatna @Naliza .......c.eeeeeciiiieeee e e et e e e e naraeas 19
4.2. Ispitivanje kapaciteta apsorpcije kisikovih radikala.........ccccceeeeeiiiiiiiiiiee e, 21
4.3. Analiza inhibicije @nNzima KOlagENAZE.........c.uuiiieiiee et et e 23

5. ZAKLIUCAK .ottt e 26

6. LITERATURA .ttt sttt ettt st st et e bt e bt e s b e e s et st e e bt e r e e beenneesmeesaneenneen 28

7. SAZETAK / SUMMARY ...ovuimimimeimeineineeesseiseistisetstissi st ss sttt 32
7.0 SQZETAK ettt sttt et e b e e s bt e he e st e e bt et e bt e bt e e beeshe e et e entean 33
7.2, SUMMIAIY ciiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e s seeeseseeasesasasasasssasasasssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssesssssnsennns 34

8. TEMELINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA / BASIC DOCUMENTATION CARD ....c.coeuirieiinreinieninrenenne 35



1.UVvOD



1.1. Olea europaea

Maslina (Olea europaea L., Oleaceae, Slika 1.) je dugozivuée zimzeleno drvo visoko
8-12 m rasprostranjeno u priobalnom pojasu Sredozemnog mora i ne podnosi niske
temperature. Ima razgranatu kroSnju s bijelim cvjetovima koji se nalaze u grozdastim
cvatovima i izbijaju obi¢no u travnju. Plodovi masline su zelene, ovalne kostunice, duzine 2-3
cm od kojih se izraduje maslinovo ulje. Listovi su tamnozeleni, nasuprotni, koZasti, lancetasti
1 savijeni prema nali¢ju koje je srebrnasto i dlakavo. Ima gorak i trpak okus, bez mirisa

(Kustrak, 2005).

OH
OH
Slika 1. Maslina (Olea europaea L., Slika 2. Struktura  oleuropeina
Oleaceae) (Thome, 1885) (https://en.wikipedia.org/wiki/Oleuropein

Drogu ¢ine osuSeni listovi. Maslina sadrzi sekoiridoide oleuropein (Slika 2.), 11-
demetileuropein i 7,11-dimetil derivate (oleozid). Djelovanje se pripisuje oleuropeinu kojeg
ima i u maslinovom ulju i daje mu gorak okus. Sadrzi i flavonoide i triterpene. Oleuropein je
spazmolitik, antioksidans, snizava krvni tlak pa se koristi kao antihipertenziv te kao diuretik.
U narodnoj medicini se koristi kao antipiretik i kao antidijabetik jer smanjuje koncentraciju
glukoze u krvi (Zovko Konci¢, 2014; Markovi¢, 2005; http://www.theplantlist.org/).


http://www.theplantlist.org/
https://en.wikipedia.org/wiki/Oleuropein

1.2. Medicago sativa

Lucerna (Medicago sativa L., Fabaceae, Slika 3.) je viSegodiSnja zeljasta biljka
uspravne i razgranate stabljike visine do 1 m. Korijen je dobro razvijen i dubok oko 6 m. Listovi
su naizmjeni¢ni, trodijelni s izduzenim jajolikim i nazubljenim liskama, a na vrhu svake liske
se nalazi bodljica. Na osnovi peteljke nalaze se mali i usiljeni palisti¢i. Cvjetovi se nalaze na
kratkim stapkama i skupljeni su u duguljaste grozdaste cvatove. Vrijeme cvatnje je od lipnja
do rujna. Plod je spiralno savijena mahuna sa sitnim, zutosmedim sjemenkama. Lucerna se
lako prilagodava na razli¢ite klimatske uvjete pa se moze naéi od vrlo hladnih podrucja u
planinama sve do Mediterana. Nalazimo ju na livadama i uz putove (Grli¢, 1990;

http://lwww.theplantlist.org/).

Slika 3. Lucerna (Medicago sativa L., Fabaceae) (https://en.wikipedia.org/wiki/Alfalfa)

Sadrzi alkaloide, aminokiseline, karoten, kumarine, flavonoide, minerale, vitamine,
fitoestrogene, saponine i veliku koli¢inu celuloze. Studije su pokazale da konzumacija lucerne
dovodi do sniZenja kolesterola i smanjuje nakupljanje aterosklerotskog plaka. Lucerna ima i
antioksidativno djelovanje, a pokazala je i u¢inkovito djelovanje kod menopauzalnih tegoba.
Takoder sadrzi i neproteinsku aminokiselinu L-kanavanin koja zbog sli¢nosti s argininom i
natjecanja za vezanje na vezno mjesto arginina u enzimima i proteinima moze dovesti do

toksi¢nih ucinaka i pojave simptoma sli¢nih sistemskom lupusu (Bora i Sharma, 2011).


http://www.theplantlist.org/
https://en.wikipedia.org/wiki/Alfalfa

1.3. Medicago lupulina

Hmeljasta vija (Medicago lupulina L., Fabaceae, Slika 4.) ima razgranatu, 10-60 cm
dugu 1 dlakavu stabljiku. Listovi su sastavljeni od tri listi¢a koji su sa donje strane dlakavi.
Cvatovi su sastavljeni od 10-50 sitnih zutih cvjeti¢a. Plod hmeljaste vije su sitne crne mahune,
2-3 mm duge. Raste po livadama i poljima, uz puteve vecinom na hranjivom tlu bogatom

dusikom (Grli¢, 1990; http://www.theplantlist.org/).

Slika 4. Hmeljasta vija (Medicago lupulina L., Fabaceae)
(https://en.wikipedia.org/wiki/Medicago_lupulina)

U hmeljastoj viji pronadena su Cetiri flavonoida i identificirana kao laricitrin i njegova
tri glikozida (kempferol, kvercetin 1 miricetin). Sadrzi i alkaloide, fenole, saponine, tanine i
diterpene. Hmeljasta vija ima antibakterijsku, antifungalnu i antitumorsku aktivnost. Najbolju
antibakterijsku aktivnost pokazala je za Staphylocooccus aureus, a antifungalnu za Candidu
albicans. Istrazivanja su pokazala da ima i antioksidativni potencijal (Kicel i Olszewska, 2014;

Baloch i sur., 2013; Burda i Jurzysta, 1988).


http://www.theplantlist.org/
https://en.wikipedia.org/wiki/Medicago_lupulina

1.4. Achillea millefolium

Stolisnik (Achillea millefolium L., Asteraceae, Slika 5.) je viSegodisnja biljka, stabljike
duge do 80 cm. Stabljika je zelena i okrugla te se pri vrhu grana. Listovi su dugi i viSestruko
perasto rascijepljeni, nazubljenog ruba. Prizemni listovi imaju peteljku, a gornji obuhvacaju
stabljiku i naizmjeni¢no su izrasli. Mladi listovi su dlakaviji od starijih. Glavice bijelih
jezicastih cvjetova skupljene su u gustom cvatu i nalaze se na kratkoj peteljci. Vrijeme cvatnje

je od lipnja do rujna. Aromati¢nog je mirisa i gorko slanog okusa (Kustrak, 2005;

http://www.theplantlist.org/).

i
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Slika 5. Stolisnik (Achillea millefolium L., Asteraceae) (Thomé, 1885)

Raste po livadama, pasnjacima, poljima i vrtovima od nizina do gorskog pojasa Europe,
Azije, Sjeverne Amerike i Australije. Drogu ¢ine osuseni vr§kovi stolisnika u cvatu. Stolisnik
sadrzi 0,2-1% eteri¢nog ulja, seskviterpenski lakton proazulen, flavonoide (7-O-glikozid
apigenina i luteolina), C-glikozilflavone, fenolkarboksilne kiseline i kumarine. Takoder ima
visok sadrzaj gorkih tvari pa se koristi kao sredstvo za poboljSanje apetita. Stolisnik djeluje
protuupalno, antimikrobno, antifungalno te kao adstringens, spazmolitik i diuretik. Najcesce se
koristi kod dispeptickih tegoba i gréeva u gastrointestinalnom traktu te za cijeljenje rana
(Kustrak, 2005; Markovi¢, 2005).


http://www.theplantlist.org/

1.5. Plantago lanceolata

Uskolisni trputac (Plantago lanceolata L., Plantaginaceae, Slika 6.) je trajnica i ima
stabljiku dugu od 5 cm do 30 cm. Listovi su uski, lancetasti, $iljasti, duzine 10-20 cm sloZeni
u prizemnu rozetu. Na vrhu stabljike nalazi se smedi klasasti cvat duzine 2-3 cm.
Rasprostranjen je po cijeloj Europi, sjevernoj i srednjoj Aziji i raste po suhim livadama, uz
putove, nasipe 1 u planinskim podrucjima. Drogu ¢ine osuSeni, maslinastozeleni ili smedi
listovi, stabljika i cvat. Listovi ne smiju biti tamnosmedi jer to upucuje na kemijske promjene
sastavnica odgovornih za terapijski u¢inak. Listovi se sabiru za vrijeme cvatnje, od svibnja do

listopada, kad su potpuno razvijeni (Kustrak, 2005; http://www.theplantlist.org/).

SPETSGROBLAD, PLANTAGO LANCEOLATA L

Slika 6. Uskolisni  trputac  (Plantago lanceolata L., Plantaginaceae)

(https://hr.wikipedia.org/wiki/Uskolisni_trputac)

Uskolisni trputac sadrzi oko 6,5 % polisaharidnih hidrokoloida i to ramnogalakturonan,
arabinogalaktan i glukomanan. Sadrzi i iridoidne glikozide (aukubin, katalpol i asperulozid),
trijeslovine, fenolkarboksilne kiseline, kumarin eskuletin i flavonoide apigenin, luteolin i
skutelarein. Uskolisni trputac ima antimikrobno i protuupalno djelovanje. U fitoterapiji koristi
se za smirivanje podrazaja na kasalj pri kataru disnih putova, upali sluznice usne Supljine i
zdrijela. Zbog velike koli¢ine kalija djeluje 1 kao diuretik. Takoder se koristi za zacjeljivanje

rana, za njegu oStecene 1 upaljene koze (Kustrak, 2005; Toplak Galle, 2001).


http://www.theplantlist.org/
https://hr.wikipedia.org/wiki/Uskolisni_trputac

1.6. Plantago major

Veliki trputac (Plantago major L., Plantaginaceae, Slika 7.) ima viSegodi$nju stabljiku
visine 10-40 cm sa Sirokim jajolikim ili eliptiénim listovima. Plojka ima 3-7 paralelnih Zila,
cjelovitog je ruba i priblizno je 1,5 puta duza nego Sto je Siroka. Listovi se suzavaju u peteljku
koja je iste duzine kao i plojka i oblikuju prizemnu rozetu. Od lipnja do rujna se razvijaju
cvjetovi u obliku valjkastog klasa. Drogu ¢ini zelen koja se sabire za vrijeme cvatnje. StaniSte
mu je uz puteve, na padinama i na neobradenom zemljistu (Kremer, 007; Kustrak, 2005;

http://www.theplantlist.org/).

Slika 7. Veliki trputac (Plantago major L., Plantaginaceae) (Thomé, 1885)

Za terapijski u¢inak odgovorne su iste kemijske sastavnice kao i vrste P. lanceolata, a
to su oko 6,5 % polisaharidnih hidrokoloida i to ramnogalakturonan, arabinogalaktan i
glukomanan, iridoidni glikozidi (aukubin, katalpol i asperulozid), trijeslovine,
fenolkarboksilne kiseline, kumarin eskuletin i flavonoidi apigenin, luteolin i skutelarein. Veliki
trputac se Koristi za razrijedenje sluzi i ublazavanje nadrazaja kod katara gornjih disnih putova,
kod upala sluznica probavnog sustava i za zacjeljivanje rana (Kremer, 2007; Kustrak, 2005;
ASic, 1995).


http://www.theplantlist.org/

1.7. Centaurea jacea

Livadna zeCina (Centaurea jacea L., Asteraceae, Slika 8.) je viSegodis$nja zeljasta
biljka, uspravne stabljike koja moze biti gola ili prekrivena dlacicama, jednostavna ili
razgranata, a raste u visinu do 80 cm. Listovi su lancetasti i dlakavi i izgledom se razlikuju pri
vrhu 1 dnu stabljike. Prizemni listovi su na dugim peteljkama dok su listovi pri vrhu sjedeéi i
cjelovitog ruba. Ljubicasti cvjetovi, jajastog oblika, velicine 1-2 cm, skupljeni su u pojedinacne
glavice koje se nalaze na vrhu stabljike. Cvate od srpnja do listopada. Plod je ahenij dug oko 3
mm, gol ili prekriven dla¢icama, sjajan i blijedosivi do svijetlosmedi. Rasprostranjena je u
Europi i Aziji na livadama, Sumskim c¢istinama i uz puteve nizinskih i brdskih podrucja

(Lakusi¢ i Misi¢, 1990; http://www.theplantlist.org/).

13

Gemeine Flokenblume,

Slika 8. Livadna ze¢ina (Centaurea jacea L., Asteraceae) (Thomé, 1885)

Livadna zecina je bogata flavonoidima (centaureidin, centaurein, jaceidin i jacein).
Izolirani su i cirsiliol, apigenin, hispidulin, cnicin i izokempferid. Ima jako inhibitorno
djelovanje na proliferaciju tumorskih stanica koje se pripisuje flavonima i seskviterpenima.
Kao najaktivnija sastavnica se pokazao centaureidin. U narodnoj medicini koristi se kod

povisene tjelesne temperature i u dermatologiji (Forgo i sur., 2012; Rosler i sur., 1971).


http://www.theplantlist.org/

1.8. Oksidativni stres

Oksidativni stres je poremecaj ravnoteze prooksidansa i antioksidansa pri ¢emu
prevladavaju prooksidansi. Budu¢i da je to normalna posljedica biokemijskih procesa u tijelu
u normalnim okolnostima razina slobodnih radikala je kontrolirana raznim enzimskim
(superoksid dismutaza, katalaza i glutation peroksidaza) i neenzimskim sustavima (bilirubin,
a-tokoferol, albumin, B-karoten, itd.). Do poremecaja homeostaze ¢es¢e dolazi zbog povecanog
stvaranja slobodnih radikala nego zbog smanjene antioksidativne zaStite organizma. Uslijed
poviSene razine slobodnih radikala dolazi do oSte¢enja DNK, proteina 1 lipida stani¢ne
membrane. Slobodni radikali su reaktivni atomi ili molekule s jednim ili viSe nesparenih
elektrona u vanjskoj elektronskoj ljusci. Njihovom interakcijom s nekom drugom molekulom
ponovno se stvaraju slobodni radikali 1 dolazi do lanc¢ane reakcije koja dovodi do oStec¢enja
stanica. Oksidativni stres nije nuzno samo Stetna pojava jer stvaranje slobodnih radikala na
mjestu upale potice unistenje patogena, a sudjeluju i u raznim katabolickim i1 anabolickim
procesima te u stvaranju ATP-a. Do povecane proizvodnje slobodnih radikala moze doci
tijekom endogenih procesa i tijekom izlaganja okoliSnim ¢imbenicima kao $to su UV zrake,
puSenje i zagadeni okoliS. Uklju¢eni su u proces starenja, razvoj karcinoma, astme,
kardiovaskularnih oboljenja, neurodegenerativnih i drugih bolesti (Liguori i sur., 2018; Rahal
i sur., 2014; Halliwell, 2007).

Protiv oksidativnog oS$teCenja, kojeg uzrokuju slobodni radikali, organizam se Stiti
brojnim molekulama koje nazivamo antioksidansi. Antioksidansi su ve¢inom enzimi, ali mogu
biti i male molekule. Oni djeluju kao hvataci radikala te ih na taj nacin neutraliziraju i gase.
uspijeva odrzavati homeostazu, pravilnom prehranom unose se brojni egzogeni antioksidansi
poput vitamina C, vitamina E, fenolnih kiselina, flavonoida i drugih malih molekula koji
pomazu u borbi protiv oksidativnog stresa. Upravo zato je pozornost usmjerena na razvoj i
izolaciju prirodnih antioksidansa iz biljnih izvora. Prirodni antioksidansi mogu biti fenolni
spojevi (flavonoidi, fenolne Kiseline i tanini), spojevi s dusikom (alkaloidi, aminokiseline,
peptidi, amini), karotenoidi, tokoferoli, askorbinska kiselina i drugi (Liguori i sur., 2018;
Amarowicz i sur., 2004).



1.9. Starenje koZe
Starenje koze je kompleksna pojava kontrolirana intrinzi¢nim i ekstrinzi¢nim faktorima

koji uzrokuju progresivni gubitak strukture i1 funkcije koze. Intrinzi¢no starenje se definira kao
prirodno starenje koze i manifestira se kao stanjena, opustena koza s tankim borama.
Ekstrinzi¢ni faktori kao Sto je UV zracenje, pusenje 1 zagadeni okoli§ dovode do oksidativnog
ostecenja lipida, proteina i DNA stvaraju¢i slobodne radikale. Oni reagiraju s enzimima
(kolagenaza, elastaza, tirozinaza i1 ksantin oksidaza) i uslijed toga moze do¢i do progresivnog
gubitka funkcije koZe i preuranjenog starenja (gubitak elasticiteta, duboke bore, gruba i
hrapava koza). Dugotrajna izlozenost koze UV zrakama uzrokuje stvaranje eritema, nastanak
bora, hiperpigmentacija, melanoma i smanjenu sposobnost zacjeljivanja rana (Zhang i Duan,
2018; Biswajit i sur., 2017).

Biljni polifenoli i flavonoidi mogu apsorbirati UV zracenje i kao takvi imaju potencijal
za upotrebu u razvoju novih formulacija u preparatima za zastitu od sunca. Biljni spojevi se
dugo istrazuju kao prirodni antioksidansi 1 inhibitori enzima povezanih sa
hiperpigmentacijama, upalama i drugim koZnim oboljenjima. Zbog toga imaju veliki potencijal
u kozmetickoj i farmaceutskoj industriji u prevenciji preranog starenja koze (Biswajit 1 sur.,

2017).

1.10. Kolagenaza

Kolagen je glavna sastavnica vezivnog tkiva, kose i noktiju. Odgovoran je za
elasti¢nost, snagu i fleksibilnost koze, a proizvode ga fibroblasti. Tkiva bogata kolagenom su
primarno pogodena fotostarenjem S$to rezultira u vidljivim promjenama na kozi poput bora,
pigmentacija i promjena u debljini. Reaktivne kisikove vrste poticu ekspresiju proteinaza koje
su odgovorne za remoduliranje ekstracelularnog matriksa poput matriksnih metaloproteinaza
(MMP) i serin proteaze. MMP su dio grupe transmembranskih cink endopeptidaza gdje spadaju
i kolagenaze. Kolagenaze su MMP koje cijepaju ostale molekule prisutne u stanici. Kolagenaza
cijepa X-Gly vezu kolagena i peptida koji sadrzavaju redoslijed -Pro-X-Gly-Pro, gdje X

oznacava bilo koju aminokiselinu (Thring 1 sur., 2009).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Od davnina je poznata upotreba biljnih ekstrakata u topikalnim pripravcima za njegu
koze. Linoleinska kiselina je esencijalna masna kiselina i kao takva ima vaznu ulogu u
oCuvanju zdravlja koze, no pod negativnim vanjskim utjecajima poput onecis¢enja, pusenja i
UV zraenja stvaraju se slobodni radikali. Slobodni radikali u odsustvu prirodnih
antioksidansa, koji ih neutraliziraju, mogu uzrokovati ostecenja stanica i posljedicno dovesti
do starenja koze. Kolagen je strukturni protein koze, njegova vlakna su vrlo ¢vrsta, odupiru se
istezanju, ali se lako savijaju te tako daju kozi fleksibilnost i ¢vrstocu. Kolagenaze su
proteoliticki enzimi koji razgraduju kolagen pa bi njihova inhibicija pridonijela oCuvanju

elasti¢nosti koze.

Ovim radom ispitani su ekstrakti biljnih vrsta Olea europaea, Medicago sativa,
Medicago lupulina, Achillea millefolium, Plantago lanceolata, Plantago major i Centaurea
jacea. Za analizu su koristeni etanolni ekstrakti biljnih droga razli¢itih koncentracija kako bi
se usporedio utjecaj otapala na ekstrakciju. Cilj rada bilo je ispitivanje antioksidativne aktivnost

pomo¢u ORAC i B-karoten linoleatne metode te ispitivanje sposobnosti inhibicije kolagenaze.
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13



3.1. Materijali za ispitivanje

3.1.1. Biljni materijal

Ispitivani su listovi biljne vrste Olea europaea i zeleni biljnih vrsta Medicago sativa,
Medicago lupulina, Achillea millefolium, Plantago lanceolata, Plantago major i Centaurea

jacea.

3.1.2. Kemikalije

U ispitivanjima su koristene sljede¢e kemikalije: B-karoten, Tween 40, tert-butil-4-
hidroksianisol (BHA), 2,2-Azobis-2-methyl-propanimidamide, dihydrochloride (AAPH),
etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), kolagenaza (Sigma Aldrich, USA); linoleinska
kiselina (TCI, Japan); limunska kiselina, DMSO (Kemika, Zagreb); galna kiselina (MP
Biomedicinal Inc., SAD); etanol (Gram mol d.0.0., Zagreb); diklormetan (Lach-ner, Ceska);
metanol (VWR chemicals, SAD); zelatina (Torlak, Beograd); kalcij klorid (Merck, Njemacka);
fluorescein (Carlo Erba reagents); 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
(Trolox) (Acros Organics); natrijev citrat; cinkov klorid; ninhidrin reagens; PEG 4000; TRIS-

HCI; kositrov klorid dihidrat; natrijev hidroksid i klorovodi¢na kiselina.

3.1.3. Uredaji

U ispitivanjima su koriSteni sljede¢i uredaji: mlin za usitnjavanje biljnog materijala;
precizna vaga (Mettler Toledo, Svicarska); inkubator (INKO, Zagreb); ultrazvuéna kupelj
(Sonorex digital, Bandelin eletronic, Njemacka), rotavapor (Biichi, Njemacka) i

spektrofotometar (BMG Labtech, Njemacka).

14



3.2. Priprema ekstrakata

Ekstrakti biljnih vrsta O. europaea, M. sativa, M. lupulina, A. millefolium, P.

lanceolata, P. major i C. jacea pripremljeni su otapanjem 3 g usitnjene biljne droge u 30 mL

otapala u Erlenmeyerovoj tikvici (10 %; 50 %; 90 % etanola). U Tablici 1. nalaze se biljne

vrste, porodica, hrvatski naziv biljke i njihova oznaka u ispitivanju. Tikvice su inkubirane u

ultrazvuénoj kupelji 20 minuta pri 25 °C. Sadrzaj je profiltriran u tikvice s okruglim dnom.

Zatim su tikvice uparavane pri 45 °C pa skladistene u eksikator preko no¢i, a sljedeéi dan je

sadrzaj pohranjen u viale. Za ispitivanje B-karotena pripremljene su otopine ekstrakata

otapanjem biljne droge u 10 % DMSO-a. Za ispitivanje kolagenaze pripremljene su otopine

ekstrakata otapanjem biljne droge u 5 % DMSO-a. Po potrebi je zbog otezanog otapanja

primijenjen ultrazvuk. Svi ekstrakti su nakon priprave pohranjeni u zamrzivacu.

Tablica 1. Biljne vrste koristene u ispitivanju.

Oznaka u Biljna vrsta Porodica Hrvatski naziv
ispitivanju™
OE10; OE50;0E90 Olea europaea Oleaceae Maslina
MS10; MS50, MS90 Medicago sativa Fabaceae Lucerna
ML10; ML50; ML90  Medicago lupulina Fabaceae Hmeljasta vija
AM10; AM50; Achillea millefolium Asteraceae Stolisnik
AM90

PL10; PL50; PL90  Plantago lanceolata

PM10; PM50; PM90 Plantago major

CJ10; CJ50; CJ90 Centaurea jacea

Plantaginaceae
Plantaginaceae

Asteraceae

Uskolisni trputac
Veliki trputac

Livadna zecina

* Broj u nazivu se odnosi na volumni udio etanola koristenog za ekstrakciju: 10%, 50% 1 90%
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3.3. Metode ispitivanja

3.3.1. p-karoten linoleatna analiza

Ispitivanje je provedeno prema modificiranom literaturnom propisu po Amarowiczu i
sur. U tikvici s okruglim dnom otopljeni su p-karoten i Tween 40 u diklormetanu. Otapalo je
uklonjeno pomocu rotavapora u hladnoj kupelji te je dodana linoleinska kiselina i aerirana
destilirana voda u manjim obrocima uz snazno mijeSanje. U jazice 50 uL ekstrakta dodano je
200 pL emulzije. Kao pozitivna kontrola koristena je metanolna otopina BHA, dok je za
negativnu kontrolu koristeno 50 pL otapala. Odmah po dodatku emulzije izmjerena je
apsorbancija uzoraka na 459 nm (t = 0). Smjesa je inkubirana na 45 °C, a apsorbancija je

mjerena svakih 5 minuta tijekom jednog sata do kraja ispitivanja (t = 60).

Antioksidativna aktivnost (ANT) izracunata je kao postotak inhibicije brzine izbjeljivanja -

karotena u odnosu na kontrolu prema jednadzbi (1):

kontrola ~— Ruzorak

R
ANT (%) = x 100 (1)

Rkontrola

gdje SU Ryontroia | Ruzorax prosjeCna brzina izbjeljivanja f-karotena u emulziji bez

antioksidansa (negativna kontrola) i s biljnim ekstraktom (Amarowicz i sur., 2004).

3.3.2. Ispitivanje kapaciteta apsorpcije kisikovih radikala

Ispitivanje je provedeno prema modificiranom literaturnom propisu po Gillespieu i sur.
(2007). U jazice mikrotitarske ploce otpipetirano je 25 uL fosfatnog pufera (pH 7,0), standarda
Trolox-a razliCitih koncentracija ili otopine ekstrakta. Zatim je dodano 150 pL otopine
fluoresceina i inkubirano 10 minuta pri 37 °C. Nakon inkubacije je dodano 25 uL otopine
AAPH te je izmjerena fluorescencija pri 37 °C svakih 150 sekundi tijekom 60 minuta na
ekscitacijskoj 1 emisijskoj valnoj duljini od 485 nm, odnosno 528 nm. Uc¢inak je izraCunat
oduzimanjem povrsine ispod krivulje slijepe probe od povrsine ispod krivulje uzorka.
Aktivnost je izrazena u Trolox ekvivalentima koristenjem krivulje standarda (TE) (Gillespie i

sur., 2007).
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3.3.3. Analiza inhibicije enzima kolagenaze

Ispitivanje je provedeno prema modificiranom literaturnom propisu prema radu Zhanga
i sur. (2013). U jazice mikrotitarske ploce otpipetirano je 40 pL inhibitora/uzorka te 20 uL
otopine kolagenaze. Plo¢a je zatim inkubirana na sobnoj temperaturi, a nakon inkubacije
otpipetirano je 30 uL otopine Zelatine te inkubirano 15 minuta pri 37 °C. Nakon druge
inkubacije otpipetirano je 40 uL quench buffera koji je pripremljen otapanjem EDTA i PEG-a
4000 u destiliranoj vodi. Zatim je pripremljen ninhidrin reagens mijeSanjem otopina ninhidrina
i SnCl, x 2H,0, otopljenih u DMSO-u, u jednakim omjerima. Dodano je 90 uL ninhidrin
reagensa u jazice te je ploc¢a inkubirana u vodenoj kupelji na 75 °C. Nakon inkubacije ploca se
hladi na sobnoj temperaturi 20 minuta, a nakon hladenja je otpipetirano 90 puL citratnog pufera
pH=5. Reakcijski pufer je pripremljen otapanjem Tris-HCI (50 mM) u destiliranoj vodi te se
podesi pH na 7,5 s 1 M NaOH ili 1M HCI, zatim je dodano CaCl, (5 mM) i ZnCl, (1 uM) i
nadopunjeno do 100 mL destiliranom vodom. Apsorbancija izmjerena na valnoj duljini od 545
nm. Kao pozitivna kontrola koristena je otopina galne kiseline, a kao negativna reakcijski pufer
i DMSO (Zhang i sur., 2013).

3.3.4. Statisticka obrada

Sva ispitivanja provedena su u triplikatu. Kao mjera aktivnosti koriStena je
koncentracija ekstrakta koja izaziva 50% inhibicije oksidacije, odnosno enzima kolagenaze

(ICs0). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost = standardna devijacija (SD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. p-karoten linoleatna analiza

Analiza antioksidativne aktivnosti pomoc¢u B-karotena i linoleinske kiseline temelji se
na toplinom induciranoj oksidativnoj razgradnji B-karotena i linoleinske kiseline. Dolazi do
nastajanja pentadienil slobodnog radikala odcjepljenjem vodika iz aktivne bis-alicil metilenske
skupine izmedu dvije dvostruke veze na C-11 linoleinske kiseline. Nastali aktivni radikal
napada visoko nezasi¢ene molekule B-karotena koje tako gube svoje konjugirane dvostruke

veze, a time 1 specificnu narancastu boju (Amarowicz i sur., 2004).

Fenolni i drugi antioksidansi mogu neutralizirati stvoreni slobodni radikal donirajuci
im svoj atom vodika, u ovom ispitivanju linoleatni slobodni radikali, te posljedicno odgoditi
obezbojenje emulzije. 1zbjeljivanje B-karotena moze se pratiti spektrofotometrijski na 459 nm
§to sluzi kao mijera antioksidativne aktivnosti. Sto je narandasta boja postojanija,

antioksidativna aktivnost je jaCe izrazena (Amarowicz i sur., 2004).

Rezultati odredivanja antioksidativne vrijednosti prikazani su na slikama 9., 10. i 11.
kao ICs, vrijednost. Iz Slika 9., 10. i 11. mozemo primijetiti da razli¢ita koncentracija otapala
za ekstrakciju ne utjeCe znacajno na antioksidativnu aktivnost. Ekstrakti su pokazali relativno

sli¢nu sposobnost inhibicije degradacije 3-karotena.

1C50 (pg/mL)

Slika 9. Antioksidativna aktivnost ekstrakata priredenih pomoc¢u 10%-tnog etanola.
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Najbolju antioksidativnu aktivnost ekstrakcijom s 10%-tnim etanolom pokazali su
ekstrakti AM10 i PL10 (Slika 9.). Prilikom ekstrakcije s 50%-tnim etanolom ponovno su se
kao najbolji pokazali ekstrakti AMS50 i PL50, a podjednaku aktivnost imaju i MS50 i PM50
(Slika 10.).
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Slika 10. Antioksidativna aktivnost ekstrakata priredenih pomocu 50%-tnog etanola.

Ekstrakti napravljeni pomoc¢u 90%-tnog etanola pokazali su najvecu ucinkovitost, a kao
najbolji se pokazao ekstrakt MS90 (Slika 11.) sto se slaze s rezultatima iz literaturnog rada (Al-
Dosari, 2012) gdje je pokazano da lucerna ima umjeren antioksidativni ucinak. 1z dobivenih
rezultata moZemo zakljuéiti da antioksidativna aktivnost odabranih biljnih vrsta raste s udjelom

etanola u ekstrakcijskom otapalu, izuzev ekstrakta OE.
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Slika 11. Antioksidativna aktivnost ekstrakata priredenih pomoc¢u 90%-tnog etanola.
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4.2. Ispitivanje kapaciteta apsorpcije kisikovih radikala

Kapacitet apsorpcije Kisikovih radikala (ORAC) je metoda kojom se odreduje
antioksidativni kapacitet uzorka pra¢enjem inhibicije djelovanja slobodnog peroksil radikala
na fluorescentni spoj fluorescein. Oksidativni stres je poremecaj ravnoteze izmedu
prooksidansa i antioksidansa u korist prooksidansa i uzrokuje nastanak vise slobodnih radikala
koji dovode do oStecenja stanica. U ispitivanju slobodni peroksil radikal nastaje raspadanjem,
azo spoja, 2,2-azobis-2-metilpropionamid-dihidroklorida (AAPH) pri 37 °C. On reagira s
fluoresceinom pri ¢emu nastaje nefluorescentni produkt, a to uzrokuje pad fluorescencije $to
se moze kvantificirati spektrofluorimetrijom. U nedostatku inhibitora nastali slobodni radikal
¢e brzo ,,ugasiti* fluorescenciju ispitivane otopine (Rafiq i sur., 2012; Gillespie 1 sur., 2007,
Sies, 1997).

Metoda se zasniva na sposobnosti antioksidansa da neutralizira aktivnost peroksilnog
radikala doniraju¢i mu proton. Kao pozitivna kontrola koristi se Trolox koji je sintetski
antioksidans, analog vitamina E. ORAC metodom se naj¢e$¢e mjere antioksidativna svojstva

fenolnih spojeva 1 ona su bolja $to je ORAC vrijednost vec¢a (Rafiq i sur., 2012; Gillespie i sur.,

2007).

Rezultati odredivanja antioksidativne vrijednosti ORAC metodom prikazani su na
slikama 12., 13. i 14. Aktivnost je izrazena u Trolox ekvivalentima (TE). Prilikom mjerenja
antioksidativne vrijednosti ekstraktima priredenima pomoc¢u 10%-tnog etanola kao najbolji
pokazao se PM10. Ekstrakti ML10 1 MS10 imaju podjednak, ali neSto slabiji antioksidativni

kapacitet, dok su ostali ekstrakti znacajno losiji kao antioksidansi.
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Slika 12. Antioksidativna vrijednost ekstrakata priredenih pomocu 10%-tnog etanola odredena
ORAC metodom
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Promjenom ekstrakcijskog otapala u 50%-tni etanol, najveéu antioksidativnu vrijednost
pokazali su ekstrakti ML50 i MS50. Svim ostalim ekstraktima antioksidativni kapacitet se

smanjio u odnosu na ekstrakte pripremljene s 10%-tnim etanolom. Ekstraktu PM aktivnost je

znacajno pala promjenom otapala.
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Slika 13. Antioksidativna vrijednost ekstrakata priredenih pomocu 50%-tnog etanola odredena
ORAC metodom

TE (umol/g ekstrakta)
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Izmedu ekstrakata izradenih pomocu 90%-tnog etanola kao najbolji ponovno se
pokazao MS90. Mozemo zakljuciti da ekstraktu MS promjena koncentracije ekstrakcijskog
otapala ne utjeCe znafajno na antioksidativnu aktivnost jer je u svim ispitivanjima imao
najmanju vrijednost TE. U literaturnom radu (Ferreira i sur., 2015) ORAC metodom pokazano
je da lucerna ima antioksidativnu aktivnost u rasponu od 244 do 287 umol/g $to se podudara s
uzorkom MS90 koji ima 356 pg/mL. Takoder se moze vidjeti da svim ostalim ekstraktima
antioksidativni kapacitet pada s porastom koncentracije etanola u otapalu.
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Slika 14. Antioksidativna vrijednost ekstrakata priredenih pomoc¢u 90%-tnog etanola odredena
ORAC metodom
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4.3. Analiza inhibicije enzima kolagenaze

Analiza aktivnosti kolagenaze 1 inhibitornog ucinka biljnih ekstrakata na kolagenazu
spektrofotometrijom temelji se na reakciji ninhidrinskog reagensa s aminima. Amini se nalaze
u aminokiselinama, na N-terminalnom kraju proteina i na bo¢nim lancima aminokiselina lizin
I arginin. U ispitivanju je kao supstrat za kolagenazu koriStena otopina zelatine. Hidroliza
Zelatine potaknuta je kolagenazom i inkubacijom pri 37 °C. Aminokiseline i peptidi nastali
hidrolizom zelatine tvore kompleks s ninhidrinom koji je karakteristi¢ne ljubicaste boje i moze

se detektirati spektrofotometrijski na valnoj duljini od 545 nm (Zhang i sur., 2013).

Inhibicijom kolagenaze sprjeCava se hidroliza Zelatine na manje fragmente. U tom
slu¢aju ninhidrin nema supstrat za reakciju i ne dolazi do obojenja ispitivane otopine. Sto je
ljubicasta boja otopine slabijeg intenziteta to je kolagenaza jacCe inhibirana ekstraktima

odabranih biljnih vrsta.
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Slika 15. Inhibicija kolagenaze ekstraktima priredenim pomoc¢u 10%-tnog etanola.

Rezultati odredivanja inhibicije kolagenaze prikazani su na slikama 15., 16. i 17 kao
ICso vrijednost, odnosno koncentracija koja izaziva inhibiciju 50 % kolagenaze. Dakle §to je
ICs0 vrijednost manja, ekstrakt je bolji inhibitor kolagenaze. Mozemo primijetiti da razli¢ita
koncentracija otapala za ekstrakciju znaCajno utjeCe na inhibiciju kolagenaze. Prilikom
ekstrakcije s 10%-tnim etanolom kao najbolji se pokazao ekstrakt PM10, dok je najmanju
inhibitornu aktivnost imao ekstrakt MS10 (Slika 15.). Otopine ostalih ekstrakata takoder su se
pokazale kao relativno dobri inhibitori kolagenaze.
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Slika 16. Inhibicija kolagenaze ekstraktima priredenim pomocu 50%-tnog etanola.

U ispitivanju ekstrakata pripremljenih pomoc¢u 50%-tne otopine etanola kao najjaci
inhibitor kolagenaze moZemo ponovno izdvojiti ekstrakt PM50 (Slika 16.), premda pokazuje
jacu inhibitornu aktivnost prilikom ekstrakcije s 10%-tnim etanolom. Ekstraktu AM50 u
odnosu na AM10 dvostruko se smanjila sposobnost inhibicije kolagenaze. U odnosu na ekstrakt

prireden s 10%-tnim etanolom MS50 pokazao je znatno bolju inhibitornu aktivnost.
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Slika 17. Inhibicija kolagenaze ekstraktima priredenim pomocu 90%-tnog etanola.

Usporedbom sva tri nacina ekstrakcije mozemo primijetiti da ekstrakt MS najvecu

uc¢inkovitost ima ekstrakcijom u 50%-tnom etanolu, dok ekstraktu OE ucinkovitost raste s
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koncentracijom etanola u ekstrakcijskom otapalu. Kao najucinkovitiji u inhibiranju kolagenaze
pokazao se ekstrakt PM neovisno o koncentraciji etanolnog otapala za ekstrakciju. Medutim
najveéa ucinkovitost se postize ekstrakcijom s 10%-tnim etanolom. Nisu pronadeni
odgovaraju¢i literaturni podaci s kojima bi se rezultati mogli usporediti, ali je u literaturnom
radu (Ashkani-Esfahani i sur., 2018) pokazano da Plantago major potice sintezu kolagenskih

vlakana, proliferaciju fibroblasta i revaskularizaciju prilikom ozljede koze.
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5. ZAKLJUCAK
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Cilj ovog rada bio je ispitati antioksidativnu aktivnost pomo¢u ORAC i B-karoten
linoleatne metode te ispitati sposobnosti inhibicije kolagenaze odabranih biljnih vrsta.
Usporedivani su etanolni ekstrakti razlic¢itih koncentracija (10%, 50% 1 90%) od ukupno sedam

biljnih vrsta te su doneseni sljedeci zakljucci.

B-karoten linoleatnom analizom zakljucili smo da svih sedam biljnih vrsta ima dobar
antioksidativni potencijal, a najveéi potencijal je pokazala biljna vrsta Medicago sativa L.,
Fabaceae. Antioksidativni potencijal ispitivanih ekstrakata raste s koncentracijom etanola u
ekstrakcijskom otapalu. Ispitivanjem antioksidativne aktivnosti ORAC metodom kao
najucinkovitije istaknule su se biljne vrste porodice Fabaceae, M. lupulina i M. sativa i porodice
Plantaginaceae, P. major L. Kao naju¢inkovitiji nacin pripreme ekstrakata pokazala se
ekstrakcija s 10%-tnim etanolom. Za inhibiciju kolagenaze najvise potencijala primijetili smo
kod biljne vrste P. major koja je ekstrakcijom sa sve tri vrste otapala pokazala najveéu
ucinkovitost. Iz svega navedenog mozemo zakljuciti da svih sedam biljaka ima dobar potencijal

za primjenu kao sastavnica topikalnih pripravaka za njegu koze.
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7.1. Sazetak

Biljne vrste intenzivno se istrazuju zbog svojih mnogobrojnih i poznatih korisnih
ucinaka na kozu topikalnom primjenom. U ovom diplomskom radu ispitani su listovi biljne
vrste Olea europaea te zeleni biljnih vrsta Medicago sativa, Medicago lupulina, Achillea
millefolium, Plantago lanceolata, Plantago major i Centaurea jacea. Usporedivani su etanolni
ekstrakti razli¢itih koncentracija (10%, 50% i 90%). Cilj je bio utvrditi njihovu sposobnost
inhibicije kolagenaze i odrediti njihovu antioksidativnu aktivnost. Antioksidativna aktivnost
ekstrakata ispitana je B-karoten linoleatnom analizom i ORAC metodom, dok je inhibicija
kolagenaze ekstraktima ispitana pomocu ninhidrinskog reagensa. Ispitivanja su pokazala da
svih sedam biljnih vrsta ima dobar antioksidativni potencijal. Kao najuinkovitije mozemo
izdvojiti biljne vrste M. sativa i M. lupulina, Fabaceae i P. major. Utvrdeno je da ekstrakti
pripremljeni s 10% i 90%-tnim etanolom imaju bolju uéinkovitost od onih pripremljenih s
50%-tnim etanolom. Nadalje ispitivanja su pokazala da najveci potencijal za inhibiranje
kolagenaze ima biljna vrsta P. major. Najbolja inhibicija kolagenaze je utvrdena kod ekstrakta

pripremljenog s 10%-tnim etanolom.
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7.2. Summary

Plants have been extensively researched for its numerous and well-known beneficial
effects on topical skin application. This thesis examined the leaves of the plant species Olea
europaea and aerial parts of Medicago sativa, Medicago lupulina, Achillea millefolium,
Plantago lanceolata, Plantago major and Centaurea jacea. Ethanol extracts of different
concentrations (10%, 50% and 90%) were compared. The aim was to determine their
collagenase inhibition potential and to determine their antioxidant activity. The antioxidant
activity of the extracts was tested by using B-carotene linoleic acid assay and ORAC method,
while the inhibition of collagenase was tested by using ninhydrin reagent. The results have
shown that all of these seven plant species have a good antioxidant potential. The most efficient
were M. sativa and M. lupulina as well as P. major. We have also found that the extracts
prepared using 10% and 90% ethanol were more efficient in the applied assays than those
prepared using 50% ethanol. Furthermore, the results have shown that the best collagenase
inhibition potential has a plant species P. major. Also the most efficient inhibition of

collagenase was found in extracts prepared using 10% ethanol.
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