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1. UvOD

1.1. Medicago lupulina L.

Rod Fabaceae ili mahunarke treCa je najveéa porodica medu kritosjemenjatama
(Angiospermae) te obuhvaca vise od 20 000 biljnih vrsta. Medicago lupulina L., Fabaceae
(hmeljasta vija) je jednogodisnja ili visegodisnja zeljasta biljka koju se ¢esto moze naci na
poljima, livadama i tratinama diljem Europe, Azije i sjeverne Afrike. To je niska biljka visine
do 60 cm sa jako razgranatom stabljikom te vretenastim korijenom Kkoji se nalazi blizu
povrsine zemlje. Na korijen su vezane bakterije roda Rhizobium koje vezu dusik te je zbog
toga hmeljasta vija korisna u poljoprivredi jer povecava kvalitetu tla. Listovi se sastoje od tri
liske s dlakavim nali¢jem, od kojih je srednja obi¢no duza od ostale dvije. Liske su obrnuto
jajastog oblika. Biljka ima zute cvijetove koji se pojavljuju pocetkom ljeta. Oni su sitni,
skupljeni u okrugle cvatove koje se sastoje od 10 do 50 cvjetova. Plod je malena crna mahuna
koja sadrzi jednu izduzenu glatku sjemenku (www.plantea.com;

www.britannica.com/plant/Fabaceae).

Slika 1. Hmeljasta vija (preuzeto s pfaf.org).



Hmeljasta vija se smatra odlicnom krmnom biljkom te je upravo iz tog razloga uvezena iz
Europe u Sjevernu Ameriku. Njeno staniste je u nekim djelovima svijeta proSireno namjerno,
a u nekim slucajno jer je tamo pristigla kao kontaminant u sjemenu drugih biljaka. U
odredenim djelovima svijeta, poput Filipina i Novog Zelanda, hmeljasta vija je stavljena na

listu invazivnih vrsta (cabi.org).

Hmeljasta vija je bliski srodnik lucerne (M. sativa L.), iznimno ljekovite biljne vrste.
Lucerna sadrzi razne fitokemijske komponente koje imaju povoljan ucinak na ljudsko tijelo,
poput polifenola, saponina, alkaloida i fitoestrogena. lzvrstan je izvor raznih vitamina, a
sadrzi i razne enzime i neproteinsku aminokiselinu L-kanaverin. Ona ima antimikrobno,
protuupalno, antikancerogeno i antioksidativno djelovanje. Zbog velikog udjela
antioksidativnih komponenti prevenira sr¢ane bolesti i odgada proces starenja (Caunii i sur.,

2012).

Istrazivanja pokazuju da nadzemni dijelovi hmeljaste vije sadrze mnoge flavonoide, od
kojih najvise luteolina i miricetina. Neki radovi su dokazali prisutnost saponina i fitoestrogena
u nadzemnim djelovima biljke. Takav fitokemijski sastav zasluzan je za antioksidativnu
aktivnost biljke, po kojoj je rod Medicago poznat (Butkute i sur., 2017; Kicel i Olszewska,
2014).

1.2. OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres se javlja zbog neravnoteZze izmedu nastanka i potros$nje reaktivnih
kisikovih spojeva (engl. ROS — reactive oxygen species) u stanicama i tkivima. ROS imaju
vaznu fizioloSku ulogu u stani¢noj signalizaciji te su ukljueni u mnoge bitne procese u
ljudskom tijelu, poput transkripcije i proliferacije stanica, ali njihova prevelika akumulacija
moze dovesti do oSteCenja Stanica i tkiva $to dovodi do patofizioloskih procesa i stanja te
pojave raznih bolesti poput dijabetesa, ateroskleroze, hipertenzije, neurodegenerativnih bolesti
te raka. Razni egzogeni Cimbenici, poput UV zraCenja i1 teSkih metala, mogu doprinjeti
produkciji ROS (Pizzino i sur., 2017).

Primjeri ROS su superoksid anion (-O2), hidroksilni radikal (-OH), vodikov peroksid
(H202), i drugi (Slika 2). Superoksidni radikal nastaje u mitohodriju tijekom stani¢nog
disanja, djelovanjem lipoksigenaza (LOX) i cikloksigenaza (COX) u metabolizmu



arahidonske kiseline. Nakon S$to nastane, superoksidni radikal je ukljuen u razne reakcije u
kojima nastaju vodikov peroksid, hidroksilni radikal i drugi ROS. U stanju oksidativnog
stresa, slobodni radikali negativno utjecu na stani¢ne makoromolekule poput lipida, proteina i
molekule DNA. Na napad slobodnih rakidala su posebice osjetljive polinezasi¢ene masne
kiseline koje se nalaze u membranama stanica pa se zato toksicni u¢inak slobodnih radikala
ocituje ostecenjem membrana i inaktivacijom enzima. Od svih radikala, najreaktivniji je
hidroksilni radikal. On u reakciji sa staniénim molekulama oduzima vodikov atom te dovodi

do nastanka sekudarnih radikala (Boji¢, 2016; Pizzino i sur., 2017).
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Slika 2. Prikaz nastanka reaktivnih kisikovih vrsta u biljnoj stanici (preuzeto iz Jajic i sur.,
2015).

U obrani organizma od Stetnog djelovanja slobodnih radikala tijelo koristi antioksidanse.
Antioksidansi su molekule koje mogu donirati elektron slobodnom radikalu i na taj ga nacin
neutralizirati. Tijelo proizvodi vlastite antioksidanse, poput glutationa, ali u stanjima
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oksidativnog stresa prirodno proizvedeni antioksidansi nisu dovoljni za neutralizaciju velikog
suviska slobodnih radikala. Zato je bitno prehranom unositi spojeve sa antioksidativnom
aktivno$c¢u. Primjeri mikronutrijenata za koje je odavno poznato da posjeduju antioksidativna
svojstva su vitamin E, vitamin C i f-karoten kao prekursor vitamina A. Novija istrazivanja
pokazuju da polifenoli, koji su Cesta sastavnica voca 1 povréa, imaju antioksidativno
djelovanje te su zbog toga oni ¢est subjekt znanstvenih istrazivanja (Boji¢, 2016; Lobo i sur.,
2010; Liisur., 2014).

1.3. POLIFENOLI

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti ¢ija je glavna uloga u biljnom organizmnu zastita
od UV zradenja i mikroorganizama. Oni su ¢esto prisutni u biljakama, i to najvise u listovima,
cvjetovima, plodovima i drvenastim dijelovima biljaka. Izraz ,,polifenoli“ podrazumijeva
veliku skupinu spojeva sa razli¢itom strukturom, ali ono $to im je zajednicko je da svi sadrze
viSe od jedne fenolne skupine koje mogu biti vezane na jedan ili viSe benzenskih prstena.
Postoje Cetiri glavne kategorije polifenola: flavonoidi, stilbeni, lignani i fenolne kiseline
(Slika 3). Flavonoidi su najveca i najznacajnija skupina polifenola koja se moze naci u
velikom broju voca i povréa te u zelenom ¢aju i crnom vinu. Oni se dalje djele na flavone,
flavonole, flavanone, flavanonole, izoflavone, antocijane, kalkone i katehine. Stilbeni se mogu
nac¢i u crnom vinu i Kikirikiju, a najpoznatiji predstavnik je resveratrol. Lignani se nalaze u
sjemenkama poput lanenih sjemenki ili zitarica, zatim u algama i odredenom povrcéu. Fenolne
kiseline se javljaju u kavi, ¢aju, cimetu, borovnicama i jabukama, a djele se na dvije skupine,

derivate hidroksibenzojeve kiseline i hidroksicimetne kiseline. (Ganesan i Xu, 2017).
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Slika 3. Strukturna podjela polifenola (preuzeto iz Echeberria i sur., 2017).

U prirodi se polifenoli uglavnom nalaze u obliku glikozida, s jednim ili viSe Secera
vezanih na hidroksilne skupine aglikona, odnosno neseéernog djela. Seéeri uglavnom dolaze u
obliku monosaharida i disaharida, ali mogu biti i oligosaharidi. Najces$¢i Secer u strukturi
glikozida je glukoza. Njihov bioloski uéinak ovisi o strukturi aglikona (nesecerni dio), ali i 0

Secerima Kkoji su vezani na aglikon i mjestu vezanja tih Se¢era (Tsao, 2010).

Zbog svog antioksidativnog ucinka, polifenoli su subjekt mnogobrojnih istrazivanja jer je
poznato da je oksidativni stres podloga mnogih kroni¢nih bolesti, ukljucujuci dijabetes tipa II,
kardiovaskularne bolesti, neurodegenerativne bolesti i rak. Istrazivanja pokazuju da
konzumacija polifenola smanjuje koncentraciju oksidiranog LDL-a u plazmi. Oksidirani LDL
zasluzan je za nastanak aterosklerotskih plakova koji se mogu dezintegrirati te tako uzrokovati

akutnu trombozu ili infarkt (Parthasarathy i sur., 2012).

Polifenoli pokazuju i antikancerogenu aktivnost. Jedno istrazivanje provedeno na
stanicama raka dojke je pokazalo da proantocijani, skupina polifenola, znac¢ajno inhibiraju
stani¢nu proliferaciju te induciraju apoptozu stanica raka. U drugom istraZivanju dokazano je
da galna Kiselina sprjecava karcinogenezu debelog crijeva inhibicijom oste¢enja DNA.

Drugim rije¢ima, polifenoli pokazuju antikancorogena svojstva sa razli¢itim mehanizmima



djelovanja (Ganesan i Xu, 2017; Li i sur., 2014). Osim toga, zanstvena istrazivanja pokazuju
da neki polifenoli pokazuju i protuupalni uc¢inak smanjenjem produkcije proupalnih citokina i
prostaglandina. Primjerice, hidroksiferuli¢na kiselina inhibira vise od 50% produkcije
prostaglandina E-2, a postoje naznake i da smanjuju ekspresiju proupalnih citokina poput IL-
1, IL-8 i TNF-a (Li i sur., 2014).

Prirodna uloga polifenola je zaStita biljaka od mikroorganizama. Zbog toga se moze
pretpostaviti da ¢e polifenoli i u ljudskom organizmu pokazivati odredene antimikrobne
ucCinke. Istrazivanja pokazuju da odredeni polifenoli djeluju na razli¢ite Gram-negativne i
Gram-pozitivne bakterije. Isto tako, polifenoli iz zelenog ¢aja djeluju na bakterijske spore
tako da im smanjuju osjetljivost na toplinu. Razna istrazivanja pokazuju da polifenoli djeluju
sinergisticki s antibioticima — smanjuju dozu antibiotika koju je potrebno primjeniti te na taj
nain smanjuju nuspojave antibiotika. Zbog antimikrobne aktivnosti koju pokazuju,
predloZeno je da se polifenoli koriste kao konzervansi u hrani kako bi se izbjeglo koristenje

sintetskih konzervansa (Li i sur., 2014).

1.4. LIPOKSIGENAZA

Lipoksigenaze (LOX) su enzimi koji kataliziraju reakcije oksidacije u kojima nastaju
hidroperoksidi iz polinezasi¢enih masnih kiselina poput linolenske i1 arahidonske kiseline. One
imaju mnoge fizioloSke i patofizioloske funkcije pa tako sudjeluju u upali, dermatoloSkim
poremecajima, aterosklerozi, tumorigenezi 1 astmi. Poznato je Sest ljudskih izoformi
lipoksigenaza. 5-LOX je klju¢ni enzim u biosintezi leukotriena koji su jaki medijatori upale i
alergijskih reakcija. Zbog opisanog patofizioloskog djelovanja lipoksigenaze mnoga su
istrazivanja usmjerena na otkrivanje sintetskih 1 prirodnih inhibitora. Primjer sintetskog
inhibitora lipoksigenaze je zileuton, inhibitor 5-LOX koji se koristi u lijeCenju astme
(Mashima i sur., 2015; Schneider i sur., 2005).

U ciklusu arahidonske kiseline sudjeluju dvije vrste enzima — lipoksigenaze i
ciklooksigenaze (COX). Nesteroidni antiinflamatorni lijekovi (NSAIL) djeluju na COX te na
taj nacin pokazuju protuupalni u¢inak. Nedavno je predlozeno da je djelovanje inhibitora
ciklooksigenaza ograniceno jer svejedno dolazi do reakcije pretvorbe arahidonske kiseline u

leukotriene pomo¢u LOX. Zato se smatra da su lijekovi koji inhibiraju 1 ciklooksigenaze 1



lipoksigenaze djelotvorniji od COX-inhibitora jer bi oni mogli imati sinergisti¢ki ucinak i
posti¢i optimalni protuupalni u¢inak zaustavljanjem produkcije i leukotriena i prostaglandina
(Chung i sur., 2008).

1.5. TIROZINAZA

Tirozinaza je enzim koji je Siroko rasprostranjen u mnogim organizmima i ima vaznu
ulogu u melanogenezi te enzimatskom tamnjenju voca, povréa i gljiva. S obzirom da su ti
fenomeni nepozeljni, provedena su mnoga istrazivanja kako bi se nasli adekvatni inhibitori
tirozinaze. Tirozinaza katalizira limitiraju¢i korak u sintezi melanina, a to je pretvorba
L-tirozina u L-DOPA-u u melanosomima. Melanin ima vaznu ulogu u ljudskom tijelu — §titi
ga od Stetnog utjecaja UV zraCenja. Ipak, prevelike koli¢ine melanina mogu imati negativan
utjecaj na ljudsko tijelo pa je visak melanina povezan sa raznim dermatoloskim poremecajima
poput hiperpigmentacije, ali i sa patogenezom Parkinsonove i drugih neurodegenerativnih
bolesti. Poremecaji koji nastaju zbog povecanih razina tirozinaze mogu se lijeciti pomocu
inhibitora tirozinaze. Inhibitori tirozinaze su nasli primjenu i u kozmetickoj industriji jer
postoji sve veca potraznja za proizvodima za izbjeljivanje koze (Nokinsee i sur., 2015).
Tirozinaze su izolirane iz mnogih izvora, razli¢itih biljaka, Zivotinja i mikroorganizama, no
ona koja se pokazala kao najslicnija ljudskoj je tirozinaza izolirana iz gljive Agaricus
bisporus. Ipak, najnovija istrazivanja pokazuju da postoje znacajne razlike izmedu
ucinkovitosti inhibitora na ljudsku tirozinazu i tirozinazu izoliranu iz gljiva te se zbog toga

traze alternativni modeli (Zolghardi i sur., 2019; Nokinsee i sur., 2015).

Postoje mnogi sintetski i prirodni inhibitori tirozinaze. Mnogi od njih djeluju inhibitorno
na tirozinazu iz gljiva, ali malo ih je pokazalo svojstva inhibicije melanogeneze u stani¢nim
modelima. Jedan od sintetskih inhibitora koji se prije ¢esto koristio za izbjeljivanje koze je
1,4-dihidrokinon, ali se pokazalo da on ima mutagena svojstva. Zbog takvih slucajeva se
istrazivanja sve vise okre¢u prema prirodnim izvorima inhibitora tirozinaze poput raznih
biljaka i mikroorganizama. Zanimljivo je da vecina prirodnih spojeva koja pokazuje svojstva

inhibicije tirozinaze spada u skupinu polifenola (Lee i sur., 2014).



1.6. ELASTAZA

Elastaza je enzim koji spada u porodicu proteaza. Osnovna funkcija elastaze je da
razgraduje elastin, kljucni protein ekstracelularnog matriksa koji je nuzan za mehanicka
svojstva mnogih tkiva poput arterija, pluca, ligamenata i koze. Odredeni endogeni i egzogeni
utjecaji uzrokuju poveéanu produkciju elastaze u kozi te zbog toga dolazi do nezeljenog
gubitka elasticiteta koze Sto uzrokuje nastanak simptoma poput bora i objesSenosti koze koji su
povezani sa starenjem. Dokazano je da izlaganje UV zrakama uzrokuje znacajno povecanje
aktivnosti elastaze. lzlaganje UV-A zrakama izaziva 90-120%-tno povecanje aktivnosti
elastaze, a izlaganje UV-B zrakama 72%-tno povecanje aktivnosti (Labat-Robert i sur., 2000).

Zbog negativnog ucinka pretjerane aktivnosti elastaze na stanje koze postoji zanimanje
za pronalaskom kvalitetnih inhibitora elastaze. Istrazivanja pokazuju da odredeni biljni
ekstrakti koji pokazuju sposobnost inhibicije elastaze mogu sprjeciti nastanak bora induciran

kroni¢nim izlaganjem UV-B zraéenju (Labat-Robert i sur., 2000; Tsuji i sur., 2001).



2. OBRAZLOZENJE TEME

U ljudskom tijelu neprestano se odvijaju razni fizioloski i patofizioloski procesi vezani
uz starenje i upalu. U tim procesima sudjeluju razni enzimi i medijatori poput slobodnih
kisikovih radikala. Zbog odvijanja tih procesa dolazi do raznih pojava u ljudskom tijelu, poput
starenja koze, tumorigeneze te pojave bolesti. Starenje koze dogada se zbog gubitka
elasticiteta koze Sto je uzrokovano endogenim i egzogenim Cimbenicima. Monogobrojna
istrazivanja pokazuju da je glavni egzogeni ¢imbenih starenja koze UV zracenje koje uzrokuje
nastanak kisikovih radikala te moze dovesti do aktivacije enzima povezanih sa starenjem

koze, poput tirozinaze i elastaze.

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka koji Stite njihov organizam od UV zracenja
i mikroorganizama. Upravo zbog te prirodne uloge polifenola njima se pridaje sve veca

pozornost u istrazivanjima novih sastavnica prirodne kozmetike.

Cilj ovog rada bio je odrediti optimalne uvjete za ultrazvucnu ekstrakciju polifenola iz
zeleni hmeljaste vije u biokompatibilnom otapalu glicerolu te odrediti antioksidativni u¢iinak
priredenog ekstrakta kao i njihov utjecaj na aktivnosti inhibicije tirozinaze, lipoksigenaze i
elastaze. Time se htjelo utvrditi posjeduje i ekstrakt bioloske ucinke koji bi bili korisni za

izradu razli¢itih kozmetickih pripravaka protiv starenja koze.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. BILINI MATERIJALI | KEMIKALIJE

Za ispitivanja je koriStena osuSena zelen hmeljaste vije (Medicago lupulina L., Fabaceae).
Koristene su sljede¢e kemikalije: butilirani hidroksianisol (BHA), elastaza, fosfatni pufer,
glicerol, koji¢na kiselina, lipoksigenaza, natrijev linoleat, nordihidrogvajaretinska kiselina
(NDGA), N-sukcinil-(Ala)s-nitroanilid (SANA), tirozinaza, Tris-HCI pufer, Tween 40,

kloroform te ursolna kiselina (Sigma Aldrich, US).

3.2. UREDAJI

U ispitivanjima su koriSteni sljedeéi uredaji: mlin za usitnjavanje biljnog materijala,
precizna vaga (Mettler Toledo, Svicarska), ultrazvu¢na kupelj (Sonorex digital, Bandelin
electronic, Njemacka), rotavapor (Buchi, Njemacka) i UV/Vis spektrofotometar (BMG
Labtech, Njemacka).

3.3. BOX-BEHNKEN DESIGN

Neovisne ekstrakcijske varijable bile su maseni udio glicerola u ekstrakcijskom otapalu,
(X1), temperatura (X2) i vrijeme (X3) te su bili varirani na nacin opisan u Tablici 1. Uvjeti za

postizanje najvece koli¢ine polifenola u ekstraktu odredeni su pomocu kvadratnog modela.

Tablica 1. Neovisne varijable i njihove vrijednosti u Box-Behnken-ovom dizajnu.

Razine
Neovisne varijable Kod -1 0 1
Udio glicerola (%, m/m) X1 10 50 90
Temperatura (°C) X2 20 50 80
Vrijeme (minute) X3 20 40 60
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3.4. ULTRAZVUCNA EKSTRAKCIJA

Usitnjeni biljni materijal u koli¢ini od 0,1 g suspendiran je u 10 g odgovarajuéeg otapala u
Erlenmeyerovoj tikvici volumena 50 mL. Ekstrakcije su bile provedene u ultrazvuc¢noj kupelji
pri 360 W te prikladnoj temperaturi i odgovarajuéem vremenu (Tablica 2) u skladu s Box-

Behnken dizajnom (Tablica 1).

3.5. ODREDIVANJE UKUPNIH POLIFENOLA

Ukupni polifenoli su kvantificirani koristenjem UV/Vis uredaja. Odredeni su prema
modificiranoj Folin-Ciocalteau kolorimetrijskoj metodi (Singleton i sur., 1999). 80 pL
ekstrakta pomijesano je s 80 ML Folin-Ciocalteau reagensa (smjesa fosfovolframove i
fosfomolibdenske kiseline) prethodno razrjedenog vodom u omjeru 1:3 te s 80 pL 10%
otopine natrij-karbonata. Smjesa je inkubirana u tamnoj komori na sobnoj temperaturi tijekom
sat vremena. Po zavrsetku inkubacije, izmjerena je apsorbancija na 700 nm. Ukupni sadrzaj
polifenola odreden je preko bazdarnog pravca galne kiseline. Rezultat je izrazen kao

ekvivalent galne kiseline u mg/mL ekstrakta.

3.6. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI INHIBICIJE LIPOKSIGENAZE

Aktivnost inhibicije lipoksigenaze (LOX) odredena je spektrofotometrijski. U 200 puL
otopine ekstrakta ili nordihidrogvajaretinske kiseline (NDGA) u fosfatnom puferu (pH 8,
100mM) dodano je 30 uL otopine lipoksigenaze u puferu (0,03 mg/mL). Reakcija je inicirana
dodatkom 60 pL otopine natrijevog linoleata. Negativna kontrola bila je smjesa pufera,
natrijevog linoleata i enzima. Smjesa je drzana 10 minuta na temperaturi od 25 °C te je potom
izmjerena apsorbancija na 234 nm. Aktivnost inhibicije lipoksigenaze izraCunata je prema

jednadzbi:
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Aktivnost inhibicije lipoksigenaze (%) = (Aneg— Aeks)/Aneg X 100,

pri ¢emu je Aneg apsorbancija negativne kontrole, a Aeks apsorbancija otopine ekstrakta.
Rezultati su izrazeni kao ICso, 0dnosno koncentracija ekstrakta koja inhibira 50% aktivnosti

lipoksigenaze.

3.7. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI INHIBICIJE TIROZINAZE

Ispitivanje je provedeno prema modificiranom literaturnom propisu (Biswajit i sur.,
2017). U 240 uL otopine ekstrakta ili koji¢ne kiseline u fosfatnom puferu (pH 6,8, 16 mM) i
dodano je 40 pL tirozinaze otopljene u puferu te je mikrotitarska ploc¢ica stavljena u tamnu
komoru na inkubaciju pri sobnoj temperaturi. Nakon 10 minuta dodano je jo§ 40 uL otopine
supstrata L-DOPA-e (0,52 mg/mL). Negativha kontrola bila je smjesa pufera, otopine
tirozinaze i L-DOPA-e. Izmjerena je apsorbancija na 492 nm nakon inkubacije od 10 min za
ekstrakt, odnosno 17 minuta za pozitivhu kontrolu. Aktivnost inhibicije tirozinaze izraCunata

je prema jednadzbi:
Aktivnost inhibicije tirozinaze (%) = (Aneg — Aeks)/Aneg X 100,

pri ¢emu je Aneg apsorbancija negativne kontrole, a Aeks apsorbancija otopine ekstrakta.
Rezultati su izraZeni kao ICso, 0dnosno koncentracija ekstrakta koja inhibira 50% aktivnosti

tirozinaze.

3.8. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI INHIBICIJE ELASTAZE

U 200 puL otopine ekstrakta ili ursolne kiseline (0.6 mg/mL) u Tris-Hcl puferu (pH 8,
0,1 M) dodano je 100 pL otopine N-sukcinil-(Ala)s-nitroanilida — SANA. Mikrotitarska
plocica ostavljena je 10 minuta na sobnoj temperaturi te je nakon tog vremena dodano 25 pL
otopine elastaze u puferu. Smjesa je inkubirana jo§ 10 minuta pri sobnoj temperaturi te je

izmjerena apsorbancija na 410 nm. Aktivnost inhibicije elastaze izracunata je prema formuli:
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Aktivnost inhibicije elastaze (%) = (Aneg — Aeks)/ Aneg X 100,

pri ¢emu je Aneg apsorbancija negativne kontrole, a Aeks apsorbancija otopine ekstrakta.
Rezultati su izrazeni kao ICso, 0dnosno koncentracija ekstrakta koja inhibira 50% aktivnosti

elastaze.

3.9. B-KAROTEN LINOLEATNA ANALIZA

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti (ANA) provedeno je prema modificiranom
literaturnom propisu po Amarowiczu i sur. Antioksidativna aktivnost uzorka odredena je
spektrofotometrijski uz pomo¢ mikrotitarske plocice. U 50 pL otopine ekstrakta ili BHA
dodano je 200 puL emulzije B-karotena i Tween 40. Odmah je izmjerena apsorbancija na 415
nm (t = 0). Smjesa je inkubirana na 45 °C, a apsorbancija je ponovno mjerena nakon 119

minuta (t = 119). Antioksidativna aktivnost izraunata je prema formuli:

ANA(%) - (1 _ (Apot—Akon)uzorak )X 100,

(Apot—Akon)negativna kontrola

pri ¢emu je Apoz apsorbancija u t = 0, a Akon apsorbancija u t = 119. Kao negativna
kontrola je koriten metanol. Rezultati su izrazeni kao ICsp, 0odnosno koncentracija ekstrakta

koja ima 50% antioksidativne aktivnosti.

3.10. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Sva ispitivanja provedena su u triplikatu. Dobiveni podaci su obradeni u programu
Microsoft Excel (Microsoft, USA). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost * standardna
devijacija (SD). Za design eksperimenata koristen je software Design Expert v. 8.0.7.1. (Stat
Ease, USA)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. KONCENTRACIJA UKUPNIH POLIFENOLA U
EKSTRAKTIMA

Za ucinkovitu ekstrakciju ukupnih polifenola iz osusene zeleni hmeljaste vije koristena
je ultrazvuéna ekstrakcija. Koncentracija ukupnih polifenola u dobivenim ekstraktima
odredivana je spektrofotometrijski uz pomo¢ Folin-Ciocalteau reagensa. Reagens se sastoji od
fosfovolframske i fosfomolibdenske kiseline koje su Zute boje, a u reakciji s fenolima se
reduciraju u plavo obojene spojeve. Nedostatak metode je da reagens tvori plave okside i u
reakciji sa drugim reducirajuéim spojevima koji zbog toga pridonose ukupnoj odredenoj
koncentraciji polifenola, no, s obzirom na jednostavnost primjene te metode, ona se i dalje

Cesto koristi (Singleton, 1999).

Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima odreden je na temelju vrijednosti

apsorbancija koriste¢i bazdarni pravac galne kiseline (Slika 4).

y =40.202x + 0.0082 ]
R?=0.9987

0 0.005 001 0.015 0.02 0025 0.03 0.035 0.04

c galne kiseline (mg/mL)

Slika 4. Bazdarni pravac galne kiseline.
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S obzirom da su se dobiveni ekstrakti koristili za daljnje bioloSke testove, koristen je
glicerol kao otapalo koje je biokompatibilno i ¢esto se koristi u kozmetici. Da bi se dobio $to
bolji uvid u uspjesnost ekstrakcije, nezavisne varijable su imale Sirok raspon. Tablica 2
prikazuje zavisne i nezavisne eksperimentalne varijable 17 ekstrakata priredenih prema Box-
Behnken dizajnu (Tablica 1). Koncentracija ukupnih polifenola znacajno je varirala ovisno o
ekstrakcijskim uvjetima od 0,036 mg/mL (Run 13) do 0,114 mg/mL (Run 4).

Tablica 2. Prikaz koristenog Box-Behenken dizajna eksperimenta i pripadaju¢e koli¢ine

polifenola u ekstraktima.

Run X1 X2 X3 TP (mg/mL)
1 90 80 40 0,105
2 50 20 60 0,088
3 50 80 60 0,098
4 50 80 20 0,114
5 10 20 40 0,095
6 10 50 60 0,084
7 50 50 40 0,106
8 90 50 60 0,067
9 50 50 40 0,098
10 10 50 20 0,079
11 50 50 40 0,098
12 50 20 20 0,084
13 90 20 40 0,036
14 10 80 40 0,08
15 50 50 40 0,099
16 90 50 20 0,07
17 50 50 40 0,087

X1 =koncentracija glicerola (%, m/m), Xo= temperatura (°C) i Xz= vrijeme (min); TP —

ukupni polifenoli.

4.2. EKSPERIMENTALNI DIZAJN

Eksperiment je izveden prema Box-Behnkenovom dizajnu temeljenom na metodi odzivne
povrSine (eng. Response Surface Methodology, RSM). RSM je skup statistickih 1
matematickih modela kojima se analiziraju utjecaji nekoliko nezavisnih varijabli na
promatrani odziv, u ovom slucaju utjecaji odabranih parametara masenog udjela glicerola u

vodi (X1), temperature (X2) i vremena ekstrakcije (Xs) na koncentraciju ukupnih polifenola.
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Cilj koristenja Box-Behnken dizajna bio je odredivanje najvaznijih ekstrakcijskih varijabli te

optimalnih uvjeta ekstrakcije za ekstrakciju ukupnih polifenola.

Utvrdeno je da se odnos izmedu zavisnih 1 nezavisnih varijabli najbolje moze izraziti
kvadratnom polinomnom jednadZzbom. Dobivena jednadzba prikazuje utjecaj nezavisnih
varijabli i njihovih medusobnih interakcija na koncentraciju ukupnih polifenola u ekstraktu.

Znacajni faktori oznaceni su zvjezdicom:

TP (mg/mL) = —0,0198xX13(*)+0,0012xX?~0,0028xX32—0,0075xX1(*)

+0,01175xX>2(*)—0,0013xX3+0,021x X1xX2(*)—0,002xX1xX3—0,005x X2x X3+0,0976

Rezultati pokazuju da sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima najvise ovisi o linearnom i
kvadratnom faktoru koncentracije glicerola i o linearnom faktoru temperature te o faktoru koji

predstavlja njihovu medusobnu interakciju.

Analiza varijance (Tablica 3) pokazuje F-vrijednost koja je iznosila 28,1 i P-vrijednost
nizu od 0,0001 sto dokazuje da je model visoko signifikantan. Vrijednost prikladnosti
podudaranja (“lack of fit”) iznosila je 0,41 Sto ukazuje da nije bila znacajna u odnosu na Cistu
pogresku. Koeficijent determinacije je bio visok (r>> 0,97) $to nam pokazuje da je model

reprezentativan.

Tablica 3. Analiza varijance (ANOVA) za kvadratni model optimizacije ekstrakcijskih

parametara.

Izvor SS df MS F-vrijednost  P-vrijednost
Model 0,00516 9 0,00057 16,570 0,0006
Prikladnost podudaranja  0,000057 3  0,000019 0,410 0,7549
Cista pogreska 0,00019 4 0,0000463

SS = zbroj kvadrata; df = stupnjevi slobode; MS = aritmeticka sredina kvadrata
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Graficki prikaz povrSine odgovora odlican je za promatranje ucinaka nezavisnih
varijabli na odabrani odgovor. U njemu prikazujemo utjecaj dvije nezavisne varijable na
zavisnu (koncentracija ukupnih polifenola), dok se tre¢a varijabla drzi fiksnom. Stoga su nam
za prikaz utjecaja svih nezavisnih varijabli na koncentraciju ukupnih polifenola potrebna
ukupno tri graficka prikaza. Tako ¢emo na jednostavan naCin prikazati utjecaj i medusobne
interakcije nezavisnih varijabli na zavisnu. Slika 4 prikazuje povrsine odgovora koje prikazuju

utjecaj ispitivanih parametara na koncentraciju ukupnih polifenola u ekstraktu.
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TP In glycerol (mg/mL)

Temperature (C) e Ew A Solvent (%, whv)
e

TP In glycerol (mg/mL)

Time (min) - ey A Soivent (%, wiw)

TP In glycerol (mg/mL)

Slika 5. PovrSine odgovora za koncentraciju ukupnih polifenola (a-c) prilikom ekstrakcije
zeleni hmeljaste vije a) utjecaj temperature i koncentracije glicerola tijekom 40 min
ekstrakcije; b) utjecaj vremena ekstrakcije i koncentracije glicerola uz temperaturu od 50 °C;

C) utjecaj vremena i temperature ekstrakcije uz koncentraciju glicerola 50%.
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Kao $to je prikazano na Slici 5, kombinacija visoke temperature i srednje
koncentracije glicerola najbolje su pogodovale ekstrakciji polifenolnih spojeva. Slika isto tako
pokazuje da vrijeme ekstrakcije ima zanemarivu ulogu naspram ostala dva faktora,

koncentracije glicerola i temperature ekstrakcije.

4.3. OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJE

Cilj rada bio je dobiti glicerolni ekstrakt hmeljaste vije s najve¢om koncentracijom
ukupnih polifenola kako bi se taj ekstrakt mogao iskoristiti za daljnje bioloske testove.
Nezavisne varijable imale su veliki raspon pa su tako provodeni eksperimenti sa
koncentracijom glicerola od 10% do 90%, temperaturom od 20 °C do 80 °C te vremenom
ekstrakcije od 20 min do 60 min. Eksperimentalni rezultati i analiza pokazuju da su najbolji
ekstrakcijski uvjeti za ekstrakciju polifenola bili pri koncentraciji glicerola od 60%,
temperaturi od 80 °C te vremenu ekstrakcije od 20 minuta. Priredeni ekstrakt koristen je u

analizi bioloske aktivnosti.

4.4. BIOLOSKI TESTOVI

4.4.1. Odredivanje aktivnosti inhibicije lipoksigenaze
Lipoksigenaza je enzim koji katalizira reakciju dioksigenacije supstrata linolenske
kiseline pri ¢emu nastaju konjugirane hidroperoksi dien masne kiseline. Pri odredivanju
aktivnosti inhibicije lipoksigenaze, reakcijskoj smjesi s ekstraktom i enzimom dodaje se
linolenska kiselina kao supstrat za enzim te se mjeri apsorbancija nakon 10 minuta inkubacije
pri sobnoj temperaturi. Inhibitornim djelovanjem ekstrakta na lipoksigenazu sprjecava se

reakcija izmedu enzima i supstrata Sto se o€ituje povecanjem apsorbancije (Chung, 2009).

Rezultati odredivanja aktivnosti inhibicije lipoksigenaze prikazani su kao ICsp,
odnosno koncentracija ekstrakta koja inhibira 50% aktivnosti lipoksigenaze. Vrijednost 1Cso
je obrnuto proporcionalna sa sposobnoscu inhibicije ekstrakta, odnosno, §to je ICso manja, to
je sposobnost inhibicije veca. Kao pozitivna kontrola koristena je NDGA koja ima veliku

sposobnost inhibicije enzima lipoksigenaze.
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Uzorak pokazuje odredenu aktivnost inhibicije lipoksigenaze, ali je ona ¢ak deset puta

manja od sposobnosti inhibicije lipoksigenaze koju pokazuje NDGA (Tablica 4).

Tablica 4. Rezultati mjerenja aktivnosti inhibicije lipoksigenaze.

ICso (uL/mL) SD SD (%)
Ekstrakt 133,46 18,14 13,59
NDGA 13,106 0,899 6,86

ICso — koncentracija koja inhibira 50% aktivnosti LOX; SD — standardna devijacija

4.4.2. Odredivanje aktivnosti inhibicije tirozinaze

Tirozinaza je enzim Kkoji katalizira reakciju oksidacije supstrata L-DOPA-e u
dopakinon Sto se ocituje pojavom smedeg obojenja. Kod odredivanja aktivnosti inhibicije
tirozinaze, reakcijska smjesa s ekstraktom i enzimom tirozinazom stavlja se na inkubaciju
tijekom koje dolazi do inhibicije tirozinaze, a zatim se u smjesu dodaje L-DOPA. Inhibicijom
tirozinaze ne dolazi do reakcije tirozinaze i L-DOPA-e te ne nastaje smede obojenje, $to se
oCituje smanjenjem apsorbancije (Biswajit i sur., 2017). Rezultati odredivanja prikazani su
kao ICso, odnosno koncentracija ekstrakta koja inhibira 50% aktivnosti tirozinaze. Kao
pozitivna kontrola koriStena je kojicna kiselina koja ima veliku sposobnost inhibicije enzima

tirozinaze.

Uzorak pokazuje odredenu aktivnost inhibicije tirozinaze, ali je u usporedbni sa
pozitivnom kontrolom ta aktivnost znacajno manja (Tablica 5). Prema literaturi, za
smanjivanje aktivnosti tirozinaze najvjerojatnije su odgovorni polifenoli koji se mogu
ponasati kao pravi inhibitori tirozinaze ili mogu biti zamjenski supstrati za tirozinazu
(Solimine, 2016).

Tablica 5. Rezultati mjerenja aktivnosti inhibicije tirozinaze.

ICs0 (ng/mL) SD SD (%)
Ekstrakt 225,13 14,48 6,43
Kojic¢na kiselina 4,43 0,39 8,8

ICso — koncentracija koja inhibira 50% aktivnosti tirozinaze; SD — standardna devijacija
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Rezultati za koji¢nu kiselinu dobiveni su nakon 17 minuta inkubacije reakcijske
smjese, a rezultati za uzorak nakon 10 minuta inkubacije, $to utjeCe na dobivene rezultate i
njihovu usporedbu. Ipak, unato¢ tomu mozemo zakljuciti da je ispitivani ekstrakt znacajno

slabiji inhibitor od pozitivne kontrole.

4.4.3. Odredivanje aktivnosti inhibicije elastaze
U reakciji hidrolize kataliziranoj enzimom elastazom iz supstrata SANA-¢ nastaje Zuto
obojeni spoj p-nitroanilin. Dodatkom inhibitora elastaze u reakcijsku smjesu nastaje manje
produkta te dolazi do smanjenja obojenja, odnosno smanjenja apsorbancije (Wittenauer,
2015).

Rezultati odredivanja prikazani su kao ICso, odnosno koncentracija ekstrakta koja
inhibira 50% aktivnosti enzima elastaze. Kao pozitivna kontrola koriStena je ursolna kiselina

otopljena u puferu i dimetil sulfoksidu (DMSO).

Uzorak pokazuje odredenu aktivnost inhibicije elastaze, no ta aktivnost je znacajno
manja od one koju pokazuje pozitivna kontrola (Tablica 6). Prema literaturi, polifenolni

spojevi su zasluzni za kompetitinu inhibiciju enzima elastaze (Wittenauer, 2015).

Tablica 6. Rezultati mjerenja aktivnosti inhibicije elastaze.

ICs0 (ng/mL) SD SD(%)
Ekstrakt 524,38 122,09 23,28
Ursolna kiselina 33,61 2,64 7,85

IC50 — koncentracija koja inhibira 50% aktivnosti elastaze; SD — standardna devijacija

4.4.4. B-karoten linoleatna analiza
B-karoten linoleatna analiza je jedan od najbrzih nacina za odredivanje antioksidativne
aktivnosti. Oksidacijom linolenske kiseline reaktivnim Kisikovim vrstama nastalim u vodi
bogatoj kisikom nastaju slobodni lipidni radikali koji uzrokuju oksidaciju p-karotena te dolazi
do gubitka specifi¢éne narancaste boje. Spojevi sa antioksidativnom aktivnoscu, poput fenola,
mogu neutralizirati nastale linoleatne radikale i na taj na¢in odgoditi obezbojenje emulzije. To
znaCi da se antioksidativna aktivnost oCituje povecanjem apsorbacije u odnosu na kontrolu

(Amarowicz, 2004).
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Rezultati odredivanja prikazani su kao ICso, 0dnosno koncentracija ekstrakta koja ima

50% antioksidativne aktivnosti. Kao pozitivna kontrola koristen je BHA otopljen u metanolu.

Uzorak pokazuje antioksidativnu aktivnost, koja je skoro dvostruko jaca od pozitivne
kontrole (Tablica 7). Prema literaturi, polifenolni spojevi su odgovorni za to §to ekstrakt
pokazuje antioksidativnu aktivnost jer doniraju svoj atom vodika te na taj nacin neutraliziraju

nastale lipidne radikale (Pandey, 2009).

Tablica 7. Rezultati mjerenja antioksidativne aktivnosti.

ICso SD SD (%)
Ekstrakt 168,79 3,16 1,87
Pozitivna kontrola 310,02 4,97 1,6

(BHA)

ICso — koncentracija koja ima 50% antioksidativne aktivnosti; SD — standardna devijacija
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5. ZAKLJUCCI

Cilj ovog rada bio je optimizirati ekstrakciju za izolaciju polifenola iz osusene zeleni
hmeljaste vije koristenjem Box-Behnkenovog dizajna. Odredeni su optimalni uvjeti
ekstrakcije koji ukljuuju optimalnu koncentraciju glicerola, temperaturu 1 vrijeme
ekstrakcije. Rezultati su pokazali da su koncentracija glicerola i temperatura bitne varijable za
optimalnu ekstrakciju ukupnih polifenola, dok se vrijeme nije pokazalo kao bitan faktor.
Optimizirani ekstrakt zatim se koristio u Cetiri razli¢ita bioloska ispitivanja. U testovima
inhibicije tirozinaze, lipoksigenaze i elastaze ekstrakt je pokazao odredenu aktivnost, ali je
ona bila znacajno manja od inhibitorne aktivnosti pozitivnih kontrola. Kod p-karoten
linoleatne analize, ekstrakt je pokazao vecu aktivnost od pozitivne kontrole, $to znac¢i da
ekstrakt ima dobra antioksidativna svojstva. Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti
da je ekstrakt zeleni hmeljaste vije ima odredeni potencijal kao aktivna sastavnica

kozmeti¢kih proizvoda protiv starenja koze.
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7. SAZETAK

Biljni polifenoli su predmetom mnogobrojnih istrazivanja zbog svojih pozitivnih
ucinaka na ljudski organizam. U ovom diplomskom radu odredeni su uvjeti optimalne
ekstrakcije ukupnih polifenola iz hmeljaste vije pomo¢u Bex-Behnken dizajna. Uvjeti su
odredivani s obzirom na maseni udio glicerola u otapalu, temperaturu i vrijeme ekstrakcije, a
sadrzaj polifenola odredivan je spektrofotometrijski. Zaklju¢eno je da su optimalni uvjeti
60%-tni udio glicerola, temperatura od 80 °C te vrijeme ekstrakcije od 20 min. Dobiveni
optimalni ekstrakt dalje je koriSten u bioloSkim testovima ispitivanja aktivnosti inhibicije
enzima tirozinaze, lipoksigenaze i elastaze te u P-karoten linoleatnoj analizi za odredivanje
antioksidativne aktivnosti ekstrakta. Ekstrakt pokazuje odredenu sposobnost inhibicije
tirozinaze, lipoksigenaze i elastaze, a njegova antioksidativna aktivnost nadmasuje onu butil-

hidroksianisola koji je koristen kao pozitivna kontrola.

27



SUMMARY

Plant polyphenols have been the subject of numerous studies due to their positive
effects on the human body. In this diploma thesis, the conditions of optimal extraction for
total polyphenols from black medic were determined using Bex-Behnken design. Conditions
were determined with respect to glycerol concentration in the solvent, temperature and
extraction time, and polyphenol content was determined spectrophotometrically. It was
concluded that the optimal conditions were a 60% glycerol concentration, a temperature of 80
°C and an extraction time of 20 min. The obtained optimal extract was further used in
biological assays to test the inhibition activity of the enzymes tyrosinase, lipoxygenase and
clastase and in B-carotene linoleate analysis to determine the antioxidant activity of the
extract. The extract shows a certain ability to inhibit tyrosinase, lipoxygenase and elastase,
and its antioxidant activity surpasses that of butylhydroxyanisole which was used as a positive

control.
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