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1. UvOD

Morskim algama se u zadnje vrijeme pridaje velika pozornost uglavnom zbog njihovog
nutritivnog i ljekovitog potencijala. Od davnina, morske alge su se koristile za hranu u
zemljama Isto¢nog svijeta, u farmaciji i medicini te u kozmeti¢koj industriji jer su bogate

bioaktivnim spojevima.

Halopteris scoparia je smeda alga koja ima visoki bioloski potencijal. Pripada obitelji
Stypocaulacea (Giiner i sur., 2019). Bogata je bioaktivnim spojevima kao $to su ugljikohidrati,
proteini, minerali, viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (PUFA), masne kiseline, amini, amidi,
antioksidansi 1 pigmenti kao §to su karotenoidi, klorofili, ksantofili i fikobilini (Menaa i sur.,
2021). Tradicionalno se primjenjivala za lijeCenje ZeluCanih tegoba, astme, glavobolje,
hipotireoze, celulita, kaslja i umora. Dosadas$njim istrazivanjima je dokazano da ima
antioksidativno, antitumorsko, protuupalno, antibakterijsko i antikoagulantno djelovanje, sto
se pripisuje prisustvu bioaktivnih spojeva. Dokazano je da se moze koristiti i u njezi koze jer

djeluje protiv stvaranja bora (Remya i sur., 2022; Hadj Ammar i sur., 2015).

U ovom radu, prilikom izolacije bioaktivnih spojeva (fenolni spojevi i pigmenti)
koriStena je ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE) koja spada u novije,
nekonvencionalne metode ekstrakcije. Nekonvencionalne metode su danas sve vise u upotrebi
jer pokazuju brojne prednosti nad konvencionalnim metodama. Imaju vecu ekolosku
prihvatljivost jer je potrebna manja koli¢ina otapala i imaju krace vrijeme ekstrakcije, zato $to
se primjenom mikrovalova zagrijavanje postize puno brze (Cikos i sur., 2018). MAE se temelji
na djelovanju elektromagnetskog polja prilikom cCega se energija uz pomo¢ mikrovalova
prenosi na materijal kroz molekulske interakcije, pri ¢emu dolazi do razaranja biljne stanice i

izdvajanja stani¢nog sadrzaja u otapalo (Kapoore i sur., 2018; Kadam i sur., 2013).

Cilj ovog rada je ispitati uc¢inkovitost MAE pri izolaciji bioaktivnih spojeva (fenolni
spojevi, klorofili i karotenoidi) iz smede alge Halopteris scoparia te odrediti antioksidacijsku
aktivnost uz primjenu 96 %-tnog etanola kao ekstrakcijskog otapala. Kako bi se dobili Sto veci
konacni prinosi ekstrakcije, svrha rada je odrediti optimalne parametre ekstrakcije pri cemu je
ispitan utjecaj temperature (10, 25 i 40 °C), vremena ekstrakcije (5, 15 i 25 min) i snage
mikrovalova (150, 300 1 450 W). U dobivenim ekstraktima, ukupni i pojedina¢ni maseni udjeli
bioaktivnih spojeva odredeni su spektrofotometrijski i HPLC metodom, a antioksidacijska

aktivnost primjenom DPPH metode.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. SMEDE ALGE

Alge su najveca primitivna fotoautotrofna skupina eukariota, koje obavljaju vise od 50
% fotosinteze na planetu. Klasificirane su prvenstveno na temelju njihovih morfoloskih
znacajki, bilo kao mikroalge (tj. jednostani¢ne, kao $to su na primjer dijatomeje, i viSestani¢ne)
ili kao makroalge (ponekad se nazivaju i morskim algama) (Menaa i sur., 2021). Makroalge su
eukariotski organizmi koji Zive u slanoj ili slatkoj vodi, a smatra se da su moguéi izvor
bioaktivnih spojeva. Za razliku od vecine kopnenih biljaka, makroalge nemaju korijenje, lis¢e
i zilni sustav te se hrane procesom osmoze (Remya i sur., 2022).

Morske alge klasificirane su u tri velike razli¢ite skupine na temelju oblika i prisutnosti
specificnih pigmenata, a to su smede (Phaeophyta/Phaeophyceae), zelene (Chlorophyta/
Chlorophyceae) i crvene alge (Rhodophyta/Rhodophyceae) (Remya i sur., 2022; Menaa i sur.,
2021).

Smede alge (Phaeophyceae; Phaeophyta) su visestani¢ni organizmi razvrstani u Sest
redova: Ectocarpales, Cutleriales, Sphacelariales, Dictyotales, Laminariales i Fucales (Wehr,
2015), a koje oblikom mogu varirati od malih filamentoznih oblika do velikih, slozenih
morskih algi (Slika 1). Po obliku su nitaste, vrpéaste, kozasto-lepezaste, vrpCasto spljostene i
dihotomski razgranate ili ras¢lanjene poput tijela visih biljaka (Anonymus 1) te mogu narasti
do duljine viSe od 45 metara (Kadam i sur., 2013). Od procijenjenih 1836 vrsta u priblizno 285
rodova, manje od 1 %, nalazi se u slatkovodnim stanistima, dok vecina zivi u hladnijim
morima. Neke su prilagodene Zivotu u bocatim vodama (Wehr, 2015), no vecina smedih algi
nalazi se uz morsku obalu (Remya i sur., 2022).

Smede alge, poznate jos i kao feofiti, su raznolika klasa algi poznatih po svojoj boji, u
rasponu od maslinastozelene do zlatno-smede boje (Remya i sur., 2022; Wehr, 2015). To je
zato Sto njihovi kromatofori (feoplasti) sadrze zlatno-smedi ksantofilni pigment fukoksantin,
koji maskira druge pigmente u feofitima, Sto rezultira karakteristicnom smedom bojom. Zbog
velikih koli¢ina fukoksantina i karotenoida prekriveni su ostali pigmenti, poput klorofilaai c,
beta-karotena i drugih ksantofila (Remya i sur., 2022). Razmnozavanje smedih algi mozZe biti
vegetativno te spolno i nespolno. Vecina vrsta ima izmjenu haploidnih i diploidnih generacija,

koje mogu biti izomorfne ili heteromorfne (Wehr, 2015).



Slika 1. Smeda alga (prema Anonymus 2)

Smede makroalge obiluju mineralnim tvarima u rasponu od 14 do 35 % suhe tvari
(s.tv.), a bogate su natrijem (2,2-4 %), kalijem (3-3,8 %) i jodom (0,1-1,1 %) Imaju relativno
nisku razinu ukupnih proteina, od 8 do 13 %. Mnoge vrste morskih algi imaju veliku koli¢inu
slobodne glutaminske kiseline, koja je odgovorna za umami okus koji obiljezava japanska jela
1 koristi se kao pojaciva¢ okusa u hrani. Sastav minerala i aminokiselina varira ovisno o
razli¢itim znacajkama kao na primjer o godiSnjem dobu kada su uzgojene. Morska alga M.
pyrifera koja raste uz meksicku obalu sadrzi vise aminokiselina i minerala ljeti nego zimi
(Remya i sur., 2022). Takoder morske alge obiluju vitaminima, B-karotenom i ne sadrze
antinutrijente (Remya 1 sur., 2022). Stani¢na stijenka je izgradena od alginske kiseline i
celuloze. Fukoidani ¢ine stani¢ne stijenke mnogih smedih makroalgi, posebno Laminariales i
Fucales, a sastoje se od polisaharidnih jedinica s razli¢itim stupnjem sulfatacije (Remya i sur.,
2022). Za razliku od ostalih morskih algi u kojima se ugljikohidrati skladiste u obliku Skroba,
smede morske alge pohranjuju ugljikohidrate u obliku laminarina, polisaharida glukoze, koji
¢ini od 32 do 35 % s.tv. ukupnih polisaharida. Laminarini su glukani koji imaju linearne
polisaharide, sastavljene od B-glukoze u omjeru 3 : 1 s nasumi¢nim B-(1N6) grananjem unutar
lanca, a pokazuju mnoge bioloske aktivnosti kao na primjer antitumorske, protuupalne,

antikoagulantne i antioksidativne aktivnosti te smanjuju apoptozu stanica (Remya i sur., 2022).

2.1.1. Primjena makroalgi u proizvodnji i znacaj u prehrani
Od davnina ljudi na Istoku su morske alge smatrali delicijom, a u 20. stolje¢u pocinje
procvat industrije makroalgi. Poznato je da jestive makroalge imaju veliku nutritivnu vrijednost

na koju moze utjecati zemljopisni polozaj, faza rasta i godi$nje doba. Poznate su kao
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niskokalori¢na hrana, bogata vitaminima i mineralnim tvarima. lako konzumacija makroalgi
nije toliko raSirena u Europi kao u Aziji, one sve vise privlae pozornost jer su zbog svog
sadrZaja bioaktivnih spojeva stekle reputaciju nove superhrane. Najvise se konzumiraju smede
(66,5 %), zatim crvene (33 %) i zelene (5 %) alge (Cikos i sur., 2020).

Istrazivanja su pokazala da makroalge imaju veci udio dijetalnih vlakana (Grate-loupia
filicina, Chondrus crispus, Ulva lactuca) od biljaka, §to moze pridonijeti opéem zdravlju ljudi.
Dijetalna vlakna poticu rast korisnih crijevnih bakterija, smanjuju rizik od dijabetesa, pretilosti
I hiperkolesterolemije zbog svoje sposobnosti apsorpcije organskih spojeva poput glukoze i
kolesterola (Cai i sur., 2021; Cikos i sur., 2020). Makroalge se mogu koristiti kao alternativa
biljnim izvorima bjelan¢evina (kao npr. crvene alge Pyropia tenera i Grateloupia filicina), kao
1 za formiranje uravnotezene proteinske prehrane zbog prisutnosti visokog sadrzaja
bjelancevina, sli¢nih onima u mahunarkama kao §to su grasak i grah, a uz niske troskove. lako
je mala koli¢ina ukupnih lipida prisutna u makroalgama, njihov je sastav od posebnog interesa
s nutricionistickog stajaliSta zbog prisutnosti ®-3 i ®-6 polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA)
koje imaju pozitivno djelovanje na kardiovaskularno zdravlje, jer smanjuju razvoj
ateroskleroze. Utvrdeno je da pepeo jestivih makroalgi sadrzi ve¢i udio makro- i
mikroelemenata nego §to je to kod drugih jestivih biljaka u kojima su koli¢ine Na, K, Ca i Mg
u rasponu od 8,08 od 17,88 mg 100 g%, a Fe, Zn, Mn i Cu u rasponu od 5,10 do 15,20 mg 100
gl. Zbog toga se smede i crvene makroalge mogu koristiti kao dodaci prehrani za postizanje

preporucenog dnevnog unosa mineralnih tvari 1 elemenata u tragovima (Cikos 1 sur., 2020).

Smede morske alge prvenstveno se koriste za lijeCenje ZeluCanih tegoba, astme,
glavobolje, hipotireoze, celulita, kaslja i umora. Osim §to pomazu u njezi koze i smanjuju
stvaranje bora, smede alge takoder olakSavaju mrSavljenje. Potencijalni antioksidativni
metaboliti u smedim morskim algama su laminarini, fukoidani i polifenoli (Remya i sur., 2022;
Hadj Ammar i sur., 2015). Prisutni su u mnogim biljkama i morskim algama te su dobro poznati
po svom antioksidativnom djelovanju zbog uklanjanja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i
inhibicije peroksidacije lipida (Remya i sur., 2022).

Bioaktivni spojevi laminarini, koji se takoder nazivaju laminarani ili leukozini,
pripadaju obitelji glukana 1 sluZze kao rezervni metaboliti u smedim algama (Afonso 1 sur.,
2019). Laminarin je polisaharid niske molekularne mase odnosno B-glukan, koji se sastoji od
(1,3)-p-d-glukana i nekih B-(1,6)-intralancanih veza. Udio laminarina iz smedih algi je do 35
% s.tv., §to varira ovisno o vrsti, sezoni berbe, stanistu i na¢inu vadenja (Kadam i sur., 2014).

Laminarin doprinosi unosu prehrambenih vlakana te ima vaznu ulogu u prevenciji raka debelog



crijeva (Déléris 1 sur., 2016). Takoder laminarin pokazuje antitumorsko, antiapoptoticko,
protuupalno, antikoagulantno i antioksidativno djelovanje (Kadam i sur., 2014). Fukoidani su
sulfatirani polisaharidi, kojih nema u kopnenim biljkama (Remya i sur., 2022; Hadj Ammar i
sur., 2015), a sadrze znacajnu koli¢inu sulfatiranih esterskih i L-fukoznih skupina (Remya i
sur., 2022). Predmet su velikog interesa posljednjih godina, uglavhom zbog njihovog
farmakoloskog i biolo§kog potencijala s antivirusnim, antikancerogenim, hepato-protektivnim,
anti-upalnim i antibakterijskim svojstvima, a takoder mogu utjecati na izlucivanje proteina

ekstracelularnog matriksa i aktivirati apoptozu (Hadj Ammar i sur., 2015).

Kultivirane smede morske alge uglavnom se koriste kao ljudska hrana (npr. kombu juha
i wakame salate) (Cai i sur., 2021). Hidrokolodi algi, poput karagenana, alginske kiseline i
agara su vazni u prehrambenoj industriji. To su glavni sastojci stani¢nih stijenki crvenih 1
smedih algi koji se naSiroko koriste u nekoliko prehrambenih industrija (Leandro 1 sur., 2019).
Koriste se u prehrambenoj industriji kao zgusnjivaci, emulgatori za umake, stabilizatori,
preljeve i pekmeze, a za zeliranje ne treba toplinu (Leandro 1 sur., 2019).

Dodatno, ekstrakti morskih algi, kao S§to su jod, fukoidan, fukoksantin i florotanini,
koriste se kao dodaci prehrani za zdravstvene dobrobiti. Smede alge takoder se koriste za
proizvodnju sto¢ne hrane, za biognojivo ili biostimulanse, farmaceutske ili nutricionisticke

proizvode i za izradu kompostabilne bioloSke ambalaze (Cai i sur., 2021).

2.1.2. Halopteris scoparia

Smeda alga Halopteris scoparia (Linnaeus) Sauvageau (1904) pripada obitelji
Stypocaulacea iz razreda Phaeophyceae (Guner i sur., 2019) (Slika 2). Ranije je bila poznata
kao Stypocaulon scoparium. Cesto se nalazi u toplim i hladnim morima diljem Europe. Prisutna
je u Sirokom temperaturnom rasponu od 2 do 16 °C na Baltiku (njena sjeverna granica
distribucije) te od 24 do 28 °C u Nigeriji (njena juzna granica distribucije). Vrsta je opéenito
rasprostranjena u Atlantskom oceanu i prisutna je tijekom cijele godine u kontinentalnom dijelu
Portugala i na arhipelagima Acores, Madeira i Kanari (Patarra i sur., 2017).

Ima pribliznu visinu od 15 centimetara, a talus, koji je pri¢vr$éen za stijene, tvori krute
i razgranate filamente. Halopteris scoparia je jedna od vrsti algi s visokim bioloskim
sadrzajem, posebno dokazanom antimikrobnom i antifungalnom djelotvornos¢u (Giiner i sur.,

2019). Klasifikacija smede alge Halopteris scoparia prikazana je u tablici 1.



Slika 2. Smeda alga Halopteris scoparia (vlastita fotografija)

Tablica 1. Klasifikacija smede alge Halopteris scoparia (prema Anonymus 3)

Domena Eukaryota
Carstvo Chromista
Koljeno Ochrophyta
Razred Phaeophyceae
Red Sphacelariales
Obitelj Stypocaulaceae
Rod Halopteris
Vrsta Halopteris scoparia

Studija koju su preveli Guner i sur. (2019) godine dokazala je da Halopteris scoparia
sadrzi antioksidativne citokine, polifenole i betaine za potencijalnu primjenu kao preventivno
sredstvo u borbi protiv humanog karcinoma. Osim $to se ova alga koristi u farmaceutske svrhe,

moze se koristiti 1 u prehrambene svrhe (Gtiner, 2019).

2.1.3. Bioaktivni spojevi smedih algi

Kemijski sastav makroalgi ima velike varijacije ovisno o razli¢itim ¢imbenicima, kao
Sto su vrsta, geografsko podrucje, sezonske varijacije i drugi okoli$ni ¢imbenici (Silva i sur.,
2021). Morske alge bogate su bioaktivnim spojevima kao S§to su ugljikohidrati, proteini,
minerali, viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (PUFA), masne kiseline, amini, amidi,
antioksidansi (npr. polifenoli, tokoferoli) 1 pigmenti kao Sto su karotenoidi, klorofili, ksantofili

i fikobilini (Menaa i sur., 2021). Makroalge koriste svjetlost kao izvor energije, a pigmenti


https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=7
https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=143783

igraju klju¢nu ulogu u prikupljanju sunceve energije. Ovi pigmenti apsorbiraju svjetlost iz
vidljivog spektra. Karotenoidi su narancasti/crveni pigmenti koji apsorbiraju svjetlosnu
energiju, a zatim je prenose na klorofil, te stoga imaju sekundarnu ulogu u fotosintezi.
Karotenoidi povecavaju potencijal algi za prikupljanje svjetlosti. Postoje promjene u sadrzaju
klorofila i karotenoida u morskim algama ovisno o razinama ultraljubicastog zracenja (UV)
tijekom cijele godine. Klorofilni i karotenoidni pigmenti posjeduju antioksidativna i kemo-
preventivna svojstva, a glavni pigmenti algi kao $to su beta-karoten, astaksantin, lutein,

fikocijanin, klorofil i fukoksantin koriste se u komercijalne svrhe (Biris-Dorhoi i sur., 2020).

2.1.3.1. Pigmenti

Pigmenti su kemijski spojevi koji apsorbiraju svjetlost u podru¢ju valnih duljina vidljivog
spektra (od 380 nm do 780 nm). Proizvedena boja ovisi o specificnoj strukturi (kromofor); ova
struktura hvata energiju 1 uzrokuje pobudivanje valentnih elektrona i1 njihov prijelaz u vise
energetske nivoe. Neapsorbirana energija se reflektira i/ili lomi i vidljiva je oku, a generirani
ziv€ani impulsi se prenose u mozak gdje se interpretiraju kao boja (Delgado-Vargas i sur.,
2000). Pigmenti se prema podrijetlu mogu klasificirati kao prirodni, sintetski i anorganski te se
mogu klasificirati uzimaju¢i u obzir kemijsku strukturu kromofora kao: kromofori s
konjugiranim sustavima (karotenoidi, antocijanini, betalaini i sintetski pigmenti) i metalno

koordinirani porfirini (mioglobin, klorofil i njegovi derivati) (Delgado-Vargas i sur., 2000).

2.1.3.1.1. Klorofili
Klorofili su temeljni pigmenti u biljkama, algama i cijanobakterijama, topivi u lipidima
koji daju karakteristicnu zelenkastu boju. Sadrze porfirinski prsten sa sredi$njim,
magnezijevim ionom, koji ima funkcionalnu ulogu u procesu fotosinteze algi, ali i zastitnu
ulogu osiguravajudi integritet tkiva algi od oksidativnog stresa koji moZze biti uzrokovan
prekomjernim UV zra¢enjem (Menaa i sur., 2021). Klorofili se mogu podijeliti u ¢etiri skupine:
klorofil a, klorofil b, klorofil ¢ i klorofil d (Menaa i sur., 2021). Klorofil a sadrzi metilnu
skupinu na prstenu, a klorofil b na istom ugljikovom atomu na prstenu ima aldehidnu skupinu.
U kopnenim biljkama i smedim algama dominira klorofil a, dok se klorofil b uglavnom
nalazi u zelenim algama. Osim toga, smede alge se smatraju glavnim izvorom klorofila ¢, dok
je klorofil d specifican za crvene alge. Poznato je da u preradenoj biljnoj hrani i nakon ljudske
konzumacije klorofil prisutan u obliku feofitina, pirofeofitina i feoforbida. Ovi derivati
klorofila pokazuju antioksidativno i antimutageno djelovanje i mogu imati zna¢ajnu ulogu u

prevenciji raka. Osim bioloskih aktivnosti i zdravstvenih u€inaka razlicitih katabolita klorofila,



alge se mogu smatrati i alternativom za zamjenu sintetski proizvedenih pigmenata koji se

koriste u prehrambenoj industriji (Biris-Dorhoi i sur., 2020).

Klorofil a nalazi se u gotovo svim fotosintetskim organizmima, tj. biljkama, algama,
cijanobakterijama i vodenim vrstama. Prije se zvao klorofil a. Nalazi se u svim kompleksima
za prikupljanje svjetlosti (LHC) i u oba reakcijska centra (RC) u organizmima, fotosustavu |
(PS 1) i fotosustavu Il (PS 1I). Upija uglavnom crvenu svjetlost iz sunevog spektra;
apsorpcijski vrh biljeZi na 420 nm i 660 nm u organskim otapalima te na 453 nm i 670-480 nm
u fotosintetskim stanicama (in vivo). Djeluje kao primarni donor u RC PS I i PS II. Dvije vrste
klorofila a, Ca 670 i Ca 680, su odgovorne za apsorpciju razli¢itih valnih duljina iz svjetlosnog
spektra (Sunil i sur., 2017).

Klorofil b nalazi se u zelenim algama, ali i u vi$im biljkama. Pomaze klorofilu a u
fotosintezi apsorbiraju¢i svjetlosnu energiju, a smatra se da je njegova glavna funkcija
poveéanje prikupljanja svjetla u uvjetima slabog osvjetljenja. Predlozeno je da klorofil b
sudjeluje u prilagodbi na dugotrajne (nekoliko dana) promjene svjetlosnih uvjeta kod visih
biljaka koje rastu u sjeni. Ovaj pigment ima Zutu boju u svom prirodnom stanju, ali apsorbira
plavo svjetlo iz cijelog sunéevog spektra, §to je korisno za fotosintezu u dubokoj vodi gdje je
izvor sunceve svjetlosti ograni¢en (Kume 1 sur., 2018; Sunil i sur., 2017; Tyutereva i sur.,
2014). Za Kklorofil b karakteristi¢ni pik apsorpcije primijecen je na 453 nm i 625 nm in vitro te
na 480 nm i 650 nm in vivo (Sunil i sur., 2017).

Klorofil ¢ je pigment smede-zlatne boje koji prati klorofil a u procesu fotosinteze kao
pomo¢ni pigment. Ima tri podklase, nazvane klorofil ¢1, ¢2 i ¢3, koje su pronadene u raznim
algama. Ovaj pigment je Siroko asimiliran u razli¢itim morskim organizmima kao $to su
dijatomeje, smede alge i druge morske alge. Apsorpcijski vrh klorofila ¢ za fotosintetski spektar

dobiven je pri 445 nm i 625 nm u organskim otapalima i 645 nm in vivo (Sunil i sur., 2017).

Klorofil d je manji klorofil koji je identificiran u crvenim algama. Hvata krajnji crveni dio
spektra sunéeve svjetlosti. Apsorpcijski spektri dobiveni su za klorofil d pri 450 nm i 690 nm

u in vitro uvjetima i do 740 nm in vivo (Sunil i sur., 2017).

2.1.3.1.2. Karotenoidi

Karotenoidi pripadaju obitelji od vise od 600 prirodnih pigmenata koje sintetiziraju vise
biljke, alge, gljive i bakterije (Kapoore i sur., 2018). To su lipofilni, linearni polieni koji se
dijele u dvije glavne skupine, na temelju njihove kemijske strukture; na karotene (a-, B-, y-

sastavljeni od ugljika i vodika) i ksantofile (oksigenirani derivati karotena, od kojih su u algama



najzastupljeniji fukoksantin, astaksantin, lutein i zeaksantin) (Menaa i sur., 2021; Biris-Dorhoi
i sur., 2020; Kapoore i sur., 2018). B-karoten je glavni nezasic¢eni ugljikovodik u smedim i
zelenim morskim algama (Biris-Dorhoi i sur., 2020).

Prema istrazivanju Menaa i sur. (2021) zelene alge sadrze -karoten, lutein, violaksantin,
neoksantin i zeaksantin, crvene algi sadrze uglavnom a- i $-karoten, lutein i zeaksantin, a u

smedim algama prisutni su f-karoten, violaksantin i fukoksantin.

Fukoksantin je karakteristiCan narancasti ksantofil prisutan u jestivim smedim morskim
algama, kao Sto su Undaria pinnatifida, Hijikia fusiformis, Laminaria japonica i Sargassum
fulvellum. Ima antioksidativno, antikancerogeno i anti-dijabeticko djelovanje. Tradicionalno, u
komercijalne svrhe, karotenoidi algi su ekstrahirani ekstrakcijom otapalom pomocu heksana
kao nepolarnog otapala. Medutim, nedavno su razvijene napredne tehnologije za u¢inkovitu
ekstrakciju kao $to su ekstrakcija pomocu superkriticnih fluida 1 ubrzana ekstrakcija otapalima

pri poviSenom tlaku (Remya i sur., 2022; Kadam i sur., 2013).

Fukoksantin ima snaznu aktivnost uklanjanja 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
radikala, ve¢inom u anoksi¢nim uvjetima, a takoder je poznato da pokazuje protuupalna
svojstva. Inhibira aktivnost proupalnih agenasa kao Sto su dusikov oksid (NO), tumorski faktor
nekroze alfa (TNF-a), interleukin-1p (IL-1p), prostaglandin E2 (PGE2) i interleukin-6 (IL-6)
(Biris-Dorhoi i sur., 2020).

Fukoksantin je ucinkovit protiv Gram pozitivnih (Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus epidermidis i Streptococcus pneumoniae) i Gram
negativnih (Acinetobacter Iwoffii, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa i Serratia marcescens) bakterija (Menaa i sur.,
2021). U prirodi je vecina karotenoida u trans obliku, a poznato je da su cis-izomeri
termodinamicki manje stabilni od trans-izomera. Karotenoidi su osjetljivi na svjetlost, toplinu
i kisik, a svjetlost i zrak mogu rezultirati sinergijskom razgradnjom svih trans i cis-izomera.
Uoceno je da snaga mikrovalova od 600 W pretvara trans-izomere u cis-izomere. Karotenoidi
se razgraduju na temperaturama iznad 60 °C (Kapoore i sur., 2018). Karotenoidi se koriste za
proizvodnju dodataka prehrani i obogacene hrane, kao boja za hranu, za sto¢nu hranu, te za
farmaceutske 1 kozmeticke proizvode, zbog svojih antioksidativnih svojstava koji pomazu u
smanjenju rizika od kardiovaskularnih bolesti, raka i oftalmoloskih bolesti (Menaa i sur.,
2021).



2.1.3.2. Fenolni spojevi

Alge su izlozene ekstremnim uvjetima okoline (UV zraCenje, dostupnost hranjivih
tvari, salinitet, temperatura, visoka koncentracija kisika) koji induciraju stvaranje oksidacijskih
sredstava, kao Sto su slobodni radikali i druge reaktivne vrste, no ne trpe ozbiljna strukturna i
fotodinamicka ostecenja tijekom metabolizma. Razlog tome moZze biti proizvodnja razlicitih
metabolita, a medu njima su fenolni spojevi poznati kao izuzetno dobri reduktori i hvataci
slobodnih radikala (Generali¢ Mekini¢ 1 sur., 2019). Zbog svoje Siroke bioloSke primjene,
prirodni polifenoli identificirani su kao moguéa zamjena za niz industrijskih formulacija koje
se sastoje od nutraceutika, dodataka prehrani, kozmetike i farmaceutskih proizvoda (Remya i
sur., 2022).

Fenolni spojevi sudjeluju u mnogim vaznim biokemijskim procesima tijekom zrenja i
dozrijevanja, a u samim biljkama djeluju antioksidacijski, antimikrobno i kao fotoreceptori.
Znatan utjecaj imaju i na boju, okus 1 miris hrane, obzirom da su ukljuceni u nastajanje tvari
boje. Na sastav 1 koli¢inu fenolnih spojeva u biljkama znacajno utjeu parametri okolisa kao
Sto su svjetlost 1 temperatura te uvjeti skladiStenja, obrade 1 prerade (Shortle i sur., 2014).
Fenolni spojevi nisu izravno ukljuceni u primarne procese kao Sto su fotosinteza, dioba stanica
ili reprodukcija, pa se ubrajaju u sekundarne biljne metabolite prisutne u velikom broju biljaka
u znacajnim koli¢inama, a do danas je poznato viSe od 8000 razli¢itih struktura (Shortle i sur.,
2014). Ove fitokemikalije imaju razli¢ite strukture, od jednostavnih oblika do polimera visoke
molekularne mase te biogenetski proizlaze iz dva glavna primarna puta sinteze; Sikiminskog i
acetatnog puta (Remya i sur., 2022; Generali¢ Mekini¢ i sur., 2019). Osnovnu strukturu
fenolnih spojeva ¢ini aromatski prsten na koji moZe biti vezana jedna ili viSe hidroksilnih
skupina, a prema osnovnoj kemijskoj strukturi dijele se na flavonoide i neflavonoide (Menaa i
sur., 2021; Generali¢ Mekini¢ 1 sur. 2019; Shortle i sur., 2014; Kadam i sur., 2013).

Polifenoli prisutni u algama su fenolne Kkiseline, tanini, flavonoidi, katehini,
floroglucinoli i florotanini (Kadam i sur., 2013). Floroglucinoli (1,3,5-trihidroksibenzen, PG)
sadrze aromatski fenilni prsten s tri hidroksilne skupine, dok florotanini nastaju
polimerizacijom jedinica floroglucinola s dodatnim halogenim ili hidroksilnim skupinama
(Menaa 1 sur., 2021; Generali¢ Mekini¢ i sur., 2019).

Florotanini su sekundarni metaboliti, koji su odredeni samo u smedim morskim algama,
za koje je poznato da postoje u topivim oblicima (javljaju se u citoplazmi ili unutar stani¢nih
organela) ili u oblicima vezanim za stani¢nu stijenku poput drugih tanina (Generali¢ Mekini¢ i
sur., 2019). U morskim algama su lokalizirani u bezbojnim vezikulama poznatim kao fizode

(Kadam 1 sur., 2013). Izlucuju se u stani¢nu stijenku, samo kada se fizode stapaju s
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membranom, te tada stvaraju komplekse s alginskom kiselinom. Imaju visestruku ulogu u
smedim algama, kako na stani¢noj tako i na razini organizma (Hakim i Patel, 2020; Generali¢
Mekini¢ 1 sur., 2019). Florotanini su vaZni u svim fazama Zivota algi, od ranih razvojnih faza
do odraslih jedinki (Generali¢ Mekini¢ i sur., 2019). Molekularna masa florotanina varira od
126 Da do 650 kDa. Sadrzaj florotanina moze varirati od 1 do 14 % u razli¢itim vrstama
morskih algi. Opcenito, smede alge sadrze vece koli¢ine florotanina u usporedbi s crvenim i
zelenim algama. Imaju vazne bioloSke aktivnosti kao $to su antioksidativna, antiproliferativna,
antibiotska, anti-dijabeti¢ka, antialergijska i protuupalna svojstva (Kadam i sur., 2013).
Florotanini imaju kemijska svojstva i fizioloske uloge sli¢éne onima kod tanina u vaskularnim
biljkama. Osim §to su primarni dio stani¢nih stijenki algi, florotanini imaju ulogu kao kemijska
obrana od biljojeda i bakterija. Mogu apsorbirati Stetno UV zrafenje 1 biti ukljuceni u
mehanizme zastite od oksidativnog oStecenja i smanjiti apsorpciju teSkih metala. Obilje fizoda
u vanjskim tkivima pokazuje da fenolni spojevi imaju istaknutu ulogu u zastiti talusa od
prekomjernog zracenja i oStecenja UV zraCenjem (Generali¢ Mekini¢ i sur., 2019). Na temelju
nacina povezivanja, florotanini su razvrstani u ¢etiri podklase, tj. florotanini s eterskim vezama
(fuhaloli i floretoli), florotanini s fenilnim vezama (fukoli), florotanini s eterskim i fenilnim
vezama (fukofloretoli) te florotanini s dibenzodioksinskom vezom (ekoli) (Generali¢ Mekini¢

i sur., 2019; Li i sur., 2017) (Slika 3).

O

Slika 3. (A) Fukol, (B) fukofloretol, (C) floretoli, (D) Fuhalol, (E) Ekol (prema Afonso i sur.,
2013)
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Razlic¢ite studije su pokazale znacajna pozitivna farmakoloska i nutraceutska svojstva
florotanina, kao i njihovu potencijalnu primjenu u razli¢itim industrijama (prehrambena,
farmaceutska, kozmeticka itd.) (Generali¢c Mekini¢ 1 sur., 2019). Ukupni sadrzaj fenola 1
antioksidativna aktivnost ekstrakata morskih algi uvelike ovise o metodi ekstrakcije. Opéenito,
70 %-tni aceton je ucinkovitiji za ekstrakciju polifenola od vode, a florotanini se uglavnom

ekstrahiraju koriStenjem etanola ili metanola kao ekstrakcijskog otapala (Kadam 1 sur., 2013).

2.1.4. Antioksidacijska aktivnost bioloski aktivnih spojeva

Prema mehanizmu djelovanja, antioksidansi se mogu podijeliti na primarne i
sekundarne antioksidanse. Primarni antioksidansi su oni koji prekidaju lan¢anu reakciju
oksidacije doniranjem vodika i stvaranjem stabilnijih radikala. Nasuprot tome, sekundarni
antioksidansi su oni koji odgadaju oksidaciju putem drugih mehanizama, kao Sto su kelacija
metala, regeneracija primarnih antioksidansa, razgradnja hidroperoksida i eliminacija kisika
(Munteanu i Apetrei, 2021; Ambrogi i sur., 2017). Najpoznatiji antioksidansi su flavonoidi,
katehini, karotenoidi, p-karoten, likopen, diterpeni 1 njihovi derivati. Ucinkovitost
antioksidativnih spojeva ovisi o nekoliko ¢imbenika, od kojih su najvazniji strukturna svojstva,
temperatura, podloznost supstrata oksidaciji, koncentracija, prisutnost sinergijskih i
prooksidativnih spojeva. Vaznu ulogu u zastitnom djelovanju antioksidansa takoder ima i
kinetika reakcije, Sto ukljucuje brzinu reakcije izmedu antioksidansa i specificnog oksidansa,
termodinamiku reakcije i sposobnost antioksidansa da reagira (Munteanu i Apetrei, 2021,
Shahidi i Zhong 2015).

Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti dijele se na SET (engl. Single Electron
Transfer) i HAT (engl. Hydrogen Atom Transfer) metode. U SET metode ubrajamo DPPH
(engl.  2,2-di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl), TEAC (engl. Trolox-Equivalent
Antioxidant Capacity), FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power), CUPRAC (engl.
Cupric Reducing Antioxidant Capacity) metodu kao i metodu odredivanja ukupnih fenola
pomocu Folin-Ciocalteu reagensa. Navedene metode su spektrofotometrijske i temelje se na
promjeni boje uslijed doniranja elektrona slobodnim radikalima od strane antioksidanasa. U
HAT metode ubrajamo TRAP (engl. Total Peroxyl Radical-Trapping Antioxidant Parameter),
ORAC (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity), TOSC (engl. Total Oxyradical
Scavenging Capacity) metode koje mjere sposobnost antioksidansa da doniraju proton
slobodnom radikalu (Apak i sur., 2013). DPPH metoda je zbog brzine i jednostavnosti, Siroko
koristena metoda za mjerenje sposobnosti spojeva da djeluju kao hvataci slobodnih radikala ili

donori vodika, te za procjenu antioksidativne aktivnosti hrane. Ova metoda se Kkoristi za
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ispitivanje hidrofilnih i lipofilnih antioksidansa (Kedare i Singh, 2011). Smede alge imaju

relativno visoke razine antioksidansa u usporedbi sa zelenim i crvenim algama.

2.2. METODE EKSTRAKCIJE

Ekstrakcija spojeva iz biljaka moze se provesti konvencionalnim ili naprednim metodama
(Ciko$ 1 sur., 2018). Postoje¢e konvencionalne tehnike koje se koriste za ekstrakciju
bioaktivnih spojeva ukljucuju Soxhlet aparaturu, hidrodestilaciju 1 maceraciju alkoholom.
Odabir odgovaraju¢e metode varira ovisno o prirodi spoja koji se odreduje kako bi se dobio
maksimalni prinos i najveca Cisto¢a. Konvencionalne metode mogu zahtijevati dugo vrijeme
ekstrakcije $to ovisi o brzini difuzije otapala i potrebna su organska otapala koja su Stetna za
okoli$. Bioaktivni spojevi osjetljivi su na tehnike ekstrakcije temeljene na uporabi topline ili
otapala (Kadam i sur., 2013). Za osjetljive bioaktivne spojeve, npr. fukoksantin, bioaktivnost
se smanjuje procesom zagrijavanja, Sto dovodi do niskog prinosa ekstrakcije. Ove aktivne
molekule mogu biti promijenjene i pod utjecajem pH, temperature i uvjeta tlaka (Cikos i sur.,
2018; Kadam i sur., 2013). Napredne metode ekstrakcije koje se koriste su ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima (MAE), ekstrakcija potpomognuta enzimima (EAE), ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom (UAE), ekstrakcija superkriticnim fluidima (SFE) i ekstrakcija
otapalima pod povisenim tlakom (PLE) (Kadam i sur., 2013). Prednost naprednih metoda
ekstrakcije (zelene metode) u odnosu na konvencionalne metode je smanjena potrosnja
ekstrakcijskog otapala, krace vrijeme ekstrakcije i performanse na nizim temperaturama, bolju
selektivnost za izolaciju Zeljenih spojeva te izbjegavanje stvaranja nusproizvoda i nezeljene

reakcije tijekom ekstrakcije (Cikos i sur., 2018).

2.2.1. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (engl. Microwave-assisted extraction, MAE)
je jednostavna i ekonomicna ekoloski prihvatljiva tehnika za ekstrakciju bioloski aktivnih
spojeva iz razli¢itih materijala (Kothari i1 sur., 2012). Mikrovalovi su neionizirajuce
elektromagnetsko zracenje frekvencije od 300 MHz do 300 GHz. Upotreba mikrovalova za
ekstrakciju razli¢itih spojeva prvi put je objavljena 1986. godine. MAE prenosi energiju na
otopinu, koja se zagrijava dvostrukim mehanizmima dipolne rotacije i ionske kondukcije
(Kapoore i sur., 2018; Kadam i sur., 2013). Rotacija dipola je promjena mjesta dipolnih
molekula koja prati brze promjene elektricnog polja. Ionska kondukcija je elektroforetska
migracija iona pod utjecajem promjenjivog elektri€nog polja, pri ¢emu otopina stvara otpor §to

rezultira trenjem koje zagrijava otopinu (Veggi i sur., 2013). Frekvencija zra¢enja odgovara
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rotacijskom gibanju molekula, u kondenziranoj tvari, apsorpcija energije odmah uzrokuje
preraspodjelu energije izmedu molekula i homogenog zagrijavanja medija. MAE uzrokuje
pucanje vodikovih veza 1 migraciju otpuStenih iona, §to rezultira povecanim prodiranjem
otapala u matriks, ¢ime se olakSava ekstrakcija ciljanih spojeva. Zbog znacajnog pritiska koji
se razvija unutar matriksa, dolazi do povecanja poroznosti bioloske matrice §to rezultira ve¢im
prodiranjem otapala u matriks. Postoje dvije glavne vrste MAE sustava, a to su zatvoreni sustav
I otvoreni sustav. Zatvoreni sustav koristi se za ekstrakciju ciljnih spojeva u uvjetima visih
temperatura i tlaka, dok se otvoreni sustavi koriste za ekstrakcije koje se provode u uvjetima
atmosferskog tlaka (Kapoore i sur., 2018; Kadam i sur., 2013). Prednosti MAE, nad
konvencionalnim metodama, uklju¢uju poboljsanu brzinu ekstrakcije, manju upotrebu otapala
1 poboljsani prinos ekstrakcije. Nedostatak MAE je $to nije prikladna za ekstrakciju bioaktivnih
spojeva osjetljivih na toplinu (Kadam i sur., 2013). Uc¢inkovitost MAE ovisi o parametrima
ekstrakcije koji utjeCu na mehanizam procesa ekstrakcije i dobiveni prinos. Prije provodenja
ekstrakcije, paznju treba posvetiti pravilnom odabiru otapala, temperaturi procesa, snazi
mikrovalova, vremenu trajanja procesa i drugim potencijalno vaznim utjecajnim parametrima

procesa te njihovom medusobnom odnosu (Veggi i sur., 2013).

2.2.1.1. Utjecaj otapala

Najvazniji ¢imbenik koji utjece na proces MAE je odabir otapala. Otapala koriStena za
ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima imaju visoku dielektricnu konstantu i sposobnost da
apsorbiraju mikrovalnu energiju (Kothari i sur., 2012). Odabrano otapalo treba imati visoku
selektivnost prema tvarima koje Zzelimo ekstrahirati i mora biti sposobno apsorbirati
mikrovalnu energiju i pretvoriti je u toplinu (Veggi i sur., 2013). Kod MAE se mogu Koristiti i

polarna i nepolarna otapala, ali najcesc¢e koriStena otapala su etanol, metanol i voda.

2.2.1.2. Utjecaj vremena

Vrijeme ekstrakcije u MAE je vrlo kratko u usporedbi s konvencionalnim metodama i
obi¢no varira od nekoliko minuta do pola sata, ¢cime se izbjegava moguca toplinska degradacija
i oksidacija spojeva, §to je od posebne vaznosti za spojeve osjetljive na temperaturu (Veggi
sur., 2013).

2.2.1.3. Utjecaj temperature

Na visokim temperaturama, snaga otapala se povecava zbog pada viskoznosti i
povrsinske napetosti, pri ¢emu se pove¢ava mo¢ prodiranja otapala u matriks, §to olakSava
otapalu da otopi otopljene tvari i prodre u matricu. Kada se MAE izvodi u zatvorenim

sustavima, temperatura moze porasti i iznad temperature vreliSta otapala, $to dovodi do bolje
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ucinkovitosti. U¢inkovitost raste s porastom temperature sve dok se ne postigne optimalna
temperatura, a zatim pocinje opadati s daljnjim porastom temperature, zbog termicke
stabilnosti spojeva pri razli¢itim temperaturama (Kapoore i sur., 2018; Kadam i sur., 2013;
Veggi sur., 2013).

2.2.1.4. Utjecaj snage mikrovalova

Povecanje snage mikrovalova poboljSava prinos ekstrakcije i rezultira kra¢im
vremenom ekstrakcije. S druge strane, visoka snaga mikrovalova moze uzrokovati slab u¢inak
ekstrakcije zbog degradacije termicki osjetljivih spojeva. Takoder, brzo pucanje stani¢ne
stijenke odvija se na viSoj temperaturi kada se koristi veca snaga, a kao rezultat toga necistoce

se takoder mogu isprati u otapalo zajedno sa Zeljenom otopljenom tvari (Veggi sur., 2013).

2.3. ODREPIVANJE BIOLOSKI AKTIVNIH SPOJEVA PRIMJENOM
SPEKTROFOTOMETRIJSKIH | KROMATOGRAFSKIH METODA

Bioloski aktivni spojevi mogu se analizirati primjenom spektrofotometrijskih 1
kromatografskih metoda. U usporedbi s kromatografskim, spektrofotometrijske metode su
jednostavne, prakti¢ne i ekonomski prihvatljive, zbog ¢ega su Siroko primijenjene u kontrolnim

laboratorijima. (Shortle i sur., 2014).

2.3.1. Spektrofotometrijske metode

Spektrofotometrija je grana analitiCke kemije koja se bavi dobivanjem informacija o
kemijskom sastavu i strukturi tvari na temelju separacije, detekcije i mjerenja energetskih
promjena Sto se dogadaju u jezgrama atoma, elektronskom omotacu atoma ili u molekulama
kao rezultat njihove interakcije s elektromagnetskim zracenjem ili sa ¢esticama (Horvat, 2015).
Primjenom spektrofotometrijskih metoda odreduju se pigmenti klorofili 1 karotenoidi,
antocijani, flavonoidi, hidroksicimetne kiseline i dr. Klorofili apsorbiraju svjetlost valnih
duljina od 430 do 662 nm, a karotenoidi od 400 do 500 nm (plavi dio spektra) (Pietrzykowska,
2015). Svi flavonoidi pokazuju visoku apsorpciju u rasponu od 250 do 270 nm (UV podrucje),
a posebno antocijanini imaju intenzivnu apsorpciju u rasponu od 520 do 560 nm (vidljivo
podrucje) (Delgado-Vargas i sur., 2000). Glavne prednosti primjene spektrofotometrije su
ocuvanost uzoraka i mjerenje pri niskim koncentracijama analita zbog Cega je ova metoda
odabrana za odredivanje pigmenata i ukupnih fenola u uzorcima smede alge Halopteris
scoparia.
2.3.2. Kromatografske metode

Kromatografske metode koriste se u kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi te u

preparativne svrhe. Temelje se na razdvajanju smjesa, pri ¢emu se sastojci smjesa razdjeljuju
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izmedu dviju faza, nepokretna (stacionarna) i pokretna (mobilna) faza. Osnovni princip
kromatografskog odvajanja je razli¢it afinitet analita za stacionarnu i mobilnu fazu. Mobilna
faza, koja moze biti tekucina ili plin, prenosi sastojke kroz stacionarnu fazu koji se ovisno o
svojim svojstvima raspodjele na stacionarnoj fazi (Luterotti, 2009). Zbog ovih razlika neke
komponente smjese ostaju dulje u stacionarnoj fazi, te se u kromatografskom sustavu krec¢u
sporo, dok druge brzo prelaze u mobilnu fazu i brze napustaju sustav (Coskun, 2016). Rezultat
kromatografskih metoda je kromatogram, zapis analitickog signala u funkciji vremena ili
volumena eluata (Luterotti, 2009). Na kromatogramu su vidljivi tzv. pikovi, a povrsina ili
visina dobivenog pika proporcionalna je koncentraciji odredenog spoja. Retencijsko vrijeme
(tR) je vrijeme od trenutka injektiranja uzorka do pojave pika na kromatogramu i jedna je od
najvaznijih kromatografskih znacajki za identifikaciju. Usporedbom retencijskog vremena
standarda i analita identificira se ispitivani spoj (Etxebarria i sur., 2009). U kvalitativnoj
kemijskoj analizi najceS¢e su primijenjene tankoslojna, papirna, kolonska adsorpcijska i

plinska kromatografija (Luterotti, 2009).

2.3.2.1. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) je specifi¢an oblik kolonske
kromatografije koji se opéenito koristi u biokemiji i analizi za odvajanje, identifikaciju i
kvantificiranje aktivnih spojeva (Malviya i sur., 2010), a danas u 75 % slucajeva se koristi kao
kromatografija obrnutih faza. (Luterotti, 2009). Uzorak koji se analizira uvodi se kroz injektor
na kolonu te ovisno o prirodi analita i specifi¢cnim kemijskim ili fizikalnim interakcijama
analita sa stacionarnom fazom prolazi kroz mobilnu fazu (Malviya i sur., 2010; Luterotti,
2009). Vrijeme u kojem odredeni analit eluira (izlazi s kraja kolone) naziva se retencijskim
vremenom. lIzbor otapala, aditiva i gradijenta ovisi o prirodi stacionarne faze i analita, a
uobicajena otapala su kombinacije vode ili organskih otapala (metanol i acetonitril) (Malviya
i sur., 2010).

Detektori mogu pratiti znacajke pokretne faze ili otopljene tvari, a kao detektori vazni
su spektroskopski detektori, detektori fluorescencije, detektori indeksa loma i elektrokemijski
detektori (Luterotti, 2009). HPLC koristi se za odjeljivanja i odredivanja polarnih i nepolarnih
spojeva u farmaceutskoj, biokemijskoj, forenzic¢koj, klinickoj i industrijskoj praksi.
Pojedinacni karotenoidi i klorofili mogu biti kvantificirani u algama pomo¢u HPLC metode, a
prema istrazivanju Menaa i suradnika (2021) u algama su identificirani trans-zeaksantin, trans-

lutein, trans-f-karoten, trans-a-karoten, klorofil- a, klorofil-B, feofitin-a i hidroksiklorofil-a..
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorak

Za provedbu ovog istrazivanja uzorkovana je smeda alga Halopteris scoparia
(Linnaeus) Sauvageau (1904) u obalnom podrué¢ju Zadra, Punta Bajlo, u periodu studeni 2021.
godine, na dubini 1 m, (44 05 50 N; 14 14 43 E). Uzorci alge su isprani vise puta destiliranom
vodom da bi se uklonila sol i ostaci ne€istoca i zatim su zamrznuti na -60 °C te liofilizirani
(CoolSave 55-9 PRO, Labogene, Denmark). Liofilizirani uzorci su samljeveni u prah i ¢uvani

na -20 °C do daljnje upotrebe.

3.2. METODE RADA

3.2.1. Ekstrakcija bioaktivnih spojeva smede alge Halopteris scoparia primjenom ekstrakcije

mikrovalovima

Ekstrakcija fenolnih spojeva, klorofila a i b te ukupnih karotenoida iz smede alge
Halopteris scoparia provedena je primjenom ekstrakcije potpomognute mikrovalovima
(MAE) u mikrovalnom reaktoru Ethos Easy (Milestone) uz upotrebu 96 %-tnog etanola kao

ekstrakcijskog otapala.

Kako bi se odredili optimalni uvjeti ekstrakcije s najviSim prinosom, tijekom
provodenja eksperimenta varirani su parametri: temperatura (10, 25 1 40 °C), vrijeme (5, 15 1

25 min) i snaga (150, 300 i 450 W).

Aparatura i pribor:

e tehnicka vaga (tocnost + 0,01 g) (Kern & Sohn, Njemacka)

e analiticka vaga (to¢nost £ 0,0001 g) (Sartorius AG, Njemacka)
e mikrovalni reaktor, Ethos Easy (Milestone, Italija)

¢ mlinac (AR1105 Moulinex)

e Erlenmeyerove tikvice (100 mL, 200 mL, 500 mL)

e laboratorijske ¢ase (25 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL)

e odmjerne tikvice (50 mL, 100 mL, 250 mL, 1000 mL)

e menzure (50 mL, 100 mL)

e staklene epruvete
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e plasticne epruvete

e stakleni lijevak

o filter papir

e mikropipete (100 uL, 1000 pL i 5000 pL)
e pipete (1 mL, 2 mL,5mL, 10 mL i 25 mL)
e magnetni Stapi¢

e plasticne Zlice

e metalne zlice

e plasti¢na posuda za vaganje

Kemikalije:

e 96 %-tni etalnol (Lach:ner, Ceska)

e destilirana voda

Postupak odredivanja:

Uzorak se priprema tako da se u ¢eliju ekstraktora odvaze priblizno 1 gram osusenog i
usitnjenog uzorka i doda 20 mL 96 %-tnog etanola kao otapala. U ¢eliju se ubaci magnetni
mjesac i zatvori se te se postavi na postolje mikrovalnog reaktora. Na mikrovalnom ekstraktoru,
postave se parametri temperature, snage i vremena ekstrakcije prema planu eksperimenta
prikazanom u tablici 2. Vrijeme potrebno za zagrijavanje na zeljenu temperaturu postavi se na

5 minuta, a vrijeme ventilacije i hladenja nakon ekstrakcije na 1 minutu.

Nakon zavrSene ekstrakcije, ekstrakt se filtrira kroz filter papir pomocu staklenog
lijevka u Erlenmeyerovu tikvicu od 25 mL u koju se zatim dodaje 96 %-tni etanol do oznake.
Pripremljeni uzorci prebace se u plasti¢ne epruvete i dobro zatvore. Ekstrakti se skladiste u

hladnjaku pri temperaturi +4 °C do trenutka provodenja spektrofotometrijskih analiza.
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Tablica 2. Uvjeti provodenja ekstrakcije potpomognute mikrovalovima

1 150
2 5 300
3 450
4 150
5 10 15 300
6 450
7 150
8 25 300
9 450
10 150
11 5 300
12 450
13 150
14 25 15 300
15 450
16 150
17 25 300
18 450
19 150
20 5 300
21 450
22 150
23 40 15 300
24 450
25 150
26 25 300
27 450



3.2.2. Spektrofotometrijsko odredivanje masenog udjela pigmenata

Odredivanje masenog udjela pigmenata provodi se u etanolnom ekstraktu uzorka
primjenom spektrofotometrijske metode opisane u radu Lichtenthaler i Buschmann, (2001).
Odredivanje biljnih pigmenata odnosno ukupnih klorofila a i klorofila b te ukupnih karotenoida
bazira se na principu da svaki fotosintetski pigment ima svoj jedinstveni apsorpcijski spektar s
apsorpcijskim maksimumima pri odredenim valnim duljinama. Mjerenje intenziteta obojenja
provelo se pri valnim duljinama od 649 nm 1 664 nm (za klorofile) te 470 nm (za karotenoide)
(Lichtenthaler i Buschmann, 2001).

Aparatura i pribor:

e spektrofotometar (UviLine 9 400, Secomam, Francuska)

e staklene kivete

e tehnicka vaga (toCnosti £0,01g) (Kern & Sohn, Njemacka)

e analiticka vaga (tocnost £ 0,0001 g) (Sartorius AG, Njemacka)
e pipete, volumena 1l mL,2mL,5mL, 10 mL i 25 mL

e odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 1L

e menzura, volumena 100 mL i 1L

e staklene epruvete

Kemikalije:
e 96 %-tni etalnol (Lach:ner, Ceska)
e destilirana voda

Postupak odredivanja:

U staklenu kivetu otpipetira se 150 uL uzorka i 3000 pL etanola. Nakon toga se mjeri
apsorbancija pri valnim duljinama od 649 nm i 664 nm (za klorofile) te 470 nm (za
karotenoide). Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, no umjesto ekstrakta uzima se isti
volumen ekstrakcijskog otapala. Svi uzorci su analizirani u paraleli (Lichtenthaler i
Buschmann, 2001).
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Na osnovu dobivenih rezultata apsorbancije (A), odredene su koncentracije klorofila a
(Ch-a), klorofila b (Ch-b) i karotenoida (Cx+c) prema sljede¢im jednadzbama (Sumanta i sur.,
2014):

Ch-a = 13,36 Aces - 5,19 Assg [1]
Ch-b = 27,43 Assg — 8,12 Agss [2]
Cx + ¢ = (1000 As70 — 2,13 Ch-a — 97,63 Ch-b)/209 [3]

Dobivene vrijednosti koncentracija izrazavaju se u pg/mL te su preracunate u maseni

udio koji je izraZen u mg na g suhe tvari (mg g s.tv.).

3.2.3. Odredivanje ukupnih fenola Folin-Cioclateauovom metodom

Odredivanje ukupnih fenola provodi se u etanolnom ekstraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu

reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 765 nm (Shortle i sur., 2014).

Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosforwolframove i fosfomolbidenske kiseline, a pri
oksidaciji fenolnih tvari u blago alkalnim uvjetima ove kiseline se reduciraju u wolframov

oksid i molbidenov oksid koji su plavo obojeni (Shortle i sur., 2014).
Na,WO4/Na;MoO4 + Fenol — (fenol-MoW11040)* [4]

Mo(VI) (Zuto obojen) + e — Mo (V) (plavo obojen) [5]

Redukcija ovih kiselina odnosno tvorba relativno stabilnog plavo obojenog kompleksa
bit ¢e intenzivnija Sto je prisutan veci broj hidroksilnih skupina ili oksidiraju¢ih grupa u

fenolnim spojevima. Nastali intenzitet obojenja mjeri se pri valnoj duljini od 765 nm.

Aparatura i pribor:

o spektrofotometar (UviLine 9 400, Secomam, Francuska)

e vodena kupelj, Rotavapor

o staklene kivete

e tehnicka vaga (tocnost £ 0,01 g) (Kern & Sohn, Njemacka)

e analiticka vaga (to¢nost + 0,0001 g) (Sartorius AG, Njemacka)
e pipete, volumenal mL,2mL,5mL, 10 mL i 25 mL
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e odmjerne tikvice, volumena25mL i1 L
e menzura, volumena 100 mLi 1L
e staklene epruvete

e plasti¢na ladica za vaganje

Kemikalije:

e Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens)

e Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)
Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruce destilirane
vode, a potom ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristali¢a natrijeva
karbonata, nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 h filtrira.

e  Standard galne kiseline
Priprema: Odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu
10 mL 96 %-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL

i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni destiliranom vodom.

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 uL ekstrakta, 200 mL Folin-Ciocalteu
reagensa 1 2 mL destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasiene otopine natrijeva
karbonata. Sve skupa se promijesa, a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri T=50 °C (u
vodenoj kupelji). Nakon toga mjeri se apsorbancija (opticka gustoca otopine) pri valnoj duljini
od 765 nm. Na isti na¢in se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za

ekstrakciju.

Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline. Odvaga se otopi u 10 mL
96 %-tog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.
Od te otopine galne kiseline rade se razrijedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL tako da se
otpipetira redom 1, 2, 3, 51 10 mL alikvota standardne otopine galne kiseline u svaku tikvicu i
potom se nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne Kkiseline u tim
tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. Iz svake tikvice otpipetira se 100 pL otopine

standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje redom 200 uL Folin-Ciocalteu reagensa i 2 mL
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destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve skupa
se promijesa, a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri T=50 °C (u vodenoj kupelji). Za
slijepu probu uzima se 100 pL destilirane vode. Nakon toga mjeri se apsorbancija (opticka

gustoca otopine) pri valnoj duljini od 765 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa
Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg/L), a na
ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm (Slika 4). Koncentracija ukupnih fenola

izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 4. Prikaz ovisnosti apsorbancije pri 765 nm o koncentraciji galne kiseline (mg/L).

Na temelju dobivenih rezultata jednadzba prava glasi:
y = 0,0029x + 0,0103 R2=0.9994 [6]
gdje je:
y — apsorbancija pri 765 nm,
x — koncentracija galne kiseline (mg/L)

Maseni udjeli ukupnih fenola izrazene su u mg galne kiseline na 100 grama suhe tvari
uzorka (mg GAE 100 g* s.tv.), a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju paralelnih

odredivanja.
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3.2.4. Odredivanje pojedina¢nih klorofila i karotenoida primjenom HPLC uz UV/VIS PDA
detekciju

HPLC je najosjetljivija metoda i intenzivno se koristi za odvojenu identifikaciju Sirokog
spektra spojeva poput Klorofila, karotenoida i flavonoida (Menaa i sur., 2021). Tekuc¢inska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) uz UV-Diode Array detekciju koriStena je za
odredivanje pojedina¢nih spojeva pigmenata, klorofila i karotenoida u ispitivanom ekstraktu
dobivenom pri optimalnim uvjetima ekstrakcije potpomognute mikrovalovima zbog visoke

pouzdanosti i niske granice detekcije.
Kemikalije:

e metanol (Lach-ner, Ceska)
e etanol (Lach-ner, Ceska)
o metil tert-butil eter (Lach-ner, Ceska)

e destilirana voda
Standardi:

e [-karoten (Sigma Aldrich, USA)
e Lutein (Sigma Aldrich, USA)

o Kilorofil a (Sigma Aldrich, USA)
e Kilorofil b (Sigma Aldrich, USA)

Aparatura:

e HPLC uredaj (1260 Infinity, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)
e UV-VIS/DAD detektor (Agilent, Santa Clara, CA, SAD)

Priprema uzorka:

Prije injektiranja u HPLC uredaj, dobiveni ekstrakti profiltriraju se kroz 0,45 um filter

(Chromafil Xtra, Macherey-Nagel, Njemacka) u viale za injektiranje.
Postupak rada:

Za odredivanje pigmenata (klorofila i karotenoida) u ekstraktima smede alge koristila se

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) uz UV/VIS-Diode Array detekciju
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(HPLC-UV-VIS/DAD) prema metodi koju su opisali Castro-Puyana i sur. (2016). Za kontrolu

uredaja 1 obradu podataka koriSten je Chemstation program.

Za izvodenje metode koriSten je uredaj za tekucinsku kromatografiju Agilent 1260
Infinity sistem (Agilent Technologies, CA, SAD) koji je opremljen s DAD detektorom. Otapala

koristena kao pokretne faze, prije koristenja odzrace se 1 min u ultrazvuc¢noj vodenoj kupelji.

Odredivanje je provedeno prema sljede¢im kromatografskim uvjetima prikazanima u

tablicama 3 i 4:

Tablica 3. Uvjeti kromatografskog odredivanja karotenoida i klorofila

Pokretna faza otapalo A: smjesa metanol (MeOH):metil terc-butil
etera (MTBE):voda (90:7:3 v/v/v)

otapalo B: smjesa MeOH:MTBE (10:90 v/v)

Protok 0,8 mL/min
Detektor UV-VIS/DAD (A 450 nm, 660 nm)
DAD detektor: 240 - 770 nm
Injektirani volumen: 10 uL
Eluiranje: gradijentno — gradijent prikazan u tablici 4

Tablica 4. Gradijent za HPLC-UV/PDA analizu klorofila i karotenoida (Castro-Puyana i sur.,

2016)
t(min) Otapalo A (%) OtapaloB (%) Protok (mL min)
0 100 0 08
20 70 30 08
35 50 50 08
45 20 80 08
50 0 100 08
52 100 0 08

Identifikacija klorofila (klorofil a i klorofil b) i ukupnih karotenoida (lutein, 3-karoten,

zeaksantin, likopen i fukoksantin) provedena je usporedbom vremena zadrzavanja razdvojenih

25



spojeva (tR) s vremenom zadrZavanja standarda te usporedbom karakteristicnih UV/VIS

spektara. Odredivanje karakteristicnih UV/VIS spektara provedeno je skeniranjem spektra u

podrucju valnih duljina od 240 do 770 nm. Identifikacija karotenoida provedena je pri 450 nm,

a klorofila pri 660 nm.

3.2.5. Odredivanje antioksidativne aktivnosti DPPH metodom

Antioksidacijske aktivnost ekstrakta moze se odrediti u reakciji sa slobodnim radikalom

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Brand-Williams i sur., 1995). Metoda se temelji na

redukciji stabilnog DPPH u prisustvu antioksidansa pri ¢emu dolazi do promjene ljubicaste

boje u Zutu, a apsorbancija se mjeri pri 517 nm.

Aparatura i pribor:

tehnic¢ka vaga (to¢nosti £0,01g) (Kern & Sohn, Njemacka)
analiticka vaga (tocnost + 0,0001 g) (Sartorius AG, Njemacka)
spektrofotometar (UviLine 9 400, Secomam, Francuska)
Erlenmeyerove tikvice (100 mL, 200 mL, 500 mL)
laboratorijske ¢ase (25 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL)

staklene epruvete

staklene kivete

mikropipete (100 uL, 1000 puL 1 5000 pL)

pipete (L mL, 2 mL, 5mL, 10 mL i 25 mL)

Kemikalije:

destilirana voda

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DDPH) (Sigma Aldrich, USA)

metanol (Lach:ner, Ceska)

Trolox (6—hidroksi—2,5,7,8—tetrametilkroman—2—uglji¢na kiselina) (Sigma Aldrich,
USA)

Postupak odredivanja:

Prije pocetka odredivanja antioksidacijske aktivnosti potrebno je pripremiti 0,5 mM

otopinu DPPH na nacin da se 0,02 grama DPPH otopi u metanolu u odmjernoj tikvici od 100
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ml, a zatim nadopuni metanolom do oznake. U staklenu epruvetu se otpipetira 1 mL ekstrakta,
1 mL metanola, 0,5 mL 0,5 mM otopine DPPH te se ostave stajati 20 minuta pri sobnoj
temperaturi u mraku. Nakon 20 minuta mjeri se apsorbancija pri 517 nm. Slijepa proba se

priprema na isti nacin, ali umjesto 1 mL ekstrakta, dodaje se 1 mL metanola (Prior i sur., 2005).

Izrada bazdarnog pravca:

BaZzdarni pravac nacrta se pomocu programa Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi
nanesene poznate koncentracije 0, 25, 50, 100, 200 i 300 uM razrijedene otopine Troloxa, a na
ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 517 nm. Antioksidacijska aktivnost se izracuna

prema dobivenoj jednadzbi pravca (Slika 5).
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Slika 5. Prikaz ovisnosti apsorbancije pri 517 nm o koncentraciji Troloxa (uM)
Na temelju dobivenih rezultata, jednadZba pravca glasi:
y =-0,0014 x X + 1,0164 R2=1 [7]
Gdje je:
y — apsorbancija uzorka pri 517 nm

X —ekvivalent Troloxa (uM)
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Antioksidacijska aktivnost izrazena je u mikromol Troloxa na 100 g suhe tvari uzorka
(umol Troloxa 100 gs.t.), a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju paralelnih

odredivanja.

3.2.6. Statisti¢ka obrada rezultata

Za eksperimentalni dizajn pokusa i statisticku analizu podataka koristen je programski

sustav Statistica 8.0. Eksperimenti su dizajnirani kao puni faktorijalni dizajn na tri razine.

S ciljem optimiranja parametara ekstrakcije potpomognute mikrovalovima za odredivanje
bioloSkog potencijala smede alge Halopteris scoparia ispitan je utjecaj temperature ekstrakcije
(10, 25 40 °C), vremena ekstrakcije (5, 15 i 25 min) i snage mikrovalova (150, 300 i 450 W)
na udio klorofila a, klorofila b, ukupnih karotenoida i ukupnih fenola. Kontinuirane varijable
analizirane su multifaktorskom analizom varijance (ANOVA). Razine znacajnosti za sva
ispitivanja je bila na razini p < 0,05 (95 %-tni interval pouzdanosti), a srednje vrijednosti

rezultata usporedene su s Tukey HSD testom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. BIOAKTIVNI SPOJEVI SMEDE ALGE Halopteris scoparia

U ovom radu provedena je ekstrakcija biljnih pigmenata klorofila i karotenoida te
fenolnih spojeva iz smede alge Halopteris scoparia primjenom ekstrakcije potpomognute

mikrovalovima (MAE).

Za MAE kao ckstrakcijsko otapalo koristen je 96 %-tni etanol. S ciljem optimiranja
uvjeta ekstrakcije, radi dobivanja najveéeg prinosa pigmenata i fenolnih spojeva, varirani su
slijede¢i parametri ekstrakcije: temperatura (10, 25 i 40 °C), vrijeme ekstrakcije (5, 15 i 25
min) i snaga mikrovalova (150, 300 i 450 W). Nakon tretiranja uzoraka mikrovalovima, u
dobivenim ekstraktima provedeno je spektrofotometrijsko odredivanje klorofila a 1 b, ukupnih
karotenoida te ukupnih fenola. U ekstraktima dobivenim pri optimalnim uvjetima je provedeno
kromatografsko odredivanje pojedinacnih klorofila i karotenoida primjenom HPLC-UV-

VIS/DAD metode i antioksidacijska aktivnost primjenom DPPH metode.

Svi dobiveni rezultati obradeni su u MS Excel programu te prikazani tablicno kao
srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja + standardna devijacija. Nadalje, provedena je
statistiCka obrada u programskom sustavu Statistica 8.0, a rezultati statistiCke analize prikazani

su kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
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4.1.1. Utjecaj parametara ekstrakcije potpomognute mikrovalovima na maseni udio

pigmenata smede alge Halopteris scoparia

Tablica 5. prikazuje rezultate spektrofotometrijskog odredivanja masenih udjela

klorofila a, klorofila b te ukupnih karotenoida izoliranih iz smede alge Halopteris scoparia

primjenom MAE.

Tablica 5. Maseni udjeli klorofila a, klorofila b te ukupnih karotenoida (mg 100 g™* suhe tvari

uzorka) izoliranih iz smede alge Halopteris scoparia primjenom MAE
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10

25

40

15

25

15

25

15

25

150
300
450
150
300
450
150
300
450
150
300
450
150
300
450
150
300
450
150
300
450
150
300
450
150
300
450

13,04 + 0,05
13,12 + 0,03
14,05 + 0,06
16,07 + 0,10
18,24 + 0,33
15,36 £ 0,20
17,45 + 0,07
17,62 + 0,03
17,80 + 0,14
15,97 £ 0,10
14,65+ 1,77
15,94 + 0,08
16,06 + 0,08
16,80 + 0,00
17,02 + 0,26
18,59 + 0,27
19,14 + 0,48
17,26 + 0,63
15,23 £ 0,05
14,35+ 0,21
13,75+ 0,21
20,01 + 0,15
15,71 £ 0,27
16,17 £ 0,33
17,07 + 0,04
17,21 +£0,42
17,79+ 0,01

Rezultati su izrazeni kao prosjecna vrijednost + standardna devijacija.

7,22 +0,17
6,83 +1,23
7,70 +0,28
7,59 +0,12
8,66 + 0,37
8,72+ 0,26
9,21+0,15
9,73+0,11
10,83 + 0,24
8,61+ 0,30
8,27 +0,89
8,73+0,25
8,90 + 0,01
9,02 +£ 0,02
9,42+0,11
10,16 + 0,08
10,06 + 0,06
10,18 + 0,45
8,00 +£0,71
7,52+0,25
7,69 +0,30
9,84 +0,91
9,40+1,14
9,94 +£1,22
8,72+0,12
9,76 + 0,06
10,34 + 0,37

3,90+ 0,00
4,56 + 0,22
4,67 +0,18
5,50 + 0,00
6,41+0,12
6,90 + 0,00
4,49 +0,13
5,29+0,13
5,45 + 0,64
4,73 +£0,04
4,35+ 0,63
4,95 + 0,08
4,63 +0,18
5,01+£0,01
5,10 £ 0,00
5,57 +0,10
6,20 + 0,01
6,40 + 0,14
4,45 +0,07
4,54 + 0,09
4,52 + 0,54
6,03 + 0,32
4,77 £ 0,05
4,96 + 0,20
5,58 + 0,02
5,74 +0,23
5,84 + 0,08
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Udjeli ukupnih klorofila a nakon provedene MAE odredeni su u rasponu od 13,04 +
0,05 do 20,01 + 0,15 mg 100 g s.tv., udjeli klorofila b u rasponu od 6,83 + 1,23 do 10,83 +
0,24 mg 100 g* s.tv., a udjeli ukupnih karotenoida u rasponu od 3,90 + 0,00 do 6,90 + 0,00 mg
100 g s.tv. Moze se uociti kako su udjeli klorofila a izolirani iz smede alge Halopteris

scoparia znatno veci od udjela klorofila b i ukupnih karotenoida.

Najveci udio klorofila a odreden je u uzorku 22 koji se ekstrahirao pri temperaturi 40
°C, vremenu 15 min i snazi mikrovalova 150 W, a klorofila b u uzorku 9 koji se ekstrahirao pri
temperaturi 10 °C, vremenu 25 min i snazi mikrovalova 450 W. Najmanji udio Klorofila a
odreden je u uzorku 1 koji se ekstrahirao pri temperaturi 10 °C, vremenu 5 min i1 snazi
mikrovalova od 150 W, a klorofila b u uzorku 2 pri istim uvjetima temperature i vremena
ekstrakcije, ali pri nesto vecoj snazi mikrovalova od 300 W. Osim klorofila a, u uzorku 1
takoder je odreden i najmanji udio ukupnih karotenoida dok je najve¢i udio ukupnih
karotenoida odreden u uzorku 6 koji se ekstrahirao pri temperaturi 10 °C, vremenu 15 min i
snazi mikrovalova od 450 W. Opcenito mozemo re¢i da su vece varijacije bile u udjelima
klorofila a kako su se uvjeti ekstrakcije mijenjali dok su udjeli klorofila b i karotenoida

uglavnom rasli pove¢anjem vremena ekstrakcije i snage mikrovalova.

Garcia-Perez i sur. (2022) su u devet razli¢itih vrsta smedih algi (Ascophyllum
nodosum, Bifurcaria bifurcata, Fucus spiralis, Himanthalia elongata, Laminaria ochroleuca,
Laminaria saccharina, Pelvetia canaliculata, Sargassum muticum i Undaria pinnatifida)
odredili ukupne klorofile u rasponu od 14,63 do 38,84 pg g * koriste¢i etanol kao ekstrakcijsko

otapalo §to je znacajno niZe nego u naSem istrazivanju.

U istrazivanju koje su proveli Fabrowska i sur. (2017) koristile su se razlicite tehnike
ekstrakcije (Soxhlet, UAE, SFE, MAE) za izolaciju klorofila iz tri vrste slatkovodnih algi
(Cladophora glomerata, Cladophora rivularis i Ulva flexuosa). Najvec¢i udjeli klorofila a (16,9
+ 0,9 pg mL™Y) te ukupnih karotenoida (3,0 £ 0,2 ug mL ™) odredeni su u ekstraktima
Cladophora glomerata, a najveéi udjeli klorofila b (18,7 + 0,9 pg mL ™) odredeni su u
ekstraktima Ulva flexuosa dobivenim pomoc¢u MAE pri temperaturi od 40 °C, vremenu 60 min
1 snazi 800 W u odnosu na ostale ekstrakcijske metode (Soxhlet, UAE i SFE). U nasem
istrazivanju maseni udio klorofila a 1 b je nizi u usporedbi sa rezultatima navedenog
istrazivanja, a najve¢i udio klorofila odreden je pri istoj ekstrakcijskoj temperaturi od 40 °C,

ali kraCem vremenu ekstrakcije od 15 min i nizoj snazi mikrovalova od 150 W. Razlog tomu
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moze biti manja termicka stabilnost pigmenata u smedoj algi Halopteris scoparia za razliku od

algi Cladophora glomerata, Cladophora rivularis i Ulva flexuosa.

Michalak i sur. (2015) izolirali su klorofile iz biljke Lepidium sativum primjenom MAE
pri razli¢itim temperaturama (25, 40, 60 °C), snazi mikrovalova od 1000 W i vremenu
ekstrakcije od 30 min te promatrali kakav je prinos klorofila ovisno o temperaturi. Najvec¢i udio
ukupnih klorofila odreden je u ekstraktima dobivenim pri najvisoj temperaturi ekstrakcije od
60 °C i iznosio je 34,2 mg L™ sto je vise nego u nasim uzorcima. Smatra se da u baltickim
algama visoki udio Mg i Fe mozZe utjecati na sintezu klorofila te je utvrdena korelacija izmedu
sadrzaja mikro- i makro- elemenata i udjela klorofila. Okoli$ni uvjeti zna¢ajno utjeCu na sastav

i udjele fotosintetskih pigmenata u algama (Safari i sur., 2015).

Rezultati statistiC¢ke analize utjecaja parametara MAE na masene udjele klorofila a,

klorofila b i ukupnih karotenoida smede alge Halopteris scoparia prikazani su u tablici 6.

Tablica 6. Rezultati statistiCke analize utjecaja parametara MAE na maseni udio klorofila a,

klorofila b i ukupnih karotenoida smede alge Halopteris scoparia

Temperatura (°C) p=0,2768 p=0,11245 p=0,9483

10 18  15,86+0,42a  8,50+0,26a 5,24+0,18a

25 18  16,82+0,42a  9,26+0,26a 5,21+0,18a

40 18  16,37+0,42a 9,02+0,26a 5,16+0,18a
Vrijeme (min) p=0,0000 p=0,0000 p=0,0000

5 18  14,46+0,27a 7,84+0,18a 4,52+0,14a

15 18  16,82+0,27b  9,05£0,18b 5,48+0,14b

25 18  17,77+0,27c 9,89+0,18c 5,62+0,14c
Snaga (W) p=0,7263 p=0,2473 p=0,2333

150 18 16,610,432  8,70+0,26a 4,99+0,18a

300 18 16,310,432  8,80+0,26a 5,21+0,18a

450 18  16,12+0,43a 9,28+0,26a 5,42+0,18a

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska.

Srednje vrijednosti unutar kolone oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,05.

Statisticka analiza je pokazala da na udio klorofila a i b te ukupnih karotenoida smede
alge Halopteris scoparia znacajno utjeCe vrijeme ekstrakcije (p < 0,05) dok parametri

temperature ekstrakcije i snage mikrovalova nemaju znac¢ajan utjecaj (Tablica 6).
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Povecanjem vremena MAE povecava se udio ukupnih klorofila a i b te ukupnih
karotenoida. Najvisi prosje¢ni udio klorofilaa (17,77 mg 100 g s.tv. uzorka) i klorofila b (9,89
mg 100 g s.tv. uzorka) te ukupnih karotenoida (5,62 mg 100 g s.tv. uzorka) odreden je pri
vremenu ekstrakcije od 25 min, a najmanji udjeli klorofila a (14,46 + 0,27 mg 100 g s.tv.
uzorka) i klorofila b (7,84 + 0,18 mg 100 g s.tv. uzorka) te ukupnih karotenoida (4,52 + 0,14
mg 100 g* s.tv. uzorka) su odredeni pri najnizem vremenu ekstrakcije od 5 min. Jedna od
glavnih prednosti MAE je vrlo kratko vrijeme ekstrakcije u usporedbi s drugim metodama.
Produljeno vrijeme ekstrakcije uzrokuje bubrenje, hidrataciju i meksanje biljnog tkiva Sto
rezultira povecanjem prinosa, ali kod ekstrakcije termolabilnih spojeva duga ekstrakcija

takoder moze dovesti i do degradacije navedenih spojeva (Chan i sur., 2011).

MAE se moze provesti u viSe ciklusa kod duzeg vremena izlaganja uzorka
mikrovalovima kada se koristi ve¢i volumen otapala. U ostatak uzorka se dodaje svjeze otapalo
1 postupak se ponavlja ¢ime se dobiva veci prinos ekstrakcije, a pritom se izbjegava dugo

zagrijavanje i toplinska degradacija spojeva (Veggi i sur., 2013).

Najveéi udio klorofila a (16,82 + 0,42 mg 100 g s.tv. uzorka) i klorofila b (9,26 + 0,26
mg 100 g s.tv. uzorka) odreden je u ekstraktima dobivenim pri temperaturi od 25 °C, a njihov
udio se smanjuje daljnjim povecanjem temperature ekstrakcije na 40 °C. Efikasnost ekstrakcije
povecava se povecanjem temperature do optimalne vrijednosti nakon ¢ega se smanjuje pri
viSim temperaturama. Takoder, pri viSim temperaturama moguci su i manji prinosi ekstrakcije
zbog stvaranja meduprodukata ili moguce degradacije termicki osjetljivih spojeva (De la Calle

i Costas-Rodriguez, 2017).

Za razliku od Klorofila, najveéi prosjeéni udio karotenoida (5,24 + 0,18 mg 100 g! s.tv.
uzorka) odreden je u ekstraktima dobivenim pri najnizoj temperaturi ekstrakcije od 10 °C dok
se udio ukupnih karotenoida smanjuje daljnjim povecanjem temperature ekstrakcije na 25 °C
(5,21 + 0,18 mg 100 g* s.tv. uzorka) odnosno na 40 °C (5,16 + 0,18 mg 100 g s.tv. uzorka).
No to smanjenje nije statisticki znacajno $to znaci ukoliko se ekstrakcija provodi primjenom

vi$e temperature ne dolazi do znatnije promjene u udjelu ekstrahiranih ukupnih karotenoida.

Neka istraZivanja su pokazala da termicka stabilnost karotenoida ovisi o njihovoj

temperature od a- i B-karotena te B-kriptoksantina (Méki-Arvela i sur., 2014).
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Optimalna temperatura ekstrakcije uvjetovana je dobro odabranom snagom
mikrovalova §to rezultira boljim ucinkom ekstrakcije. Snaga mikrovalova i temperatura
medusobno su povezani jer visoka snaga mikrovalova moze podi¢i temperaturu sustava i
rezultirati pove¢anjem prinosa ekstrakcije sve dok ne po¢ne opadati. Temperaturu kontrolira
snaga mikrovalova koja kontrolira koli¢inu energije koja se daje sustavu, a koja se pretvara u

toplinsku energiju u dielektricnom materijalu (Veggi i sur., 2013).

Najveéa prosje¢na vrijednost udjela klorofila a (16,61 + 0,43 mg 100 g s.tv. uzorka)
dobivena je ekstrakcijom primjenom snage mikrovalova 150 W te se primjenom visih
vrijednosti snage mikrovalova od 300 W (16,31 + 0,43 mg 100 g s.tv. uzorka) i 450 W (16,12
+ 0,43 mg 100 g s.tv. uzorka), vrijednost udjela klorofila a postupno smanjivala. Suprotno
tome najveéa prosjecna vrijednost udjela klorofila b (9,28 + 0,26 mg 100 g? s.tv. uzorka)
odredena je u ekstraktima dobivenim pri snazi mikrovalova od 450 W, a primjenom nizih
vrijednosti snage mikrovalova od 300 W (8,80 + 0,26 mg 100 gs.tv. uzorka) i 150 W (8,70 +
0,26 mg 100 g s.tv. uzorka) udio klorofila b je bio maniji.

Snaga mikrovalova, posebno u zatvorenim sustavima u izravnoj su vezi s temperaturom i

vremenom trajanja ekstrakcije (De la Calle i Costas-Rodriguez, 2017).
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4.1.2. Utjecaj parametara ekstrakcije potpomognute mikrovalovima na maseni udio ukupnih

fenolnih spojeva smede alge Halopteris scoparia

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja masenog udjela fenolnih spojeva izoliranih iz

smede alge Halopteris scoparia primjenom MAE prikazani su u tablici 7.

Tablica 7. Maseni udjeli ukupnih fenola (mg GAE 100 g* suhe tvari uzorka) izoliranih iz
smede alge Halopteris scoparia primjenom MAE
Ukupni fenoli (mg GAE

Uzorak Temperatura (°C)  Vrijeme (min)  Snaga (W) 100 gts.tv.)
1 150 131,85 + 7,17
2 5 300 141,38 + 4,88
3 450 151,72 + 4,88
4 150 177,16 + 5,49
5 10 15 300 197,83 +7,31
6 450 147,48 + 18,53
7 150 171,38 £9,05
8 25 300 171,38 £ 9,05
9 450 205,17 + 2,44
10 150 155,17 + 0,00
11 5 300 154,74 + 0,61
12 450 183,94 + 6,64
13 150 176,22 + 1,79
14 25 15 300 163,36 + 0,61
15 450 192,70 + 2,39
16 150 211,25 + 3,02
17 25 300 240,09 + 1,83
18 450 216,81 + 1,83
19 150 179,74 +1,83
20 5 300 162,04 + 0,00
21 450 160,04 + 3,02
22 150 239,42 + 0,60
23 40 15 300 180,10 + 1,21
24 450 163,79 + 0,00
25 150 169,40 + 4,27
26 25 300 184,67 1,79
27 450 212,07 + 4,88

Rezultati su izrazeni kao prosjecna vrijednost + standardna devijacija
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Udjeli ukupnih fenolnih spojeva u smedoj algi Halopteris scoparia odredeni su u
rasponu od 131,85 + 7,17 do 240,09 + 1,83 mg GAE 100 g s.tv. (tablica 7). Najveéi udio
ukupnih fenola odreden je u uzorku 17 koji se ekstrahirao 25 min pri temperaturi 25 °C te snazi
mikrovalova 300 W, a najmanji kao i kod klorofila a kod uzorka 1 koji se ekstrahirao 5 min pri
temperaturi 10 °C i snazi mikrovalova 150 W. Kod najnize temperature ekstrakcije udio
ukupnih fenola je rastao povecanjem vremena ekstrakcije 1 snage mikrovalova, a kod najvise
temperature ekstrakcije najveci udjeli ukupnih fenola su odredeni uglavnom pri nizem vremenu

ekstrakcije i snazi mikrovalova.

U istrazivanju kojeg su proveli Li i sur. (2012) ispitivao se utjecaj snage mikrovalova
(100, 200, 300, 400, 500 i 600 W), temperature (20, 30, 40, 50, 60 i 70°C) i vremena ekstrakcije
(5, 15, 25, 35, 45, 55 i 60 min) na udio ukupnih fenola u zelenoj algi Caulerpa racemosa te su
rezultati pokazali da su na udio ukupnih fenolnih spojeva uvelike utjecali snaga mikrovalova,
temperatura i vrijeme ekstrakcije. Udio ukupnih fenolnih spojeva je rastao s pove¢anjem snage
mikrovalova, temperature 1 vremena ekstrakcije te su najvec¢i udjeli fenolnih spojevi odredeni
pri uvjetima od 200 W (58,00 + 2,28 mg 100 g™ 1), 40 °C (61.54 + 1.81 mg 100 g 1) i 40 min
(62,28 + 1,49 mg 100 g-1). Daljnjim poveéanjem snage mikrovalova, temperature i vremena

ekstrakcije udio ukupnih fenola se smanjio vjerojatno zbog degradacije fenolnih spojeva.

U drugom istrazivanju Li i sur. (2017) istrazivao se utjecaj temperature (15, 25, 35, 45,
155 °C) 1 vremena ekstrakcije (10, 20, 30, 60 1 90 min) na udio ukupnih fenola kod smede alge
Sargassum fusiforme. U¢inkovitost ekstrakcije zna¢ajno se povecala s povecanjem temperature
ekstrakcije s 15 na 25 °C, ali se zatim znacajno smanjila kako se temperatura povecala s 25 na
55 °C. Povecanje temperature moze pomoci oslobadanju i otapanju polifenolnih spojeva, ali
visoka temperatura takoder moze potaknuti razgradnju polifenola, kao Sto je oksidacija, i
povecati ekstrakciju proteina i polisaharida iz stani¢ne stijenke. Nadalje, ucinkovitost
ekstrakcije je znacajno poboljSana kako se trajanje ekstrakcije povecavalo, te je dosegla
maksimum pri 30 min (63,35 + 0,19 mg g, a zatim se smanjila vjerojatno zbog oksidacije
termolabilnih spojeva pri duzem vremenu ekstrakcije. Prema istrazivanju Dzah i sur. (2020)
temperatura ekstrakcije iznad 60 °C kroz duze vrijeme povecava brzinu oksidacije fenola 1
smanjuje prinos ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktima. Safari i sur. (2015) su utvrdili da su
za ekstrakciju ukupnih fenola iz zelene alge Chaetomorpha sp. optimalni uvjeti vrijeme
ekstrakcije 8 min, snaga mikrovalova 300 W i kao ekstrakcijsko otapalo 25 %-tni aceton.
Prema istrazivanju Dang i sur. (2017) na ekstrakciju ukupnih fenolnih spojeva iz smede alge

Sargassum vestitum pomoc¢u MAE znacajan utjecaj ima ekstrakcijsko otapalo te veci udjeli
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ukupnih fenolnih spojeva su ekstrahirani kada su koriStene vodene otopine acetona (74,05 +
1.39 mg GAE-g™), metanola (59,13 + 1,27 mg GAE-g™) i etanola (51,65 + 1,1 mg GAE-g?)
dok cista organska otapala nisu bila u¢inkovita za ekstrakciju fenolnih spojeva. Razlog tomu
bi moglo biti bubrenje uzoraka pod utjecajem vode $to dovodi do povecanja kontaktne povrSine
izmedu povrSine materijala i otapala. Takoder veze izmedu fenolnih spojeva sa stani¢nom
stijenkom alge postaju slabije Sto povecava topljivost fenolnih spojeva. Nadalje, visok udio
organskog otapala u odnosu na vodu rezultirao je s vise apsorbirane energije mikrovalova i
transformirane u toplinu u uzorku sto je dovelo do povecanja kinetike ekstrakcije kao i do
smanjenja viskoznosti ekstrakcijskog medija. Ovi ¢imbenici povecavaju prinos fenolnih

spojeva.

Rezultati statisticke analize utjecaja parametara MAE na udio ukupnih fenolnih spojeva

u smedoj algi Halopteris scoparia prikazani su u tablici 8.

Tablica 8. Rezultati statisticke analize utjecaja parametara MAE na udio ukupnih fenolnih

spojeva u smedoj algi Halopteris scoparia

Parametar ekstrakcije N  Ukupni fenoli (mg 100 g s.tv.)

Temperatura (°C) p=0,0698

10 18 168,04+6,3a

25 18 188,25+6,3a

40 18 183,49+6,3a
Vrijeme (min) p=0,0000

5 18 157,86+5,15a

15 18 181,67+5,15b

25 18 200,25+5,15¢
Snaga (W) p=0,9339

150 18 180,17+6,64a

300 18 178,08+6,64a

450 18 181,52+6,64a

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
Srednje vrijednosti unutar kolone oznac¢ene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,05.

Statisticka analiza je pokazala da na udio ukupnih fenolnih spojeva smede alge
Halopteris scoparia znacajno utjee vrijeme ekstrakcije (p < 0,05), dok parametri snage

mikrovalova i temperature ekstrakcije nemaju znacajan utjecaj (Tablica 8).

Povecanjem vremena MAE i snage mikrovalova povecava se udio ukupnih fenolnih
spojeva. Udio ukupnih fenolnih spojeva pri najkra¢em vremenu ekstrakcije od 5 min iznosio
je 157,86 + 5,15 mg GAE 100 g s.tv., a pri najduzem vremenu ekstrakcije od 25 min iznosio
je 200,25 + 5,15 mg GAE 100 g s.tv.. Pri temperaturi ekstrakcije od 25 °C odreden je najvecéi
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udio ukupnih fenolnih spojeva (188,28 + 6,3 mg GAE 100 g* s.tv.) koji se smanjuje
povecéanjem temperature ekstrakcije od 40 °C (183,49 + 6,3 mg GAE 100 g s.tv.). Najveca
prosje¢na vrijednost ukupnih fenolnih spojeva odredena je u ekstraktima dobivenim
ekstrakcijom primjenom mikrovalova od 450 W (181,52 + 6,64 mg GAE 100 g s.tv.), dok su
kod nizih vrijednosti snage mikrovalova od 300 W (178,08 + 6,64 mg GAE 100 g™ s.tv.) i 150
W (180,17 * 6,64 mg GAE 100 g s.tv.) udijeli ukupnih fenolnih spojeva bili manji.

U istrazivanju Karami i sur. (2015) udio fenolnih spojeva u korijenu sladi¢a smanjivao
se s povecanjem vremena i temperature MAE. Temperatura ekstrakcije utjeCe na omeksanje
biljnog tkiva i oslabljuje interakcije izmedu polifenola i proteina te polifenola i polisaharida
Sto rezultira ve¢om migracijom polifenola u otapalo (Mokrani i Madani, 2016), a smanjenje
udjela ukupnih fenola pri temperaturi 40 °C, moze biti zbog termolablinosti fenolnih spojeva

pri viSim temperaturama (Calinoiu i Vodnar, 2020).

4.2. OPTIMALNI UVJETI EKSTRAKCIJE POTPOMOGNUTE MIKROVALOVIMA
SMEDE ALGE Halopteris scoparia

Za utvrdivanje kombiniranog utjecaja parametara ekstrakcije na klorofil a i b, ukupne
karotenoide i ukupne fenole smede alge Halopteris scoparia koristen je puni faktorijalni dizajn

te su optimalni uvjeti ekstrakcije prikazani u tablici 9.

Tablica 9. Optimalni uvjeti ekstrakcije klorofila a i b, ukupnih karotenoida i ukupnih fenola

smede alge Halopteris scoparia

Optimalni uvjeti
Temperatura Snaga Vrijeme  Predvideno Dobiveno PoZeljnost

C) (W) (min)
Klorofil a (mg 25 300 25 19,1386 18,5406 0,8619
100 gt s.tv.)
Klorofil b (mg 25 300 25 10,0551 9,2896 0,8619
100 gt s.tv.)
Karotenoidi
(mg 100 gt 25 300 25 6,1950 5,8508 0,8619
s.tv.)
Ukupni fenoli
(mg ?AE 100 25 300 25 240,0862  232,0677 0,8619
g-s.tv.)
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Prema statistickoj analizi, optimalni uvjeti ekstrakcije klorofila a i b, ukupnih karotenoida te
ukupnih fenola smede alge Halopteris scoparia su: temperatura 25 °C, snaga mikrovalova 300

W i vrijeme ekstrakcije od 25 minuta (tablica 9).

Pasquet i suradnici (2011) su utvrdili da za ekstrakciju pigmenata iz alge Dunaliella tertiolecta

je najbolja metoda MAE pri uvjetima: 56 °C, 5 min i 50 W.

4.2.1. HPLC- UV/VIS PDA odredivanje pojedinacnih klorofila i karotenoida u ekstraktu

smede alge Halopteris scoparia dobivenom pri optimalnim uvjetima ekstrakcije

U ekstraktu smede alge Halopteris scoparia ekstrahiranom pri optimalnim uvjetima
mikrovalne ekstrakcije (temperatura 25 °C, snaga mikrovalova 300 W i vrijeme ekstrakcije 25
minuta) odredeni su pojedinacni klorofili (klorofil b, derivat 1 i 2 klorofila, klorofil a, derivati
1i 2 klorofila a) i karotenoidi (fukoksantin, lutein, derivat luteina, derivat 1, 2 i 3 neoksantina,
B-karoten) primjenom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) uz UV/VIS
PDA detekciju, a rezultati su prikazani u tablici 10 i 11.

Tablica 10. Maseni udijeli klorofila (mg 100 g s.tv. uzorka) u smedoj algi Halopteris scoparia
odredeni primjenom HPLC- UV/VIS PDA metode

Klorofil b 126,24
Derivat 1 klorofil b 30,32
Derivat 2 klorofil b 49,23

Klorofil a 223,72
Derivat 1 klorofil a 20,51
Derivat 2 klorofil a 2,40

UKUPNI KLOROFILI 452,41
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Tablica 11. Maseni udijeli klorofila (mg 100 g* s.tv. uzorka) karotenoida u smedoj algi

Halopteris scoparia odredeni primjenom HPLC- UV/VIS PDA metode

KAROTENODI mg 100 gts.tv.
Fukoksantin 41,79
Derivat 1 lutein 141,59
Derivat 1 neoksantin 32,20
Derivat 2 neoksantin 39,82
Derivat 3 neoksantin 18,24
Diadinoksantin 8,95
Lutein 21,85
B-karoten 5,34
UKUPNI KAROTENOIDI 309,78

Maseni udio ukupnih klorofila (kao zbroj pojedina¢nih spojeva klorofila) u ekstraktu
smede alge Halopteris scoparia iznosio je 452,30 mg 100 g s.tv., a najzastupljeniji spojevi
bili su klorofil a (223,72 mg 100 g* s.tv.) i klorofil b (126,24 mg 100 g s.tv.) $to &ini 77,35
% ukupnih klorofila. Derivati klorofila a i b odredeni su u rasponu od 2,40 do 49,23 mg 100
g s.tv. Maseni udio ukupnih karotenoida (kao zbroj pojedina¢nih karotenoidnih spojeva) u
analiziranom ekstraktu iznosio je 309,78 mg 100 g s.tv., a najzastupljeniji karotenoid bio je
derivat luteina (141,59 mg 100 g* s.tv.) &iji udio je 45,71% ukupnih karotenoida. U nizim
udjelima odredeni su fukoksantin (41,79 mg 100 g s.tv.), derivat 2 neoksantina (39,82 mg 100
gls.tv.), derivat 1 neoksantina (32,20 mg 100 g s.tv.), lutein (21,85 mg 100 g* s.tv.), derivat
3 neoksantina (18,24 mg 100 g™* s.tv.), diadinoksantin (8,95 mg 100 g s.tv.) te B-karoten (5,34

mg 100 g s.tv.) u najmanjem udjelu.

Ozgun i sur. (2015) istrazivali su udio pigmenata u smedim algama uzorkovanih na
mediteranskom dijelu obale Turske. Udio klorofila a kod smede alge Cystoseira barbata
iznosio je 1,056 + 0,20 mg g, a kod Cystoseira compressa 1,297 + 0,35 mg g odnosno udio
karotena kod C. barbata iznosio je 0,180 + 0,06 mg g%, a kod C. compressa 0,234 + 0,07 mg
gl $to je nize nego u nasim analiziranim ekstraktima. U istrazivanju Castro-Puyana i sur.

(2016) iz zelene mikroalge Neochloris oleoabundans primjenom ekstrakcije otapalima pod
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povisenim tlakom ekstrahiran je znacajno vec¢i udio karotenoida (45,2 - 142,8 mg/g ekstrakta)
nego klorofila (2,3 - 42,7 mg/g ekstrakta), a lutein i karotenoidni monoesteri bili su
najzastupljeniji karotenoidi koji su predstavljali vise od 60% ukupnih karotenoida u svim
ekstraktima. Maseni udio luteina i 3-karotena u ekstraktima N. oleoabundans bio je u rasponu
od 6,7 do 62,6 mg g* ekstrakta odnosno od 6,1 do 20,9 mg g* ekstrakta §to je znacajno vise
nego u nasem istrazivanju. Razli¢it sastav pigmenata u pojedinim algama je rezultat prilagodbe
algi na okoli$ kako bi se optimizirao proces fotosinteze na razli¢itim dubinama, a posljednjih
godina provode se brojna istrazivanja na razli¢itim vrstama algi sa razlicitih stanista koja
potvrduju da morske alge mogu biti bogat izvor pigmenata i drugih bioaktivnih spojeva s

antioksidativnim djelovanjem (Safari i sur., 2015).

4.2.2. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom u ekstraktu smede alge

Halopteris scoparia dobivenom pri optimalnim uvjetima ekstrakcije

Vrijednost antioksidacijske aktivnosti (UM Trolox na 100 g suhe tvari uzorka) odredene
u ekstraktu smede alge Halopteris scoparia dobivenom pri optimalnim uvjetima ekstrakcije je

prikazana u Tablici 12.

Tablica 12. Antioksidacijska aktivnost (umol Trolox 100 g™t s.tv. uzorka) odredena u ekstraktu
smede alge Halopteris scoparia dobivenom pri optimalnim uvjetima ekstrakcije primjenom
DPPH metode

25 25 300 2393,57 + 2,53

Rezultati su izraZeni kao prosjecna vrijednost + standardna devijacija

Pigmenti klorofili i karotenoidi su prepoznati kao snazni antioksidansi, a brojna
istrazivanja potvrduju da i fenolni spojevi znacajno doprinose antioksidacijskoj aktivnosti algi
(Safari i sur., 2015). Fukokoksantin ima vecu sposobnost uklanjanja DPPH radikala od drugih
karotenoida kao §to su B-karoten, zeaksantin 1 lutein u anoksi¢nim uvjetima nego u acrobnim
uvjetima; medutim, ima nizu aktivnost od a-tokoferola (Koduvayur Habeebullah i sur., 2018).
DPPH metoda se koristi za odredivanje antioksidacijske aktivnosti i hidrofilnih i lipofilnih
antioksidansa. U ekstraktu smede alge Halopteris scoparia dobivenom pri optimalnim
uvjetima ekstrakcije mikrovalovima antioksidacijska aktivnost je iznosila 2393,57 + 2,53 pumol
Trolox 100 g s.tv. uzorka. Antioksidativna aktivnost makroalge iz Spanjolske, Hydropuntia
corneabila je 14,5 pmol TE gt s.tv., a Agarophyton vermiculophyllum izronjene u Vadenskom
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moru (Njemacka) bila je u rasponu od 8,6 do 14,0 umol TE g* s.tv. (Alvarez-Gomez i sur.,
2016; Tretiak i sur., 2021) $to je niZze nego u nasem istrazivanju. Kod smede alge, Padina minor
Yamada sakupljene s plaze Naiyang (Tajland) antioksidativna aktivnost iznosila je 0,567 uM
Troloxa (Amornlerdpison i sur., 2007). Ekstrakti algi s ve¢om aktivno$¢u hvatanja radikala
DPPH ukazuju na njihovu sposobnost doniranja vodika (de Lima isur., 2016). Mnoga
istrazivanja pokazuju da razliCite vrste algi imaju visoku antioksidacijsku aktivnost iako
rezultati mogu biti varijabilni kao posljedica utjecaja okolisa odnosno razli¢itog podrijetla algi,
uzgoja, prisutnosti razli¢itih bioaktivnih spojeva te zbog razlicitih uvjeta i metoda ekstrakcije
(Frazzini i sur., 2022). U zadnje vrijeme MAE se Cesto koristi za ekstrakciju antioksidativnih
spojeva iz razli¢itih algi. Tako na primjer, u istrazivanju Safari 1 sur. (2015) MAE je koriStena
za ekstrakciju antioksidanata iz zelene alge Chaetomorpha sp. te je najveca antioksidacijska
aktivnost odredena DPPH metodom u acetonskom ekstraktu pri uvjetima snage mikrovalova
300 W i vremenu ekstrakcije 8 min. U istrazivanju koje su proveli Giiner i sur. (2019) utvrdeno
je da je antioksidacijska aktivnost smede alge Halopteris scoparia bila manja u kloroformnim
i metanolnim ekstraktima nego u heksanskim ekstraktima (3,72 - 10,29 pg Troloxa mL™).
Mikrovalna snaga, koncentracija otapala, vrijeme ekstrakcije i interakcije izmedu navedenih
parametara imaju znacajan uc¢inak na antioksidacijsku aktivnost te difuzija antioksidanata iz
matrice u okolno ekstrakcijsko otapalo se povecava kada se povecava vrijeme ekstrakcije
(Krishnaswamy i dr. 2012).

U istrazivanju Aminina 1 sur. (2020) na vrstama smedih algi Agarum,
Thalassiophyllum, Fucus i Cystoseira utvrdeno je da se aktivnost hvatanja radikala povecava
s porastom ukupnog sadrzaja polifenola. Ekstrakti koji sadrze visoke koncentracije ukupnih
fenola takoder su pokazali snaznu antioksidacijsku aktivnost, §to sugerira da bi polifenoli algi
mogli biti glavni sastojci odgovorni za antiradikalna svojstva ovih ekstrakata. Medutim, vodeni
ekstrakti Sargassum miyabei pokazali su manju aktivnost hvatanja DPPH (0,8 £ 0,03 mg
askorbinske kiseline g) i ABTS (38,6 + 2,5 umol ekvivalenta Trolox g) radikala u odnosu
na etanolne ekstrakte (1,1 + 0.05 mg askorbinske kiseline g* za DPPH i 68,7 + 2,3 umol
ekvivalenta Trolox g za ABTS) iako su sadrzavali vise ukupnih fenola u vodenim ekstraktima
od etanolnih ekstrakata. Ovo sugerira da drugi materijali prisutni u vodenim ekstraktima algi,
poput pigmenata, proteina ili peptida, mogu utjecati na njihovu aktivnost hvatanja slobodnih

radikala.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja ekstrakcije potpomognute mikrovalovima (MAE)
pigmenata i fenolnih spojeva smede alge Halopteris scoparia odnosno utjecaja parametara
ekstrakcije (temperature, vremena i snage mikrovalova) na sadrzaj klorofila, karotenoida i

fenolnih spojeva u ekstraktima alge te prezentiranih rezultata moze se zakljuciti:

1. U ekstraktima alge Halopteris scoparia ukupni klorofili a odredeni su u rasponu od
13,04 do 20,01 mg 100 g* s.tv. uzorka, klorofili b od 6,83 do 10,83 mg 100 g s.tv.
uzorka, ukupni karotenoidi od 3,90 do 6,90 mg 100 g s.tv. uzorka te ukupni fenolni
spojevi od 31,85 do 240,09 mg GAE 100 g s.tv.

2. Najmanji ekstrakcijski prinosi ukupnih klorofila, karotenoida te fenolnih spojeva
ostvareni su pri temperaturi 10 °C, vremenu 5 min te snazi mikrovalova 150 W, a veéi
pri viSim temperaturama (25°C, 40 °C) i1 vremenu ekstrakcije 25 min te snazi

mikrovalova 450 W.

3. Naudioklorofilaaib, ukupnih karotenoida i ukupnih fenolnih spojeva alge H. scoparia

statistiCki znacajno utjece vrijeme ekstrakcije (p <0,05).

4. Prema statistickoj analizi, optimalni uvjeti MAE ekstrakcije klorofila a i b, ukupnih
karotenoida te ukupnih fenola alge H. scoparia su: temperatura 25 °C, shaga

mikrovalova 300 W i vrijeme ekstrakcije od 25 minuta.

5. U ekstraktima alge H. scoparia ekstrahiranim pri optimalnim uvjetima MAE odredeni
su pojedinacni klorofili i karotenoidi tekucinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti te su najzastupljeniji spojevi bili klorofil a (223,72 mg 100 g* s.tv.),
klorofil b (126,24 mg 100 g s.tv.) i derivat luteina (141,59 mg 100 g s.tv.).

6. U ekstraktu alge H. scoparia dobivenom pri optimalnim uvjetima MAE

antioksidacijska aktivnost je iznosila 2393,57 + 2,53 ol Trolox 100 g s.tv. uzorka.

7. Smeda alga Halopteris scoparia je bogat izvor klorofila, karotenoida i fenolnih spojeva
sa antioksidacijskom aktivnosti, a MAE je u¢inkovita metoda za njihovu ekstrakciju pri

¢emu se kroz kratko vrijeme ekstrakcije postizu visoki prinosi istrazivanih spojeva.
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