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1. UVOD

Oceani i mora prekrivaju vise od 70 % povrsine Zemlje, a morski organizmi ¢ine otprilike
polovicu ukupne globalne bioraznolikosti §to navodi znanstvenike da sve vise istrazuju i1 dalje
nedovoljno istrazeni svijet morskih organizama. Morske vrste prepoznate su kao bogati izvori
funkcionalnih sastojaka kao Sto su polinezasiCene masne kiseline, polisaharidi, prirodni
pigmenti, esencijalni minerali, vitamini, enzimi i bioaktivni peptidi (Shahidi i Rahman, 2018;
Kim i Wijesekara, 2010).

lako se dugo Kkoriste u prehrani te kao tradicionalni lijekovi na isto¢noj hemisferi, morske
alge jo§ se uvijek smatraju nedovoljno iskoriStenim biljnim resursima (Heo i sur., 2009).
Posljednjih godina pokazalo se da mnogi metaboliti izolirani iz algi posjeduju biolosku aktivnost
te mnoge potencijalne zdravstvene koristi zbog Cega se pojavio novi trend izolacije i
identifikacije spojeva iz morskih algi.

Medu ovim spojevima posebnu paznju zadobili su prirodni pigmenti kojima su alge
bogate, a koji osim fotosintetskih i pigmentacijskih u¢inaka takoder imaju i zdravstvene ucinke
kao Sto su antioksidacijski, antikancerogeni, protuupalni, itd. Prirodni pigmenti Siroko Su
rasprostranjeni, ne samo u morskim algama, ve¢ i u svim Zivim tvarima kao §to su sisavci, gljive
i beskraljesnjaci (Delgado-Vargas i sur., 2000). Alge su bogate trima vrstama pigmenata:
klorofilima, karotenoidima i fikobiliproteinima. Na temelju sadrzaja pigmenata, morske alge
mogu se klasificirati u smede, crvene i zelene alge (Khan i sur, 2010). 1z tog razloga razliciti su
prirodni pigmenti izolirani iz morskih algi privukli veliku pozornost u podru¢jima prehrane,
kozmetike i farmakologije (Pangestuti i Kim, 2011).

S ciljem ekstrakcije ovih spojeva iz algi, u danaSnje vrijeme teZi se novijim metodama kao
Sto su ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom i ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima koje
¢e biti detaljnije opisane 1 koriStene u ovome radu. Ove nekonvencionalne metode omogucuju
krace vrijeme trajanja, vece prinose, niZu cijenu, manji utrosak otapala i manji utroSak energije
tehnike ekstrakcije, snage, trajanja i temperature ekstrakcije na prinos klorofila i karotenoida iz
pet razli¢itih vrsta algi (Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma, Cutleria multifida, Fucus
virsoides i Dasycladus vermicularis) te utvrditi optimalne parametre ekstrakcije pri kojima se
dobivaju najve¢i prinosi pigmenata. Ekstrakcija ¢e se provesti primjenom ekstrakcije

potpomognute ultrazvukom i ekstrakcije potpomognute mikrovalovima. Obje tehnike



ekstrakcije provest ¢e se koriStenjem 96 %-tnog etanola kao ekstrakcijskog otapala pri
temperaturama 30 i 50 °C kroz dva razli¢ita vremena ekstrakcije (25 i 30 minuta) te pri snazi od
5001 430 W.

2. TEORIJSKI DIO

2.1. ALGE

Alge (lat. algae) u najSirem smislu obuhvaéaju sve autotrofne organizme na nizem
razvojnom stupnju koji u svojem tijelu sadrze klorofil, zbog kojega velik dio algi ima upravo
zelenu boju. Neke alge izgledom podsjecaju na biljke, no one nemaju pravo korijenje, stabljiku
listove 1 sustav Zila, ve¢ se njihovo tijelo naziva talus. Sli¢nost sa biljkama je da imaju stanice
koje sadrze plastide, vakuole i stani¢ne stijenke (Barsanti i Gualtieri, 2014). Alge su s
filogenetskog gledista vrlo heterogena skupina organizama. Dio njih, u okviru nadcarstva
Procaryota pripada carstvu Monera, a dio njih, u okviru nadcarstva Eucaryota, pripada
carstvima Protista i Vegetabilia (Hrvatska enciklopedija, 2021).

Nastale su i razvijale se u vodi, stoga se i najveci broj vrsta danas nalazi u vodenoj sredini.
One vrste koje su se tijekom evolucije ipak adaptirale na Zivot izvan vode nalaze se na vlaznim
i osvijetljenim staniStima. Alge koje lebde ili plutaju u vodi ¢ine plankton te Zive u osvijetljenim
podruc¢jima svih vodenih tijela, uklju¢ujuci i pod ledom u polarnim podruéjima, dok one koje su
pri¢vrS¢ene za dno ¢ine bentos. Bentoske alge mogu rasti pricvrSéene na kamenju, na blatu,
pijesku, na drugim algama, biljkama ili zivotinjama (Barsanti i Gualtieri, 2014). Predstavljaju
vazan ¢imbenik osnovnih bioloskih procesa kruzenja tvari i protjecanja energije te su osnovni
primarni proizvodac¢i organskih tvari u vodi. Imaju znacajnu ulogu prozrac¢ivanja vodenih
biotopa, a procesom fotosinteze stvaraju organske tvari iz ugljikova dioksida (CO3) i vode (H20)
pomocu svjetlosne energije 1 klorofila uz istodobno izluc¢ivanje kisika koji sluzi za disanje
vodenim organizmima. Poznati su indikatori stanja u okoliSu zbog svoje brze reakcije na
promjene u istom. Prve reagiraju pa omogucuju predvidanje promjena i tako poduzimanje mjera
prije nego li se ekoloski sustav narusi (Hrvatska enciklopedija, 2021).

Prema gradi razlikujemo jednostani¢ne alge koje zive pojedinacno ili u kolonijama te
viSestani¢ne alge gradene od mnogo filamenata udruzenih u taluse razli¢itih oblika i struktura.

Po nacinu prehrane mogu biti heterotrofi, autotrofi ili miksotrofi, koji kombiniraju heterotrofnu

2



prehranu i fotosintezu (Blazenci¢, 1990). Alge se medusobno razlikuju po vrsti pigmenata u
stanicama, sastavu stani¢ne stijenke, skladiSnim molekulama, nacinu razmnoZavanja te
prisutnosti 1 izgledu bi¢eva (Rindi i sur., 2012).

Kategoriziraju se u dvije skupine na temelju njihove veli¢ine i morfologije — mikroalge i
makroalge (Griffiths i sur., 2016). Morske makroalge su uglavnom visestani¢ni organizmi koji
rastu na ¢vrstoj podlozi na podru¢jima od plitkog obalnog pojasa, pa sve do vec¢ih dubina. S
obzirom da rastu samo do dubina na kojima svjetlost moze doc¢i do njih kako bi mogle provoditi
proces fotosinteze, svjetlost predstavlja ogranicavajuc¢i cimbenik njihovog rasta. Osim svjetlosti,
koja se potpuno apsorbira na dubini od 200 do 400 m, morale su se prilagoditi i ostalim
ekstremnim uvjetima morskog okolisa, kao §to su salinitet, Sirok raspon pH, temperatura,
zamucenost te koncentracija kisika i ugljikovog dioksida, a kako bi prezivjele u ovim uvjetima
te vrlo konkurentskom morskom okoliSu morale su razviti sloZzene i specificne metabolicke
putove (Barsanti i Gualtieri, 2014; Encyclopedia Britannica, 2011). Veéina njih proizvodi
sekundarne metabolite te su postale vrlo obecavajuci alternativni izvor spojeva karakteriziranih
Sirokim spektrom bioloskih ponaSanja kao $to su antibakterijska, antivirusna i antifungalna
svojstva (Ganesan i sur., 2019; Yaich i sur., 2013; Marinho-Soriano i sur., 2006). Neki od tih
tvari su pigmenti (klorofili, karotenoidi, fikobiliproteini), polisaharidi, zasi¢ene masne kiseline,
itd. (Sathasivam i sur., 2017; Dominguez, 2013). Medutim, ne postoji fiksna vrijednost ¢ak ni
za isti rod ili vrstu te se moze znati samo raspon ili omjer odredenog kemijskog spoja u danom
taksonu. Antioksidansi predstavljaju najzanimljivije metabolite ekstrahirane iz morskih algi i od
velike su vaznosti u lije¢enju raznih teskih bolesti (Kohen i Nyska, 2002). Alge proizvode velike
koli¢ine prirodnih antioksidansa u svrhu zastite funkcionalnih makromolekula koje se nalaze
unutar njihovih stanica od oksidacije putem reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) (Duan i sur., 2006;
Yuan i sur., 2005; Kuda i sur., 2005; Lim i sur., 2002). Neki od antioksidansa koji se mogu
pronaci u algama su askorbinska kiselina, fenoli, flavonoidi, karotenoidi, florotanini i sulfatirani
polisaharidi (Corsetto i sur., 2020; Wu i sur., 2010; Plaza i sur., 2008).

Makroalge se na temelju vrste fotosintetskog pigmenta, vrste skladiSnog materijala i
sastava polisaharida stani¢ne stijenke obi¢no dijele u tri skupine: zelene, crvene i smede alge
(Alves i sur., 2013; Balboa i sur., 2013).

Zelene alge ili Chlorophyta predstavljaju opseznu skupinu algi koja obuhvaéa od
mikroskopski sitnih, jednostani¢nih oblika koji zive pojedinac¢no ili u koloniji, nerazgranjenih

ili razgranjenih nitastih algi koje formiraju busencice, sve do onih slozenije grade ¢ije tijelo



nalikuje na razvijene biljke; posjeduju rizoide, kauloide i filoide (Hrvatska enciklopedija, 2021).
Evolucijski su povezane s biljkama jer sadrze iste oblike klorofila, a njihove stani¢ne stijenke
sadrze celulozu (Encyclopedia Britannica, 2011). Uz karotenoide i ksantofile sadrze klorofil (a
i b) koji prevladavaju te su izrazito zelene boje (Burrows, 1991). Razvrstavaju se u devet redova
- Volvocales, Chlorococcales, Cladophorales, Chaetophorales, Oedogoniales, Siphonales,
Conjugales i Charales, s otprilike 10 000 vrsta. Uglavnom zive u planktonu i bentosu slatkih
voda (oko 90 %), no neke vrste nalaze se i u morskim vodama (Hrvatska enciklopedija, 2021;
Arora 1 Sahoo, 2015). Sadrzaj proteina im iznosi preko 20 % te predstavljaju potencijalni izvor
komercijalno korisnih biljnih proteina, a neke vrste su bogate vitaminima i mineralima
(Dominguez, 2013).

Crvene alge ili Rhodophyta su skupina visestani¢nih, te iznimno jednostani¢nih algi koje
imaju raznolike grade steljke, nitaste, perasto ili viliCasto razgranjene, krpaste ili ¢lankovite, a
neke su ras¢lanjene u filoide, rizoide i kauloide (Hrvatska enciklopedija, 2021). Predstavljaju
drevnu lozu fotosintetskih eukariota koji su nastali endosimbiozom (Dawes, 2016). Uglavnom
su svjetlocrvene do ljubicaste boje, te rjede crvenoljubicaste ili smedecrvene (EI-Gamal, 2010).
Klorofil a (u nekih malo klorofila d) i karotenoidi prekriveni su jako fluoresciraju¢im crvenim,
u vodi topljivim fikoeritrinom, a u nekih vrsta nalazi se i modri fikocijan. Razvrstane su u Sest
redova — Bangiales, Nemalionales, Cryptonemiales, Gigartinales, Rhodymeniales i Ceramiales,
s otprilike 4000 vrsta. Najc¢esce Zive u moru, i to u toplijim morima, rijetko i u slatkoj vodi ili na
kopnu, a jedinstvene su medu eukariotskim organizmima po svojoj sposobnosti da Zive unutar
izvora termalne vode. Za razliku od zelenih i smedih algi mogu zivjeti u vrlo dubokim vodama,
te su obi¢no manje; od nekoliko centimetara do jednog metra (Hrvatska enciklopedija, 2021,
Encyclopedia Britannica, 2011).

Smede alge ili Phaeophyta predstavljaju skupinu viSestani¢nih algi koje po obliku mogu
biti nitaste, koZasto-lepezaste, vrpéaste, vrpCasto spljoStene i dihotomski razgranjene ili
rasélanjene kao §to su tijela visih biljaka. Veli¢ina im varira od 30 cm pa sve do 100 metara kod
nekih vrsta. Razvrstavaju su u Sest redova - Ectocarpales, Cutleriales, Sphacelariales,
Dictyotales, Laminariales i Fucales, s otprilike 2000 vrsta (Hrvatska enciklopedija, 2021).
Uglavnom su morski organizmi (95 %) zastupljeni u umjerenim i hladnijim dijelovima oceana,
uz iznimku 3 roda koja rastu slatkim vodama (Dawes, 2016). Vecina nastanjuje stjenovito,
Sljuncano 1 pjes¢ano morsko dno, a neke vrste zive u talusu drugih algi ili na Zivotinjama poput

morskih puZzeva ili spuzvi (Hrvatska enciklopedija, 2021; Antoli¢ i sur., 2011). Sadrze male



koli¢ine proteina, ali vece koli¢ine polifenola i polisaharida. Fenolni spojevi su ve¢inom zasluzni
za njihovu antioksidacijsku aktivnost, a istrazivanja su potvrdila da smede alge imaju relativno
znaCajno viSi antioksidacijski potencijal nego crvene i zelene alge (Dang i1 sur., 2018;
Dominguez, 2013). Smede alge su vjerojatno najviSe istrazena skupina algi jer sadrze posebnu
skupinu bioloski aktivnih fenola zvanih florotanini (Montero i sur., 2014; Balboa i sur., 2013)
Cija je glavna uloga zastita algi od biljojeda, bakterija i obrastaju¢ih organizama. Budu¢i da je
njihovo antioksidativno djelovanje 10 do 100 puta jace od ostalih polifenola, uklju¢eni su i u
zaStitu od oksidativnog oSte¢enja (Li i sur., 2017; Namvar i sur., 2013). Jo$ jedan razlog zbog
kojeg su smede alge naSiroko istrazene je taj da imaju Sirok spektar pozitivnih bioloskih
svojstava kao Sto su UV zastitna djelovanja te protuupalni, antiangiogeni, antialergijski i
antidijabeticki ucinci (Le Lann i sur., 2016; Leyton i sur., 2016). Najzastupljenije smede alge u
Jadranskom moru su jadranski braci¢ (Fucus virsoides) te razli¢ite vrste iz rodova Dictyota,
Laminaria i Sargassum (Verma i sur., 2015).

Pigmenti kod ove vrste algi su: Klorofil a i ¢, B-karoten te nekoliko ksantofila, od kojih
smedi fukoksantin prekriva ostale pigmente i daje im smedu boju te se njihovi kromatofori
nazivaju feoplastima (Bold i sur., 1987).

Godisnja svjetska berba algi procjenjuje se na vise od milijun tona suhe mase, a azijske
zemlje, kao $to su Japan i Kina proizvode 80 % te koli¢ine. U Kini se alge koriste za prehranu,
ali i u tradicionalnoj medicini ve¢ tisu¢ama godina. KoriStenje algi u industriji zapocelo je u
Sirokim razmjerima u 17. stoljec¢u u Japanu s proizvodnjom natrijevog i kalijevog hidroksida iz
pepela smedih algi. Citavo stoljece poslije, zapadne zemlje pocele su iskoristavati alge za
ekstrakciju joda i drugih kemijskih spojeva velike ekonomske vrijednosti, kao $to su fikokoloidi
— tvari poput zelatine koje se mogu dobiti iz nekoliko vrsta algi. Fikokoloidi koji se najvise
koriste su agar, karagenan i algin (Encyclopedia Britannica, 2011).

2.1.1. Dictyota fasciola

Dictyota fasciola vrsta je smede alge koja pripada obitelji Dictyotaceae. Ravna je alga
koja moZe dose¢i duljinu talusa do 10 cm 1 Sirinu do 0,5 cm. Smede je boje, ali naginje ka
maslinasto zelenoj boji. Rubovi talusa su joj zaobljeni, a ona stoji uspravno u vodi (Tronholm i
sur., 2010) (slika 1).
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Slika 1. Dictyota fasciola (Renoult, 2018)

2.1.2. Dictyota dichotoma

Dictyota dichotoma vrsta je smede alge koja pripada porodici Dictyotaceae i Cesti je
stanovnik Jadranskoga mora. Uspravnog je talusa u obliku vrpce te maslinastozelene, smede do
zute boje, pravilnog dihotomskog razgranjenja. Nastanjuje obalni pojas tijekom cijele godine, a
karakteriziraju je odvojeni busencici koji na zavrSetcima reflektiraju plavkasto-zelenkastu boju.
Upotrebljava se u zivotinjskoj i ljudskoj prehrani, ali i za dobivanje alginata (Mejdandzi¢, 2015)
(slika 2).
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Slika 2. Dictyota dichotoma (Azevedo, 2022 )



2.1.3. Cutleria multifida

Cutleria multifida vrsta je smede alge koja pripada obitelji Cutleriaceae te broji jako puno
vrsta i varijeteta. Raste tijekom ljeta i zime u gornjem obalnom pojasu na podrué¢jima koja su
dobro osvijetljena. Uglavnom raste u busenima ili kao epifit na rodu Cystoseira (Mejdandzié,
2015) (slika 3).

‘('7’ 4 w53
Slika 3. Cutleria multifida (Martin, 2021)

2.1.4. Fucus virsoides

Fucus virsoides ili jadranski bra¢i¢ endemicna je smeda alga iz Jadrana koja pripada
obitelji Fucaceae te se moZe na¢i poglavito u sjevernom dijelu Jadrana. Raste na stijenama uz
morsku obalu u zoni mediolitorala na mjestima jakih udara valova. Izuzetno preferira Cisto
staniste te je jedan od najvaznijih bioindikatora Cistog mora, ali moze se pronaéi i u lukama (na
primjer otok Krk). Boja mu je tamnosmeda do maslinastosmeda te ima sluzavo tijelo kojim se
Stiti od isuSivanja u vrijeme oseke. Karakteriziraju ga lepezasto razgranati listovi, a moze doseci
duljinu od 10 do 15 centimetara (Mejdandzi¢, 2015) (slika 4).
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Slika 4. Fucus virsoides (Gljuscic¢, 2016)

2.1.5. Dasycladus vermicularis

Dasycladus vermicularis jako je Cesta zelena alga obalnog pojasa koja pripada obitelji
Dasycladaceae. Ima kijacasti talus visine do 50 mm te debljine 5 mm, a na dodir je barSunasta
(slika 5). Raste tijekom cijele godine u gustim naseljima na tvrdim podlogama koje se nalaze na
dobro osvijetljenim mjestima (Mejdandzi¢, 2015).

Slika 5. Dasycladus vermicularis (Barcenas Graniel, 2017 )



2.2. PIGMENTI U ALGAMA

Pigmenti u algama dijele se na tri osnovne skupine: karotenoide, klorofile (slika 6) i
fikobiliproteine (Pangestuti i Kim, 2011), a ovisno o tome koja skupina pigmenata je dominantna
dodijeljeni su i nazivi razli¢itim skupinama algi. Ovi prirodni pigmenti smatraju se potencijalnim
zamjenama za umjetna bojila koja se koriste u hrani. Osim $to se koriste kao prirodna bojila, ovi
pigmenti pridonose antioksidativnom, antikancerogenom, neuroprotektivnom i protuupalnom

djelovanju te utjecu na pretilost (Wijesinghe i Jeon, 2013; Pangestuti i Kim, 2011).

Klorofil a: R = Me
Klorofil b: B = CHO

Slika 6. Shematski prikaz struktura: a) klorofila a i b; b) karotenoida (prema Sumanta i sur.,
2014)

2.2.1. Karotenoidi

Karotenoidi predstavljaju skupinu najraSirenijih pigmenata u prirodi te se nalaze u gotovo
svim algama. Oni su tetraterpeni (Cao) sastavljeni od 8 izoprenskih jedinica koji se dijele na dvije
strukturne skupine: karotene 1 ksantofile. Karoteni su nezasiceni ugljikovodici s izmjeni¢nim
dvostrukim vezama, a najpoznatiji predstavnici karotena su o-karoten, B-karoten i likopen. S
druge strane, ksantofili su oksidirani derivati karotena koji sadrze jednu ili viSe funkcionalnih
skupina sa kisikom koji moze biti prisutan u obliku alkohola, ketona, kombinacije alkohola i

ketona ili estera alkohola (Saini i Keum, 2018; Poojary i sur., 2016; Cuellar-Bermudez i sur.



2015). Karotenoidni pigmenti odgovorni su za crvenu, narancastu ili Zutu boju brojnih
namirnica. Koriste se kao bojila hrane, a odlikuje ih i antioksidativni, antikancerogeni i mnogi
drugi pozitivni ucinci na zdravlje (Krinsky i Johnson, 2004).

Mikroalge 1 makroalge su jedinstven i odrziv izvor karotenoida te zbog toga raste
zanimanje za njih kao sirovine. Makroalge su vazan izvor karotenoida fukoksantina, luteina, p3-
karotena i sifinoksantina, od kojih je fukoksantin jedan od najzastupljenijih karotenoida koji
predstavlja oko 10 % ukupne proizvodnje karotenoida u prirodi (Safafar i sur., 2015, Pangestuti
i Kim, 2011).

2.2.2. Klorofili

Klorofili su skupina pigmenata ¢iju osnovnu strukturu €ini porfirinski prsten koji je
sastavljen od Cetiri povezana pirolna prstena, dok peti prsten nastaje ciklizacijom bo¢nog lanca
na prstenu III. U sredistu molekule nalazi se ion magnezija (Mg?*) vezan s 4 koordinacijske veze
na dusikove atome pirolnih prstena (Chakdar i Pabbi, 2017). Na cetvrti prsten vezan je fitol
esterskom vezom te je njegov dugacki hidrofobni lanac zasluzan za topljivost klorofila u
lipidima (Gonzélez, 2001).

Cetiri su vrste klorofila nadene u morskim algama: klorofil a, klorofil b, klorofil c i klorofil
d, od kojih je najvazniji klorofil a jer je neophodan za proces fotosinteze (Pangestuti i Kim,
2011). Klorofil a se od klorofila b razlikuje po tome $to na drugom pirolnom prstenu klorofil a
kao supstituent ima metilnu skupinu, dok klorofil b ima aldehidnu skupinu (slika 7). Ove razlike
u strukturi razlog su njihovim drugadijim svojstvima apsorpcije. Naime, klorofil a apsorbira
vecéinu energije iz valne duljine od ljubi¢aste, plave i narancasto-crvene svjetlosti (Pangestuti i
Kim, 2011; Hosikian i sur., 2010). Takoder, klorofil a manje je termostabilan u odnosu na
klorofil b te klorofili, koji inace daju zelenu boju algama, tijekom procesiranja hrane prelaze u
feofitin, feoforbid i pirofeofitin. Ovi spojevi posjeduju antimutagena i antioksidacijska svojstva
jer prekidaju reakcije slobodnih radikala do kojih dolazi zbog autooksidacije putem mehanizma
kojemu je donor vodik (Ferruzzi i sur., 2002).
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Klorofil a Klorofil b

Slika 7. Prikaz kemijske strukture klorofila a i klorofila b

(prema Saito i sur., 2018)

2.3. TEHNIKE EKSTRAKCIJE PIGMENTA

2.3.1. Konvencionalne tehnike ekstrakcije

Ekstrakcija predstavlja proces potpunog ili djelomicnog izdvajanja neke tvari iz smjese
pomocu odredenog otapala tijekom cega dolazi do prijenosa tvari iz krute ili tekuce faze u
otapalo, a tvar koja se ekstrahira mora biti viSe topljiva u otapalu nego $to je u polaznoj fazi
(Wang i Weller, 2006). Vrlo je vazno odabrati to¢no odgovarajuce otapalo za tvar koju se Zeli
ekstrahirati, pri ¢emu se gledaju parametri 1 znacajke otapala kao §to su: polarnost, temperatura
vreliSta, viskoznost, stabilnost na svjetlo, kisik 1 toplinu, cijena te sigurnost pri koriStenju (Albu
i sur., 2004). Osim otapala, na iskoriStenje procesa ekstrakcije utjeu i veli¢ina Cestica, tlak,
temperatura, pH i vrijeme te kemijske i fizikalne karakteristike samog uzorka poput onih o kojoj
se vrsti alge radi te udjelu vode (Jeon i sur., 2012; Conde i sur., 2010). Najcesce koristena otapala
za ekstrakciju su metanol, etanol, aceton, etil-acetat i voda (Xu i Chang, 2007).

Od konvencionalnih metoda ekstrakcija najvise se koriste: ekstrakcija otapalom/ima,
ekstrakcija uljima, maceracija, direktna destilacija, destilacija vodenom parom ili vodom i parom
te hladno presanje (Bleki¢ 1 sur., 2011). Pigmenti iz algi se najc¢eS¢e ekstrahiraju upravo
konvencionalnim metodama, kao $to je to ekstrakcija po Soxhletu. Nedostatak ovih metoda je
taj Sto su dugotrajne, imaju niske prinose ekstrakcije, mogu uzrokovati razgradnju termolabilnih

spojeva te se koriste velike koli¢ine otapala, §to ove metode ¢ini skupima i ekoloski

11



neprihvatljivima (Devgun i sur., 2012).

2.3.2. Nekonvencionalne tehnike ekstrakcije

Upravo zbog navedenih nedostataka metoda konvencionalne ekstrakcije razvijene su nove
metode ekstrakcije kao $to su: ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (eng. Ultrasound Assisted
Extraction, UAE), ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (eng. Microwave Assisted
Extraction, MAE), enzimska ekstrakcija (eng. Enzyme Assisted Extraction, EAE), ekstrakcija
superkritiécnim teku¢inama (eng. Supercritical Fluid Extraction, SFE), ekstrakcija
potpomognuta pulsiraju¢im elektriénim poljem (eng. Pulse Electric Field, PEF), ekstrakcija
potpomognuta visokonaponskim elektricnim praznjenjem (eng. High Voltage Electrical
Discharge, HVED) te ubrzana ekstrakcija otapalima uz poviseni tlak (eng. Accelerated Solvent
Extraction, ASE).

Prednosti ovih novih metoda ekstrakcije su: kracée trajanje, veci prinosi, nizi troskovi, bolja
selektivnost, automatizacija procesa, smanjena upotreba otapala, a time i veéa ekoloska

prihvatljivost (Kadam i sur., 2013).

2.3.2.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Tehnika ekstrakcije potpomognute ultrazvukom temelji se na primjeni ultrazvué¢nih valova
na matriks uronjen u teku¢i medij, izazivajuéi pucanje stani¢nih stijenki i otpuStanje molekula
koje nas zanimaju (Chemat i sur., 2017a). UAE je vrlo korisna za ekstrakciju mnogih bioaktivnih
spojeva jer daje visoke prinose bez ometanja integriteta spojeva, budu¢i da se temperatura
kontrolira tijekom cijelog postupka ekstrakcije (Dey i Rathod, 2013). Ultrazvuéni valovi spadaju
u zvucne valove frekvencija viSih od 16 kHz, tj. iznad praga €ujnosti ljudi, §to je prikazano na

slici 8 (Dujmi¢ i sur., 2013).
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Slika 8. Raspodjela frekvencijskog podru¢ja (prema Dujmic i sur., 2013)

Ultrazvuk se moze podijeliti na ultrazvuk visokog i ultrazvuk niskog intenziteta. Ultrazvuk
niskog intenziteta ili dijagnosticki ultrazvuk radi na frekvencijama vis§im od 2 MHz (Mason i
Luche, 1996). Ne uzrokuje fizicke ni kemijske promjene u svojstvima medija na koji je
primijenjen te se iz tog razloga smatra neinvazivnom tehnikom, a koristi se kao analiticka
tehnika. Ultrazvuk visokog intenziteta radi u rasponu frekvencija od 20 do 100 kHz te moze
uzrokovati fizicke promjene na materijalu i odredene kemijske reakcije u materijalima na kojima
je primijenjen (Rezek Jambrak i sur., 2010; Povey i Mason, 1998).

Tijekom Sirenja zvu¢nog vala kroz teku¢i medij nastaju longitudinalni valovi §to dovodi
do izmjenic¢nih ciklusa kontrakcije i ekspanzije te ekspanzivnih vrtloga. Rezultat oscilacija tlaka
u mediju je oscilacija mjehuri¢a koji uvijek u fazi ekspanzije malo viSe narastu nego §to se
smanje tijekom faze kompresije (Suslick, 1990). U trenutku kada mjehuri¢ dosegne kriti¢nu
veli¢inu, on ne moze viSe efikasno apsorbirati energiju te se Supljina ne moze samoodrzavati i
mjehuri¢ se urusi sam u sebe (Suslick, 1994). Kavitacija ukljuCuje stvaranje, rast i snazno
puknuée mjehurica ili praznina u tekucini kao rezultat fluktuacije tlaka. Upravo zbog efekta
kavitacije ultrazvuk visoke snage dovodi do oStecenja stijenke na materiju koje rezultira
poboljsanim prijenosom mase i olak§anim prodiranjem otapala u materijal te samim time i do
veceg prinosa ekstrakcije (Vinatoru, 2001).

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom moze se provoditi na dva nacina:

e uultrazvucnoj kupelji;
e U uredaju odredene snage i frekvencije ultrazvuka primjenom sonde direktno
uronjene u medij koji zelimo ekstrahirati.
U laboratorijima se Ceste koriste ultrazvucne kupelji zbog svoje dostupnosti i cijene. Elementi
pretvornika smjeSteni su na dnu spremnika, a vecina ultrazvu¢nih kupelji radi u frekvencijskom

rasponu od 20 do 40 kHz, iako postoje 1 izvedbe u viSem frekvencijskom podrucju (Brn¢i¢ 1 sur.

13



2009).

Optimizacija procesa ekstrakcije vrlo je vazna kako bi se postigli najbolji prinosi
ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. Parametri koji se moraju pravilno odabrati i uzeti u
obzir su: amplituda (%), ciklus (%), frekvencija (kHz) i nazivna izlazna energija (W) (Brn¢i¢ i
sur., 2010; Herceg i sur., 2009).

2.3.2.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Mikrovalovi su neioniziraju¢i elektromagnetski valovi gradeni od dva medusobno
okomita oscilirajuca polja: elektricnog i magnetnog polja. Frekvencijskog su raspona od 300
MHz do 300 GHz, a valna duljinaim je od 1 mm do 1 m (Wang i Weller, 2006). Imaju ograni¢eni
energetski potencijal i ne mogu uzrokovati promjene u strukturama tvari, ve¢ uzrokuju samo
porast temperature zbog titranja 1 sudara Cestica jednih u druge. Ovaj efekt mikrovalova
iskoriSten je za kuhanje i suSenje pomoc¢u mikrovalnih peé¢nica (Bleki¢ i sur., 2011).

MAE djeluje na nacin da mikrovalovi zagrijavaju cijeli uzorak istovremeno i dolazi do
pucanja vodikovih veza ¢ime se potie rotacija dipola. Kretanje otopljenih iona pospjesuje
prodiranje otapala u matriks te se tako poboljsava otapanje (Eskilsson i Bjorklund, 2000).
Prednosti ove nove tehnike ekstrakcije su: znacajno smanjeno vrijeme ekstrakcije, smanjena
upotreba otapala, ve¢i prinosi, automatizacija procesa ¢ime se postize preciznost, pogodna za
termolabilne sastojke, moguc¢nost ekstrakcije sastojaka u tragovima, mijeSanje tijekom postupka
Sto poboljSava fenomen prijenosa mase. Uredaji za mikrovalnu ekstrakciju sadrZe kombinaciju
ekstrakcije po Soxhletu i mikrovalne peénice, ¢ime se povecava efikasnost ekstrakcije (Mandal
i sur., 2007).

Danas se najviSe koriste dvije vrste komercijalnih sustava mikrovalne ekstrakcije
(Kaufmann i Christen, 2002):

e Ekstrakcija u zatvorenim posudama pri kontroliranom tlaku i temperaturi — pri
uvjetima niske ili visoke temperature, tlak ovisi o koli¢ini i vreliStu otapala
(Cravotto i sur., 2008)

e Ekstrakcija u mikrovalnim peénicama pri atmosferskom tlaku

Na efikasnost mikrovalne ekstrakcije veliki utjecaj imaju veli¢ina cestica i njihova

raspodjela i tijekom procesa temperatura mora biti to¢no definirana zbog ocuvanja stabilnosti
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termolabilnih sastojaka (Eskilsson i Bjorklund, 2000). Povisenjem temperature poveéava se
efikasnost ekstrakcije samo ukoliko je odabrana temperatura optimalna pri dobro odredenoj
snazi mikrovalova (Bleki¢ i sur., 2011). Otapalo je takoder jos jedan vrlo bitan faktor efikasnosti
ekstrakcije, a izbor ovisi o topljivosti zeljenog ekstrakta, o interakciji izmedu otapala 1 matriksa
te 0 svojstvima otapala da upijaju mikrovalove — pozeljno je da otapala imaju visoku dielektri¢nu
konstantu te mogu dobro upijati energiju mikrovalova (Bousbia i sur., 2009). Zbog ovih
Cinjenica, za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima najce$¢e se koriste otapala poput
etanola, metanola i vode jer su dovoljno polarna pa se mogu zagrijavati (Brachet i sur., 2002).
Snaga mikrovalova treba biti dobro odabrana da bi se smanjilo vrijeme postizanja potrebne
temperature, a da pritom ne dode do pregrijavanja sustava ili prevelikog tlaka u zatvorenom
sustavu. Snage koje se najcesce koriste su: 600 W — 1000 W kod zatvorenog sustava te 250 W

kod otvorenog sustava (Kaufman i Christen, 2002).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorak

Istrazivanje je provedeno na uzorcima algi izronjenih na podrucju Zadarskog arhipelaga u
studenom 2021. godine. Nakon dostavljanja uzoraka u laboratorij alge su najprije isprane u
slatkoj, a potom u destiliranoj vodi te osusene postupkom liofilizacije na liofilizatoru. Primarno
susenje (sublimacija) provedeno je pri vakuumu 0,130 - 0,155 hPa i temperaturi od —30 do 0
°C/18 sati, a izotermna desorpcija pri 20 °C/6 sati. Pomocu elektricnog mlinca osusene alge su
samljevene u prahove pohranjene u staklene posude i ¢uvani u mraku pri sobnoj temperaturi do

provodenja daljnjih analiza.

3.1.2. Kemikalije

% Etanol, 96 %-tni (Lach-ner s.r.o., Neratovice, Ceska)
% DPPH > 85 % (2,2,-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sigma-Aldrich, St Louis, SAD)
% Metanol, > 99,9 %-tni (Fisher Chemical, Trinidad i Tobago)
¢ Redestilirana voda pro¢is¢ena na uredaju MilliQ (Millipore, SAD)
% Trolox (6—hidroksi—2,5,7,8—tetrametilkroman—2—uglji¢na kiselina) (Sigma-Aldrich, St
Louis SAD)
% Kalijev persulfat > 99 % (Kemika, Hrvatska)
% ABTS (AppliChem, Njemacka)
< Metil tert-butil eter (Lach-ner s.r.o., Neratovice, Ceska)
% Standardi:
e «-karoten (Sigma-Aldrich, St Louis, SAD)
e [-karoten (Sigma-Aldrich, St Louis, SAD)
e Lutein (ChromaDex, Los Angeles, SAD)
e fukoksantin (Sigma-Aldrich, St Louis, SAD)
e ksantaksantin (Sigma-Aldrich, St Louis, SAD)
e zeaksantin (Biosynth Ltd, Berkshire, Velika Britanija)
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e klorofil a (Sigma-Aldrich, St Louis, SAD)
e Kklorofil b (Sigma-Aldrich, St Louis, SAD)

3.1.3. Aparatura

% Analiticka vaga (Sartorius m-power, Sartorius, Italija)

% Liofilizator (CoolSafe, Model: 55-9 PRO, Labogene, Danska)

¢ Elektriéni mlinac (CM 3260, Grundig, Njemacka)

¢ Ultrazvucna kupelj (Elmasonic P, Elma, Njemacka)

% Uredaj za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima (ETHOS EASY, Milestone Srl,
Italija)

%+ Spektrofotometar (UV-VIS spektrofotometar Uviline 9400, Secomam, Francuska)

%+ HPLC (1260 Infinity, Agilent Technologies, SAD)

3.1.4. Pribor

++ Staklene posude

% Staklene epruvete

++ Stalci za epruvete

*» Plasti¢ne zliCice

% Parafilm

%+ Odmjerne tikvice volumena 5 mL, 25 mL i 100 mL
% Filter-papir

+ Falcon epruvete volumena 25 mL

+» StaniCevina

% Staklene kivete

% Automatske mikropipete volumena 1-10 uL, 10-100 puL, 100-1000 pL
s Stakleni lijevak

+» Staklene ¢ase

¢ Aluminijska folija
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3.2. EKSTRAKCIJA PIGMENATA

3.2.1. UAE

Odvaze se po 1 g usitnjenog uzorka algi na analiti¢koj vagi. Odvagani uzorak se prebaci
u staklenu epruvetu i doda 10 mL 96 %-tnog etanola. Staklene epruvete s uzorcima i otapalom
se zatim pokriju parafilmom. Epruvete svih algi se stave u ultrazvuénu kupelj (slike 91 10) te se

na njoj postave uvjeti ekstrakcije: temperatura, vrijeme i snaga prema planu eksperimenta

prikazanom u tablici 1.

Tablica 1. Uvjeti provodenja UAE i MAE pigmenata iz algi Dictyota fasciola, Dictyota

dichotoma, Cutleria multifida, Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis

EKSTRAKCHNSKA | TEMPERATURA | VRIJEME SNAGA
TEHNIKA (°C) (min.) (W)
30 25 530
UAE
50 30 400
30 25 530
MAE
50 30 400

Slika 9. Ultrazvuéna kupelj (vlastita fotografija)
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Slika 10. Staklene epruvete s uzorcima u ultrazvuénoj kupelji (vlastita fotografija)

Nakon provedene ekstrakcije sadrzaj se profiltrira kroz filtar papir Whatman br. 40
(Whatman International Ltd., Velika Britanija) u odmjernu tikvicu od 25 mL te se nadopuni 96
%-tnim etanolom do oznake. Ekstrakti se prebace u falcon epruvete i skladiste na +4 °C do

provodenja daljnjih analiza.

3.2.2. MAE

Na analitickoj vagi odvaze se po 1 g uzorka algi direktno u ekstrakcijski cilindar. Nakon
toga se u tuljac doda 20 mL 96 %-tnog etanola i magnetic¢ te se tuljac montira i stavi u uredaj
(slika 11 i 12). U jedan od tuljaca stavi se 20 mL cistog etanola i magneti¢ zbog kontinuiranog
mijesanja tuljaca unutar uredaja. Zatim se postave uvjeti ekstrakcije prema planu eksperimenta

prikazanom u tablici 1.

Slika 11. Uredaj za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima (vlastita fotografija)
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Slika 12. Dijelovi aparature za mikrovalnu ekstrakciju (vlastita fotografija)

Nakon provedene ekstrakcije sadrzaj tuljca prebaci se u odmjernu tikvicu od 25 mL preko
filter papira te nadopuni do oznake 96 %-tnim etanolom. Ekstrakti se prebace u falcon epruvete

1 skladiSte na temperaturi od +4 °C do provodenja daljnjih analiza.

3.2.3. HPLC odredivanje klorofila i karotenoida

Odredivanje pigmenata u uzorcima ekstrakata algi provelo se prema metodi koju su opisali
Castro-Puyana i sur. (2017) u aparaturi koja se moze vidjeti na slici 13. Prije upotrebe mobilne
faze (A, B) se ozrafe U ultrazvucnoj kupelji. Odredivanje klorofila i karotenoida primjenom
opisane metode temelji se na gradijentnoj eluciji, tijekom koje se ekstrahirani klorofili i
karotenoidi eluiraju u nizu padajuce polarnosti. Klorofili se snimaju pri 660 nm, a karotenoidi

pri 450 nm.

Parametri kromatografske analize:

Kolona: C30, 5um (250 x 4,6 mm 1.D.)
Pretkolona: DevelosilGuard

Pokretna faza: otapalo A:  MeOH:Metil tert-butileter:voda (90:7:3)
otapalo B: MeOH: Metil tert-butil eter (10:90, v/v)
Detektor: UV/VIS PDA

Eluiranje: gradijentno (prikazano u tablici 2)
Temperatura: 35°C

Vrijeme trajanja: 52 min
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Injektirani volumen:
Protok:

10 uL
0,8 mL/min

Vrijeme uravnotezenja kolone: 2 min

Tablica 2. Gradijent za HPLC-UV/VIS/PDA analizu Kklorofila i karotenoida (Castro-Puyana i

sur., 2017)
t(min) otapalo A otapalo B protok (mL/min)
0 100 0 0,8
20 70 30 0,8
35 50 50 0,8
45 20 80 0,8
50 0 100 0,8
52 100 0 0,8

Identifikacija ekstrahiranih pigmenata provedena je usporedivanjem vremena zadrzavanja

i spektralnih podataka s onima autenti¢nih standarda (a- i B-karoten, lutein, fukoksantin,

ksantaksantin, zeaksantin klorofil a i Klorofil b,), a u slucaju da je standard nedostupan -

usporedivanjem apsorpcijskog spektra navedenog u literaturi. Kvantifikacija klorofila i

karotenoida izracunata je koriste¢i metodu vanjskog standarda pomocu kalibracijskih krivulja

za a-karoten, B- karoten, lutein, fukoksantin, ksantaksantin, zeaksantin, klorofil a i klorofil b

(tablica 3).

Tablica 3. Jednadzbe bazdarnih pravaca za standarde koriStene u HPLC analizi

Standard Jednadzba pravca Koeficijent determinacije, R?
o-karoten y=75,312x 0,9896
B- karoten y=374,11x 0,9927
lutein y=11,86x 0,9834
fukoksantin y=51,483x 0,9996
ksantaksantin y=18,061x 0,9847
zeaksantin y=85,609x 0,9989
klorofil a y=35,932x 0,9896
klorofil b y=13,326x 0,9683

[1]
[2]
[3]
[4]
[5]
[6]
[7]
[8]
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Slika 13. HPLC aparatura (vlastita fotografija)

3.2.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Antioksidativni kapacitet 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 stabilnoga DPPH u prisustvu antioksidansa pri ¢emu dolazi do promjene boje iz

ljubicaste u zutu. Apsorbancija se mjeri na 517 nm.

Postupak odredivanja:

Prije pocetka odredivanja antioksidacijskog kapaciteta pripremi se 0,5 mM otopina DPPH
tako da se 0,02 grama DPPH otopi u metanolu u odmjernoj tikvici od 100 mL, a zatim se
nadopuni metanolom do oznake. U staklenu epruvetu otpipetira se 1 mL ekstrakta uzorka algi,
1 mL metanola, 0,5 mL 0,5 mM otopine DPPH te se ostavi stajati 20 minuta pri sobnoj
temperaturi u mraku. Nakon 20 minuta mjeri se apsorbancija pri 517 nm. Slijepa proba priprema

se na isti nacin, no osim 1 mL ekstrakta, dodaje se | mL metanola.

Izrada bazdarnog pravca:

Bazdarni se pravac izraduje s razrijedenim otopinama Troloxa poznate koncentracije: 0,
25,50, 100, 200 1 300 uM 1 na temelju izmjerenih apsorbancija pri 517 nm dobije se jednadzba
pravca (slika 14).
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Slika 14. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 517 nm o koncentraciji Troloxa

Na temelju dobivenih rezultata, jednadZzba pravca glasi:

y=-0,0014 - x + 1,0164 R?=1 [9]
Gdje je:
y — apsorbancija uzorka pri 517 nm

X — ekvivalent Troloxa (M)

3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Antioksidativni kapacitet ekstrakata algi odreden je 1 prema metodi koju su opisali
Pellegrini i sur. (2003). Metoda se temelji na sposobnosti molekula antioksidansa da uhvati
ABTS, plavo zeleni kromofor sa karakteristicnom apsorbancijom na 734 nm, ¢ime reducira

ABTS i uzrokuje njegovo obezbojenje.
Reagensi:
1. 140 mM otopina kalijeva persulfata (K2S20s),

2. 7mM otopina ABTS™*
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3. 96 %-tni etanol (v/v).

Priprema reagensa:

1.dan

1. 140 mM otopina kalijeva persulfata, K2S20g (0,1892 g K2S20s izvaze se u tikvicu od 5
mL i otopi u destiliranoj vodi),

2. 7 mM ABTS otopina (0,0192 g ABTS reagensa otopi se u tikvici od 5 mL, te nadopuni
destiliranom vodom do oznake),

3. stabilna ABTS " otopina; Pripremi se tako da se 88 uL. K2S>0g otopine prenese u tikvicu
od 5 mL u kojoj je ABTS otopina. Dobro se promijesa, zatvori i ¢uva na sobnoj
temperaturi u mraku 12-16 sati, zamotano u Al-foliju. Kona¢na koncentracija K2S>Og pri

tome je 2,45 mmol/L.

2. dan

Na dan provodenja analiza, priprema se 1 %-tna otopina ABTS"*; 250 uL. ABTS " otopine

otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni etanolom do oznake.

Podesava se koncentracija ABTS " tako da apsorbancija pri 734 nm iznosi 0,70 = 0,02.
Pripremljena otopina koristi se za spektrofotometrijsko odredivanje.
Postupak odredivanja:

40 pL razrijedenog uzorka pomijesa se sa 4 mL 1 %-tnog ABTS"* te se nakon 1 minute

mjeri apsorbancija na 734 nm. Za slijepu probu koristi se etanol. Rezultati su izraZzeni kao umol

TE/100 g uzorka.

Izrada bazdarnog pravca:

Bazdarni pravac (slika 15) izraduje se s razrijedenim otopinama Troloxa poznate
koncentracije. Od otopina tih koncentracija otpipetira se 40 puL svake i 4 mL 1 %-tne otopine
ABTS. Kod slijepe probe umjesto Troloxa otpipetira se 40 pL etanola. Oduzimanjem

apsorbancije pri 734 nm uzorka od apsorbancije slijepe probe dobije se vrijednost AA.

24



90

80

70

60

50

734 nm

40

A=

30
y=0,2679x + 0,0081
20

10

0 50 100 150 200 250 300 350

Koncentracija troloxa (mM)

Slika 15. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 734 nm o koncentraciji Troloxa

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

y =0,2679 - x + 0,0081 R?=0,9989 [10]
Gdje je:
y = izmjerene vrijednosti apsorbancije

x = ekvivalent Troloxa (mmol/L)

3.2.6. Obrada podataka

Statisticka obrada rezultata provedena je racunalnim programom Microsoft Office Excel
2019 (Microsoft, Redmond, SAD) i Statistica 12 (StatSoft Inc., Tulsa, SAD). Parametri analize
bili su: ekstrakcijska tehnika (UAE i MAE), temperatura (30 i 50 °C), vrijeme (25 i 30 minuta)
te snaga (400 i 530 W), dok su zavisne varijable bili maseni udjeli klorofila i karotenoida te
antioksidacijska aktivnost odredena DPPH i ABTS metodom. Kontinuirane varijable analizirane
su pomoc¢u multivarijantne analize varijance (MANOVA) dok su grani¢ne srednje vrijednosti
usporedene Tukeyeovim LSD testom viSestrukog usporedivanja. Razina znacajnosti za sve

testove je bila a < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Klorofili i karotenoidi imaju brojne pozitivne ucinke na zdravlje. Njihova ucinkovitost
izolacije i1z razli¢itih matriksa ovisi o metodi ekstrakcije, a time 1 o koriStenom otapalu, trajanju
ekstrakcije te temperaturi na kojoj je provedena ekstrakcija. Stoga je optimizacija parametara
razli¢itih metoda ekstrakcije vrlo vazna jer se na taj nacin smanjuje utrosak energije i otapala, a

samim time i cijena procesa.

U ovome radu provedena je ekstrakcija klorofila i karotenoida iz uzoraka algi Dictyota
fasciola, Dictyota dichotoma, Cutleria multifida, Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis
primjenom MAE i UAE.

S ciljem optimiranja uvjeta ekstrakcije, radi dobivanja najveéeg prinosa pigmenata,
varirani su sljedeci parametri ekstrakcije: temperatura (30 i 50 °C), vrijeme ekstrakcije (251 30
min) i snaga (500 i 430 W), a u obje vrste ekstrakcije kao ekstrakcijsko otapalo koristen je 96
%-tni etanol.

Nakon tretiranja uzoraka mikrovalovima i ultrazvukom, u dobivenim ekstraktima
provedeno je kromatografsko odredivanje pojedinacnih klorofila i karotenoida primjenom
HPLC-UVVIS/DAD metode i odredivanje antioksidacijske aktivnosti primjenom DPPH i
ABTS metode. Svi dobiveni rezultati obradeni su u MS Excel programu te prikazani tabli¢no
kao srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja + standardna devijacija. Nadalje, provedena
je statisticka obrada u programskom sustavu Statistica 12.0, a rezultati statisticke analize
prikazani su kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Svi prikazani rezultati usporedeni su

sa rezultatima istrazivanja koja su se bavila slicnom problematikom.
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Tablica 4. Rezultati HPLC odredivanja karotenoida i klorofila u etanolnim ekstraktima lista algi Dictyota fasciola (D.F.), Dictyota dichotoma
(D.D.), Cutleria multifida (C.M.), Fucus virsoides(F.V.) i Dasycladus vermicularis (D.V.) dobivenim pomo¢u UAE i MAE pri temperaturama
30150 °C, trajanju od 25 i 30 minuta i snazi ultrazvuka i mikrovalova 400 i 530 W*

fukoksantin  neoksantin neoksantin lutein lutein zeaksantin  zeaksantin  klorofil a klorofil a klorofil b klorofil a klorofil a
UZORAK (derivat 1)  (derivat 2) (derivat) (derivat) (derivat 1)  (derivat 2) (derivat 3)  (derivat 4)
mg/100 g

D.F. 3,22+0,20 4,63+0,35 4,16+0,23 1,19+0,10 1,07+0,20 0,14+0,02 0,45+0,07 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 6,65+0,87 1,14+0,25

;JOAOE D.D. 4,90+0,24 2,67+0,25 4,95+0,23 0,00+0,00 1,28+0,09 0,05+0,01 0,29+0,02 0,00+0,00 0,65+0,23 0,00+0,00 6,67+0,06 1,13+0,14
25 min | C.M. 1,75+0,09 1,03+0,19 1,87+0,08 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,12+0,06 0,00+0,00 0,59+0,19 0,00+0,00 2,90+0,24 0,53+0,06
530 W F.V. 0,85+0,18 0,83+0,09 1,14+0,10 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,13+0,02 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 2,27+0,04 0,00+0,00
D.V. 0,11+0,05 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,17+0,02 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,99+0,10 0,00+0,00

D.F. 1,62+0,10 2,93+0,12  1,71+0,06  0,00+0,00  1,17+0,15 0,00+0,00  0,23+0,03  0,00+0,00  0,00+0,00  0,00+0,00  3,57+0,32  0,47+0,05

e | DD. 427:025 2835020 398:020 000000 000+0.00 004:0.01 024009 000:0.00 052:006 0005000 597041  0,84:0,13
30 min | C-M. 1,12+0,08 0,74+0,06 1,11+0,11 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,30+0,14 0,00+0,00 2,10+0,08 0,26+0,32
400W | F.V. 1,71£0,05  1,42+0,35  2,36+0,18  0,00+0,00  0,00+0,00  0,00+0,00  0,26+0,10  0,00+0,00  0,00£0,00  0,00+0,00  4,50+0,04  0,00+0,00
D.V. 0,46+0,06 0,37+0,02  0,64+0,02  0,00+0,00  0,00+0,00  0,59+0,04 0,17+0,06 0,65+0,08 0,00£0,00  0,00+0,00  3,26+0,10  0,00+0,00

D.F. 8,19+0,30 7,45+0,55 12,44+0,98 0,00+£0,00 4,84+0,32  0,45+0,04 1,20+0,12  0,00+0,00  0,39+0,02  0,65+0,05 16,22+0,98 2,99+0,21

';/(I)A‘:E D.D. 17,59+1,00  7,22+0,69 16,93+1,25 1,54+0,26  3,09+0,26  0,41+0,03  1,03+0,07 0,00+£0,00  3,50+£0,19  2,85+0,16 21,21+2,00 4,24+0,30
25 min | C-M. 6,53+0,24 2,97+0,27  7,86x0,40  0,37+0,02  0,00+0,00  0,00+0,00 0,42+0,06  0,00+£0,00  3,30+0,21  1,29+0,07  9,53+0,14  1,90+0,04
S30W | F.V. 5,21+0,15 0,00+0,00  5,56+0,21  0,00+0,00  0,00+0,00  0,18+0,01  0,98+0,18  0,00£0,00  0,00£0,00  0,00£0,00 13,87+0,65 0,27+0,04
D.V. 0,55+0,09 0,62+0,07 0,88+0,05 0,00+0,00  0,00+0,00  1,00+0,06  0,34+0,02  1,05+0,14 0,00£0,00 0,56+0,12  5,25+0,32  0,42+0,06

D.F. 5,73+0,10 6,43+0,99 7,92+0,32 0,67+0,15 2,79+0,23 0,32+0,02 0,80+0,09 0,00+0,00 0,00+£0,00 31,71+3,67 1,68+0,62 0,00+0,00

';/(I)A(,‘E D.D. 16,64+120 8,69+0,96 14,09+0,86 1,51+0,22  3,06+0,18  0,40+0,03  1,08+0,17  0,00+0,00  0,15+0,03  0,43+0,09 0,17+0,08  0,17+0,02
30 min | C-M. 3,24+0,25 1,81+£0,10  3,35+0,23  0,21+0,03  0,00£0,00  0,00£0,00  0,22+0,09  0,00+£0,00  1,00+£0,21  0,54+0,17  5,25+0,63  0,93+0,10
40W | FV. 4,71+0,19 5,07+0,25  0,00+£0,00  0,00+0,00  0,00+0,00  0,15+0,03  0,86+0,04  0,00+0,00  0,00+0,00  0,00+0,00 12,38+0,74  0,00+0,00
D.V. 0,54+0,03 0,00£0,00  0,93+0,09 0,00+£0,00  0,00+0,00  0,94+0,07 0,28+0,08  1,01+0,19  0,00£0,00  0,50+0,05 5,01+0,26  0,32+0,04

*Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija
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Prema dobivenim rezultatima prikazanim u tablici 4 moze se vidjeti da je HPLC metodom
u ekstraktima algi identificirano 12 pigmenata koji su odredeni u rasponima: fukoksantin od
0,11+0,05 do 17,59+1,00 mg/100 g, neoksantin (derivat 1) do 8,69+0,96 mg/100 g, neoksantin
(derivat 2) do 16,93+1,25 mg/100 g, lutein do 1,54+0,26 mg/100 g, lutein (derivat) do 4,84+0,32
mg/100 g, zeaksantin do 1,00+0,06 mg/100 g, zeaksantin (derivat) do 1,20+0,12 mg/100 g,
klorofil a (derivat 1) do 1,05+0,14 mg/100 g, klorofil a (derivat 2) do 3,50+0,19 mg/100 g,
klorofil b do 31,71+3,67 mg/100 g, klorofil a (derivat 3) od 0,17+0,08 do 21,21+2,00 mg/100 g
i klorofil a (derivat 4) do 4,24+0,30 mg/100 g. Klorofil b odreden je u najvecoj koncentraciji
(31,71£3,67 mg/100 g), i to u ekstraktu alge Dictyota dichotoma nakon provedene MAE pri 50
°C, 30 minuta i 400 W.

Promatrajuéi rezultate svih ekstrakata algi vidljivo je da su najzastupljeniji pigmenti
klorofil a (derivat 3), zatim neoksantin (derivat 2), fukoksantin i neoksantin (derivat 1), a
najmanje zastupljeni klorofil a (derivat 1), zeaksantin, lutein i derivat zeaksantina.

Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima istrazivanja koje su proveli Deyab i sur. (2017)
gdje navode Kklorofil a kao najzastupljeniji pigment (55 % ukupnog sadrzaja pigmenata) u algi
Dictyota dichotoma.

Ekstrakti alge Dicytota dichotoma prosje¢no su sadrzavali najvece koli¢ine pigmenata u
odnosu na ekstrakte drugih algi, zatim slijede ekstrakti vrste Dictyota fasciola koji su takoder
sadrzavali relativno visoke koli¢ine pigmenata. Manje koli¢ine odredene su u ekstraktima vrsti
Culteria multifida i Fucus virsoides, a daleko najmanje koli¢ine pigmenata odredene su u svim
ekstraktima zelene alge Dasycladus vermicularis.

U istrazivanju koje su proveli Heriyanto i sur. (2017) na smedim algama Dictyota dentata,
Padina australis, Sargassum crassifolium i Turbinaria conoides HPLC metodom dobivene su
koncentracije klorofilaa od 1,70+0,37 do 7,89+0,59 mg/g suhe tvari i fukoksantina od 0,43+0,11
do 4,11+0,55 mg/g suhe tvari. Rezultati njihovog istrazivanja pokazali su da su koncentracije
pigmenata alge Dictyota dentata bile vise od dva puta vece od koncentracija u ekstraktima
drugih algi, $to se podudara sa rezultatima naSeg istrazivanja gdje su ekstrakti vrsti Dictyota
dichotoma i Dictyota fasciola sadrzavali daleko vece koncentracije pigmenata od ekstrakata algi
Cutleria multifida i Fucus virsoides. Stoga se moze zakljuciti da su alge iz porodice
Dictyotaceae dobri potencijalni izvori pigmenata za industrijsku proizvodnju jer su gradene od
mekih i tankih razgranatih talusa iz kojih se lako ekstrahiraju pigmenti (Heriyanto i sur., 2017)

Usporedbom dobivenih rezultata pokazalo se da je ekstrakcijom potpomognutom

28



mikrovalovima pri istim parametrima ekstrakcije kao i UAE dobiven veéi prinos pigmenata u
svim ekstraktima algi osim na prinos luteina iz ekstrakta alge Dictyota fasciola i neoksantina
(derivat 1) u ekstrakta alge Fucus virsoides (30 °C, 25 minuta i 530 W) te klorofila a (derivat 3
i 4) iz algi Dictyota fasciola i Dictyota dichotoma, klorofila a (derivat 2) iz ekstrakta alge
Dictyota dichotoma, neoksantina (derivat 2) iz ekstrakta alge Fucus virsoides i neoksantina
(derivat 1) iz ekstrakta alge Dasycladus vermicularis dobivenim pri 50 °C, 30 minuta i 400 W.

Kong i sur. (2014.) su u svom istrazivanju pokazali da su optimizirani uvjeti UAE za
klorofile iz C. vulgaris bili 61,4 °C, 78,7 minuta, 79,4 %-tni etanol i snaga od 200 W.

Povecéanje temperature s 30 na 50 °C, produljenje trajanja ekstrakcije s 25 na 30 minuta te
smanjenje snage ultrazvuka i mikrovalova s 530 na 400 W utjecalo je na povecanje prinosa
pigmenata u ekstraktima, osim u sluéaju derivata luteina u ekstraktu alge Dictyota fasciola,
neoksantina (derivat 1) u ekstraktu alge Dictyota dichotoma i svih identificiranih pigmenata u
ekstraktima algi Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis nakon provedene UAE, te u slucaju
luteina i klorofila b u ekstraktu alge Dictyota dichotoma, neoksantina (derivat 1) u ekstraktima
algi Dictyota dichotoma i Fucus virsoides, zeaksantina (derivat) u ekstraktu alge Dictyota
dichotoma i neoksantina (derivat 2) u ekstraktu alge Dasycladus vermicularis nakon provedene
MAE.

U istrazivanju koje su proveli Razi Parjikolaei i sur. (2014) s ciljem ispitivanja utjecaja
SFE na ekstrakciju karotenoida iz alge Ulva lactuca naveli su da je povecanje temperature imalo

pozitivan utjecaj na koli¢inu ekstrahiranih karotenoida.
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Tablica 5. Rezultati HPLC odredivanja ukupnih karotenoida i klorofila u etanolnim ekstraktima lista algi Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma,
Cutleria multifida, Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis dobivenih pomo¢u UAE i MAE pri temperaturama 30 i 50 °C, trajanju od 25 i 30
minuta i snazi ultrazvuka i mikrovalova 400 i 530 W*

Dictyota fasciola

Dictyota dichotoma

Cutleria multifida

Fucus virsoides

Dasycladus vermicularis

2
3
g T | Vrijeme | Snaga Ukupni Ukupni Ukupni Ukupni Ukupni Ukupni Ukupni Ukupni Ukupni Ukupni
< | (°C) (min) (W) karotenoidi | klorofili | karotenoidi klorofili karotenoidi klorofili | karotenoidi | klorofili karotenoidi klorofili
o
2
mg/100 g

30 25 530 14,98+0,14 | 7,44+0,49 | 14,20+0,15 | 8,22+0,29 4,83+0,13 | 3,71£0,41 | 3,04+0,15 | 2,08+024 | 0,35+0,09 0,88+0,15
L
<
-]

50 30 400 7844020 | 3,95+0,16 | 11,45+0,24 | 7,15+0,18 2,83+0,20 | 2,83+0,25 | 5,82+0,12 | 4,32+0,23 | 2,39+0,24 3,51+0,52
" 30 25 530 34,72+0,40 | 20,06+0,16 | 47,30+0,16 | 31,62+0,11 | 10,43+0,23 | 9,61+0,37 | 11,94+0,07 | 13,89+0,30 | 3,70+0,11 7,48+0,43
<
s

50 30 400 24.35+0,30 | 33,55+0,41 | 47,50+0,37 | 0,85+0,15 8,72+0,14 | 7,82+0,15 | 11,14+0,15 | 13,00+0,13 | 2,94+0,10 7,04+0,31

*Rezultati su izrazeni kao prosjecna vrijednost + standardna devijacija.
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Prema podacima prikazanim u tablici 5 vidljivo je da su udjeli ukupnih karotenoida nakon
provedene UAE odredeni u rasponu od 0,35+0,09 (D. vermicularis) do 14,98+0,14 mg/100 g
(D. fasciola), a ukupnih klorofila od 0,88+0,15 (D. vermicularis) do 8,22+0,29 mg/100 g (D.
dichotoma) dok su nakon provedene MAE ukupni karotenoidi odredeni u rasponu od 2,94+0,10
(D. vermicularis) do 47,50+0,37 mg/100 g (D. dichotoma) te ukupni klorofili od 0,85+0,15 (D.
dichotoma) do 33,55+0,41 mg/100 g (D. fasciola). Koncentracija karotenoida bila je veca od
koncentracije klorofila kod algi Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma i Cutleria multifida sto
upucuje na njihovu vecu zastupljenost u tkivu ovih algi. Kod alge Fucus virsoides odreden je
ve¢i udio ukupnih karotenoida za ekstrakte dobivene s UAE, dok je kod ekstrakata dobivenih s
MAE koli¢ina ukupnih klorofila nesto veca. U slucaju ekstrakata lista alge Dasycladus
vermicularis moze se vidjeti veca zastupljenost ukupnih klorofila. Dobiveni rezultati mogu se
objasniti ¢injenicom da su alge Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma, Cutleria multifida i Fucus
virsoides smede alge koje sadrze i vece koli¢ine karotenoida nego klorofila, dok alga Dasycladus
vermicularis pripada zelenim algama koje su bogatije klorofilima (Burrows, 1991; Bold i sur.,
1987). Ipak, analiziranjem rezultata dobivenih nakon provedenih ekstrakcija iz algi koje
pripadaju razli¢itim taksonomskim skupinama treba se razmotriti i razli¢iti unutarnji i vanjski
utjecaji koji mogu utjecati na njihov sastav. Osim inherentnih karakteristika svake vrste,
ekoloski ¢imbenici kojima su alge izloZene u svom normalnom ekosustavu, kao Sto su svjetlost,
temperatura, salinitet i kemijski sastav morske vode, takoder mogu utjecati na njihov sadrzaj
pigmenata (Lalegerie i sur., 2020). Takoder, manji sadrzaj klorofila moZe biti povezan s
¢injenicom da je etanol slabi inhibitor aktivnosti klorofilaze, §to je moglo dovesti do snizavanja
sadrzaja klorofila u uzorcima 1, posljedi¢no, do niskih rezultata uocenih za koncentracije
klorofila u uzorcima (Connan, 2015).

Moze se primijetiti da su ekstrakti alge Dictyota dichotoma imale najveéi sadrzaj i ukupnih
klorofila 1 ukupnih karotenoida, osim u sluc¢aju ukupnih klorofila dobivenih pomo¢u MAE pri
50 °C, 30 minuta i 400 W $to se moze pripisati njihovoj vecoj osjetljivosti na parametre ove
ekstrakcijske metode.

U istrazivanju koje su proveli Garcia-Perez i sur. (2022) na devet razli¢itih vrsta smedih
algi, koriste¢i etanol kao otapalo, odredene su vrijednosti ukupnih klorofila u rasponu od 14,63

do 38,84 ng/g, sto su znacajno nize vrijednosti od onih dobivenih u ovom istrazivanju.
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Tablica 6. Antioksidacijska aktivnost odredena DPPH i ABTS metodom u ekstraktima algi Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma, Cutleria
multifida, Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis*

’_é‘ Dictyota fasciola Dictyota dichotoma Cutleria multifida Fucus virsoides Dasycladus vermicularis
©
3 Uvjeti
> ekstrakcije DPPH ABTS DPPH ABTS DPPH ABTS DPPH ABTS DPPH ABTS
2
uM TE/100 g uzorka
30 °C
25 min 1636,52+8,47 205,68+6,94 | 1551,75+16,81 116,65+9,63 1631,72+5,06 | 232,69+9,84 | 2960,65+13,32 | 2377,72+11,84 2235,95+8,14 209,06+11,07
I&J 530 W
) 50 °C
30 min 1616,10+12,42 | 233,58+8,32 1583,12+8,56 289,96+7,53 1682,62+12,49 | 546,56+8,24 | 2648,26+7,93 2227,59+6,92 2017,34+9,22 98,32+3,80
400 w
30 °C
25 min 1718,74+7,89 541,66+2,88 1267,48+7,13 1271,42+2,88 2891,34+12,25 | 477,03+8,36 2627,56+7,47 5333,12+5,95 2720,27+8,54 485,83+5,78
i) 530 W
3
50 °C
30 min 1746,27+8,50 | 891,29+8,57 1207,71+8,93 1529,03+2,45 1691,47+3,63 351,09+3,17 | 2468,89+7,95 4476,32+7,90 2790,61+13,16 731,97+5,10
400 W

*Rezultati su izrazeni kao prosje¢na vrijednost + standardna devijacija.
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Nakon provedene UAE u dobivenim ekstraktima odredena je antioksidacijska aktivnost
DPPH metodom te je najniza vrijednost 1551,75+16,81 uM TE/100 g uzorka odredena u
ekstraktima dobivenim iz alge Dictyota dichotoma pri 30 °C, 25 minuta i 530 W, dok je najvisa
odredena u ekstraktima dobivenim iz alge Fucus virsoides pri istim uvjetima (2960,65+13,32
uM TE/100 g uzorka). Najniza vrijednost AOA odredena ABTS metodom bila je u ekstraktima
dobivenim iz alge Dasycladus vermicularis pri 50 °C, 30 minuta i 400 W (98,32+3,80 uM
TE/100 g uzorka), dok je najvisa vrijednost odredena u ekstraktima dobivenim iz alge Fucus
virsoides pri 30 °C, 25 minuta i 530 W (2377,72+11,84 uM TE/100 g uzorka) (tablica 6).

Nakon provedene MAE najniza vrijednost AOA odredena DPPH metodom bila je u
ekstraktima dobivenim iz alge Dictyota dichotoma pri 50 °C, 30 minuta i 400 W (1207,71+8,93
uM TE/100 g uzorka), a najvisa je bila u ekstraktima dobivenim iz alge Cutleria multifida pri
30 °C, 25 minuta i 530 W (2891,34+12,25 uM TE/100 g uzorka). S druge strane, kod najniza
vrijednost AOA odredena ABTS metodom bila je u ekstraktima dobivenim iz alge Cutleria
multifida pri 50 °C, 30 minuta i 400 W (351,09+3,17 uM TE/100 g uzorka), dok je najvisa
vrijednost bila u ekstraktima dobivenim iz alge Fucus virsoides pri 30 °C, 25 minuta i 530 W
(5333,12+5,95 uM TE/100 g uzorka).

Najveci antioksidacijski kapacitet od 5333,12+5,95 uM TE/100 g uzorka, koji je ispitan
ABTS metodom, zabiljezen je kod ekstrakta alge Fucus virsoides dobivenog ekstrakcijom
potpomognutom mikrovalovima pri 30 °C, 25 minuta i 530 W. S druge strane, najmanji
antioksidacijski kapacitet od 98,32+3,80 uM TE/100 g uzorka zabiljezen je kod alge Dacysladus
vermicularis gdje je koriStena ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom pri 50 °C, 30 minuta i 400
W, a odreden je ABTS metodom.

U slucaju alge Dicyota fasciola najveci antioksidacijski kapacitet odredene je DPPH
metodom za ekstrakte dobivene pomocu mikrovalne ekstrakcije na 50 °C, 30 minuta i 400 W.
Ekstrakti alge Dictyota dichotoma imali su najveci antioksidacijski kapacitet kada su bili
dobiveni ultrazvu¢nom ekstrakcijom na 50 °C, 30 minuta i 400 W kada je uzorak ispitan DPPH
metodom. Kod alge Cutleria multifida najvec¢i kapacitet odreden je DPPH metodom kod
ekstrakata dobivenih pomoc¢u mikrovalova na 30 °C, 25 minuta i 530 W. Ekstrakti Dasycladus
vermicularis su najveci antioksidacijski kapacitet imali takoder kada se koristila mikrovalna
ekstrakcija i DPPH metoda, no pri 50 °C, 30 minuta i 400 W.

Mnoga istrazivanja pokazala su da razli¢ite alge imaju visoku antioksidacijsku aktivnost

iako rezultati variraju zbog utjecaja okoliSa, odnosno zbog razli¢itog podrijetla algi, uzgoja,
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prisutnosti razli¢itih bioaktivnih spojeva te zbog razli¢itih uvjeta i metoda ekstrakcije (Frazzini

i sur., 2022).

Gotovo svi ekstrakti algi imali su vecu antioksidacijsku aktivnost dobivenu DPPH

metodom nego ABTS metodom, §to se podudara s istrazivanjem koje su proveli Dang i sur.

(2018) na smedim algama.

Mikrovalna ekstrakcija pokazala se boljom u odnosu na ultrazvuénu pri istim uvjetima za

istu algu, osim u slucaju alge Fucus virsoides za DPPH metodu pri oba uvjeta, alge Dictyota
dichotoma za DPPH metodu na 30 °C, 25 minuta i 530 W, te kod alge Cutleria multifida za
ABTS metodu pri 50 °C, 30 minuta i 400 W.

Tablica 7. Pojedinacni utjecaj postupka ekstrakcije, temperature, vremena ekstrakcije i snage
ultrazvuka i mikrovalova na masene udjele karotenoida u ekstraktima lista algi Dictyota fasciola,

Dictyota dichotoma, Cutleria multifida, Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis*

Dictyota Dictyota Cutleria Fucus Dasycladus
fasciola dichotoma multifida virsoides vermicularis
Postupak N p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01
UAE 4 11,41+2,572 12,82+0,572 3,83+0,542 4,43+0,3592 1,37+0,452
MAE 4 29,53+2,57° 47,40+0,57° 9,58+0,54" 11,54+0,359° 3,32+0,452
T (°C) p=0,28 p=0,93 p=0,46 p=0,75 p=0,54
30 4 24,85+5,262 30,75+10,002 7,63+1,66% 7,49+2,128 2,03+£2,128
50 4 16,09+5,262 29,47+10,002 5,77+1,662 8,48+2,122 2,66+2,122
V(rr?;f:)]e p=0,28 p=0,93 p=0,46 p=0,75 p=0,54
25 4 24,85+5,262 30,75+10,00? 7,63+1,66% 7,49+2,128 2,03+£2,128
30 4 16,09+5,262 29,47+10,002 5,77+1,662 8,48+2,122 2,66+2,12°2
S?Ve\lga p=0,28 p=0,93 p=0,46 p=0,75 p=0,54
400 4 16,0945,26%  29,47+10,00? 5,77+1,66° 8,482,122 2,66+2,122
530 4 24,85+5,262 30,75+10,002 7,63+1,662 7,49+2,128 2,03+2,12¢°

*Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska u mg/100 g

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

Rezultati statisticke analize su pokazali da na udio ukupnih karotenoida u ekstraktima lista
algi Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma, Cutleria multifida, Fucus virsoides i Dasycladus

vermicularis znacajno utje¢e metoda ekstrakcije (p < 0,05), dok parametri temperature i trajanja
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ekstrakcije te snage ultrazvuka i mikrovalova nemaju znacajan utjecaj (tablica 7).

Tablica 8. Pojedinac¢ni utjecaj postupka ekstrakcije, temperature, vremena ekstrakcije i snage
ultrazvuka i mikrovalova na masene udjele klorofila u ekstraktima lista algi Dictyota fasciola,

Dictyota dichotoma, Cutleria multifida, Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis*

Dictyota Dictyota Cutleria Fucus Dasycladus
fasciola dichotoma multifida virsoides vermicularis
Postupak N p<0,01 p=0,37 p<0,01 p<0,01 p<0,01
UAE 4 5,70+2,852 7,69+6,28°  327+0,43*  3,20+0,50° 2,20+0,56°
MAE 4  26,80+2,85"  16,23£6,28%  8,72+0,43° = 13,45+0,50P 7,26+0,56°
T (°C) p=0,61 p=0,06 p=0,57 p=0,88 p=0,63
30 4 13,75+6,60°  19,92+4,95%  6,66£1,58°  7,99+3,007 4,18+1,532
50 4 18,75+6,60°  4,00+4,95° = 533+1,58°  8,66%3,00 5,28+1,532
V(rrgfr:?e p=0,61 p=0,06 p=0,57 p=0,88 p=0,63
25 4 13,75+6,60°  19,92+4,95% = 6,66£1,58°  7,99+3,007 4,18+1,532
30 4 18,75+6,60° = 4,00+4,95° = 533+1,58°  8,66%3,00° 5,28+1,53%
Shaga p=0,61 p=0,06 p=0,57 p=0,88 p=0,63
(W)
400 4 18,75+6,60°  4,00+4,95°  5,33+1,58°  8,66%3,007 5,28+1,532
530 4 13,75+6,60°  19,92+4,95% = 6,66£1,58°  7,99+3,007 4,18+1,532

*Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska u mg/100 g

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

Rezultati statisticke analize su pokazali da na udio ukupnih klorofila u ekstraktima lista
algi Dictyota fasciola, Cutleria multifida, Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis zna¢ajno
utjeCe metoda ekstrakcije (p < 0,05), dok parametri temperature i trajanja ekstrakcije te snage
ultrazvuka i mikrovalova nemaju znacajan utjecaj. Za algu Dictyota dichotoma pokazalo da se
da metoda, temperatura, trajanje i snaga ultrazvuka i mikrovalova nisu imali zna¢ajan utjecaj na
udio ukupnih klorofila (tablica 8).

Prema podacima prikazanim u tablicama 7 i 8 vidljivo je da se ekstrakcijom
potpomognutom mikrovalovima udio karotenoida 1 klorofila kod svih algi zna€ajno povecao,
Sto se podudara sa rezultatima istrazivanja drugih autora na algama gdje se ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima pokazala u¢inkovitijom u ekstrakciji pigmenata (Fabrowska i

sur., 2018). Najveca razlika u prinosu karotenoida izmedu dviju ekstrakcija zapazena je u slucaju
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alge Dictyota dichotoma. Isti trend zapazen je i kod prinosa ukupnih klorofila, gdje je najveca
razlika u prinosu izmedu ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima vidljiva za algu Dictyota fasciola.

Temperatura je vrlo vazan parametar jer izravno utjece na svojstva otopljene tvari i otapala
(kao S§to su viskoznost, tlak pare i povrSinska napetost). U jednu ruku, porast temperature
povezan je sa smanjenjem vremena i ve¢im prinosom ekstrakcije zbog povecane difuzije otapala
i topljivosti pigmenta (Chemat i sur., 2017b; Camel, 2000). S druge strane, otkriveno je da
daljnja povecanja temperature nisu imala znacajan ucinak na ekstrakciju pigmenata, a
povecanjem preko odredene maksimalne tocke dolazi do raspadanja termolabilnih spojeva
(Gonzalez i sur., 2020). U tablici 7 vidljivo je da se prinos ukupnih karotenoida smanjio
povecanjem temperature S 30 na 50 °C kod vrsta Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma i Cutleria
multifida, dok se kod vrsta Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis blago poveéao. Dobiveni
rezultati su u skladu s rezultatima koje su u svojem istrazivanju dobili Fratianni i sur. (2010) u
kojem je nakon provedene MAE prinos odabranih karotenoida pokazao silazni trend na
temperaturama blizu 60 °C, vjerojatno zbog dominacije njihove razgradnje umjesto ekstrakcije.
Najveca promjena u prinosu karotenoida zabiljezena je kod alge Dictyota fasciola, kod koje je
doslo do smanjenja od 8,76+5,26 mg/100 g. U tablici 8 prikazano je da se prinos ukupnih
klorofila na vecoj temperaturi povecao kod vrsti Dictyota fasciola, Fucus virsoides i Dasycladus
vermicularis, dok se za vrste Dictyota dichotoma i Cutleria multifida prinos smanjio. Do najvece
promjene u prinosu klorofila doslo je kod ekstrakta vrste Dictyota dichotoma, kod koje je doslo
smanjenja prinosa od 15,92+4,95 mg/100 g.

Vrijeme ekstrakcije kljuéni je parametar jer zajedno sa snagom i temperaturom odreduje
potroS$nju energije i u€inkovitost ekstrakcije. Povecanjem vremena ekstrakcije do maksimalne
tocke postizat ¢e se vec¢i prinosi ekstrakcije, a nakon postizanja maksimalne toc¢ke daljnja
povecanja uzrokovat ¢e smanjenje prinosa (Kumar i sur., 2021; Soroush i sur., 2021). To jest,
kada se postigne maksimalni prinos u odredeno vrijeme, postize se ravnotezna koncentracija
ekstrahiranog pigmenta (Romero-Diez i sur., 2019). To Se moze objasniti ¢injenicom da
produljeno trajanje ekstrakcije i produljena izloZenost ultrazvuku ili mikrovalovima mogu
dovesti do razgradnje termolabilnih spojeva ili oksidativne degradacije ekstrahiranih spojeva, u
ovom slucaju pigmenata (Zhang 1 sur., 2020; Lovri¢ i sur., 2017) Imaju¢i to na umu, vrlo kratko
vrijeme ekstrakcije moze biti nedovoljno za zavrSetak ekstrakcije ostavljajuci ciljne spojeve u

uzorku. Utjecaj vremena trajanja ekstrakcije na prinos karotenoida prikazan je u tablici 7 te je iz
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nje vidljivo da je poveéanjem temperature s 25 na 30 minuta doslo do blagog povecanja prinosa
karotenoida vrsti Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis te smanjenja prinosa karotenoida
vrsti Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma i Cutleria multifida. Do najvec¢e promjene doslo je
kod alge Dictyota fasciola, kod koje je tijekom povecanja trajanja ekstrakcije doslo do pada
prinosa karotenoida. Prema podacima prikazanim u tablici 8 vidljivo je da je povecanje trajanja
ekstrakcije s 25 na 30 minuta uzrokovalo povecanje masenog udjela ekstrahiranih ukupnih
klorofila kod vrsta Dictyota fasciola, Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis, dok je kod
vrsta Dictyota dichotoma i Cutleria multifida doSlo do smanjenja prinosa klorofila. Najveca
promjena u smanjenju prinosa klorofila zabiljezena je kod vrste Dictyota dichotoma.

Povecanjem snage ultrazvuka i mikrovalova do odredene tocke moze se posti¢i veca
ucinkovitost ekstrakcije. Medutim, pri daljnjem povecavanju snage moze do¢i do degradacije
spojeva (Shang i sur., 2020; Montero-Calderon i sur., 2019). Kod ultrazvu¢ne ekstrakcije to se
moze objasniti ¢injenicom da bi kavitacija nastala tijekom ultrazvuka mogla proizvesti radikale
hidroksila (OH) i vodikovog peroksida (H202), uzrokujuéi degradaciju spojeva (Zafra-Rojas i
sur., 2020). Stoga je snaga ultrazvuka parametar koji bi trebalo optimizirati traZe¢i minimum
potreban za postizanje najboljih rezultata ekstrakcije pigmenta i smanjenje potroSnje energije
UAE procesa. Kada je u pitanju mikrovalna ekstrakcija, poja¢ano mikrovalno zracenje do
odredene tocke poboljSava sadrzaj ispitivanih bioaktivnih spojeva kao rezultat pojacane
molekularne interakcije izmedu biomase i elektromagnetskog polja. Medutim, daljnje povecanje
snage moZze biti odgovorno za degradaciju bioaktivnih komponenti ekstrakta, u ovom slucaju
pigmenata (Bachtler i Bart, 2021; Nguyen i sur., 2021; Shang i sur., 2020). U tablici 7 prikazano
je da se prinos ukupnih karotenoida povecanjem snage sa 400 na 530 W povecao kod vrsti
Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma i Cutleria mutlfida, dok se smanjio za vrste Fucus
virsoides i Dasycladus vermicularis. Prinosi ukupnih klorofila pove¢anjem snage su se povecali
za vrste Dictyota dichotoma i Cutleria multifida, dok su se za ostale tri vrste oni smanjili (tablica
8).
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Tablica 9. Kombinirani utjecaji postupka ekstrakcije, temperature, vremena ekstrakcije i snage
ultrazvuka i mikrovalova na masene udjele karotenoida u ekstraktima lista algi Dictyota fasciola,
Dictyota dichotoma, Cutleria multifida, Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis*

Postupak
UAE
UAE
MAE
MAE

Postupak = Vrijeme

UAE
UAE
MAE
MAE
Postupak

UAE
UAE
MAE
MAE

T (°C)

30
50
30
50

(min)
25
30
25
30

Shaga

(W)
400
530
400
530

N D NN Z

N N N DN

2
2
2

2

Dictyota
fasciola

p<0,01
14,98+0,20°
7,84+0,20?
34,72+0,20¢
24,35+0,20°

p<0,01

14,98+0,20°
7,84+0,20°
34,72+0,20¢
24,35+0,20°
p<0,01

7,84+0,20°
14,98+0,20°
24,35+0,20°
34,72+0,20¢

Dictyota
dichotoma

p<0,01
14,20+0,17°
11,45+0,172
47,31+0,17¢
47,50+0,17¢

p<0,01

14,20+0,17°
11,45+0,172
47,31+0,17°¢
47,50+0,17°¢
p<0,01

11,45+0,172
14,20+0,17°
47,50+0,17°
47,3140,17°

Cutleria
multifida

p=0,32
4,83+0,13"
2,83+0,13°
10,43+0,13¢
8,72:+0,13¢
p=0,32

4,83+0,13P
2,83+0,132
10,43+0,13¢
8,72+0,13¢
p=0,32

2,83+0,132
4.83+0,13°
8,7240,13¢
10,43+0,13¢

*Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska u mg/100 g

Fucus
virsoides

p=0,60
3,040,092
5,82+0,09°
11,94:£0,09°
11,14+0,09¢
p=0,60

3,04+0,09?
5,82+0,09°
11,94+0,09¢
11,14+0,09°
p=0,60

5,82+0,09°
3,04+0,09°
11,14+0,09¢
11,94+0,09¢

Dasycladus
vermicularis

p<0,01
0,35+0,112
2,39+0,11°
3,70+0,11°
2,94+0,11°¢

p<0,01

0,35+0,112
2,39+0,11°
3,70+0,11°
2,9440,11°
p<0,01

2,39+0,11°
0,35+0,112
2,94+0,11¢
3,70+0,11°

Srednje vrijednosti unutar kolone oznadene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,05
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Tablica 10. Kombinirani utjecaj postupka ekstrakcije, temperature, vremena ekstrakcije i snage
ultrazvuka i mikrovalova na masene udjele klorofila u ekstraktima lista algi Dictyota fasciola,

Dictyota dichotoma, Cutleria multifida, Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis”

Postupak
UAE
UAE
MAE
MAE

Postupak

UAE
UAE
MAE
MAE
Postupak

UAE
UAE
MAE
MAE

T (°C)
30
50
30
50

Vrijeme
(min)

25
30
25
30

Snaga
(W)

400
530
400
530

N
2
2
2
2

N N N DN

2
2
2

2

Dictyota
fasciola

p<0,01
7,44+0,24°
3,95+0,242
20,06+0,24°¢
33,55+0,24¢

p<0,01

7,44+0,24°
3,95+0,24°
20,06+0,24°
33,55+0,24¢
p<0,01

3,95+0,24°
7,44+0,24P
33,55+0,24¢
20,06+0,24°

Dictyota
dichotoma

p<0,01
8,22+0,14¢
7,15+0,14°
31,62+0,14¢
0,85+0,142

p<0,01

8,22+0,14°¢
7,15+0,14°
31,62+0,14¢
0,85+0,14°
p<0,01

7,15+0,14P
8,22+0,14¢
0,85+0,142
31,62+0,144

Cutleria
multifida

p=0,11
3,71+0,222
2,83+0,22°
9,61+0,22°¢
7,83+0,22°

p=0,11

3,710,202
2,83+0,222
9,61+0,22¢
7,830,220
p=0,11

2,83+0,222
3,7140,228
7,834+0,22°
9,61+0,22°

*Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti = standardna pogreska u mg/100 g

Fucus
virsoides

p<0,01
2,08+0,172
4,32+0,22°
13,89+0,22°
13,00+0,22°

p<0,01

2,08+0,172
4,32+0,22°
13,89+0,22¢
13,00+0,22°
p<0,01

4,32+0,22°
2,08+0,172
13,00£0,22°
13,89+0,22°

Dasycladus
vermicularis

p<0,01
0,88+0,272
3,514+0,27°
7,48+0,27°¢
7,04+0,27°¢

p<0,01

0,88+0,272
3,51+0,27°
7,48+0,27¢
7,04+0,27¢
p<0,01

3,51+0,27°
0,88+0,272
7,04+0,27°¢
7,48+0,27°¢

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

Prema rezultatima statisticke analize prikazanim u tablicama 9 i 10 vidljivo je da je najnizi

udio karotenoida odreden u ekstraktima dobivenim pomocu UAE iz alge Dasycladus

vermicularis pri 30 °C, 25 minuta i 530 W (0,35+0,11 mg/100 g), dok je najvisi udio karotenoida

odreden u ekstraktima dobivenim pomo¢u MAE iz alge Dictyota dichotoma pri 50 °C, 30 minuta

i 400 W (47,50+0,17 mg/100 g). S druge strane, najnizi udio Klorofila odreden je u ekstraktima
dobivenim pomo¢u MAE iz alge Dictyota dichotoma pri 50 °C, 30 minuta i 400 W (0,85+0,14

mg/100 g), dok je najvisi udio klorofila odreden u ekstraktima dobivenim pomo¢u MAE iz alge

Dictyota fasciola pri istim uvjetima (33,55+0,24 mg/100 g).

Najveci udio karotenoida (47,50+0,17 mg/100 g) odreden je kod ekstrakta alge Dictyota

dichotoma dobivenog pomo¢u MAE pri 50 °C, 30 minuta i 400 W, dok je najmanji udio
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karotenoida (0,35+0,11 mg/100 g) odreden kod ekstrakta alge Dasycladus vermicularis
dobivenog pomoc¢u UAE pri 30 °C, 25 minuta i 530 W. S druge strane, najveci udio klorofila
(33,55+0,24 mg/100 g) odreden je kod ekstrakta alge Dictyota fasciola dobivenog pomo¢u MAE
pri 50 °C, 30 minuta i 400 W, dok je najmanji udio klorofila (0,85+0,14 mg/100 g) odreden kod
ekstrakta alge Dictyota dichotoma dobivenog pomo¢u MAE takoder pri 50 °C, 30 minuta i 400
W.

Iz prikazanih rezultata moze se uociti da je na prinos ukupnih karotenoida kod ekstrakata
algi Dictyota fasciola, Cutleria multifida, Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis najbolji
ucinak imao kombinirani utjecaj metode i temperature: MAE/30 °C, metode i vremena
ekstrakcije: MAE/25 minuta te metode i snage ekstrakcije: MAE/530 W. Na prinos karotenoida
alge Dictyota dichotoma najbolji u¢inak imao je kombinirani utjecaj metode i temperature:
MAE/50 °C, metode i vremena ekstrakcije: MAE/30 minuta te metode i snage ekstrakcije:
MAE/400 W (tablica 9).

S druge strane, na prinos ukupnih Kklorofila kod ekstrakata algi Dictyota dichotoma,
Cutleria multifida, Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis najbolji uéinak imao je
kombinirani utjecaj metode i temperature: MAE/30 °C, metode i vremena ekstrakcije: MAE/25
minuta te metode i snage ekstrakcije: MAE/530 W. Na prinos klorofila alge Dictyota fasciola
najbolji ucinak imao je kombinirani utjecaj metode i temperature: MAE/50 °C, metode i
vremena ekstrakcije: MAE/30 minuta te metode i snage ekstrakcije: MAE/400 W (tablica 10).

U istrazivanju koje su proveli Pasquet i suradnici (2011) pokazalo se da je za ekstrakciju
karotenoida i povezanih pigmenata iz alge Dunaliella tertiolecta najbolja metoda MAE pri
uvjetima: 56 °C, S mini 50 W.

Fabrowska i sur. (2018) u svome su istrazivanju usporedivali utjecaj razli¢itih metoda
ekstrakcije klorofila i karotenoida iz algi te se pokazalo da je pri 40 °C, 60 minuta i 800 W MAE

bolja metoda ekstrakcije za izolaciju ovih pigmenata od UAE.
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Tablica 11. pojedinac¢ni Utjecaj postupka ekstrakcije, temperature, vremena ekstrakcije i snage
ultrazvuka i mikrovalova na antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH metodom kod
ekstrakata lista algi Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma, Cutleria multifida, Fucus virsoides i
Dasycladus vermicularis*

Postupak N
UAE 4
MAE 4

T (°C)
30 4
50 4

Vrijeme
(min)

25 4

30 4
Snaga (W)

400 4

530 4

Dictyota
fasciola

p<0,01
1626,31+8,002
1732,51+8,00°

p=0,94
1677,63+31,672
1681,19+31,672

p=0,94

1677,63+31,67°
1681,19+£31,672
p=0,94
1681,19+31,67°
1677,63+31,67°

Dictyota
dichotoma

p<0,01
1567,43+£14,50°
1237,59+14,50?

p=0,92
1409,61+96,23%2
1395,41+96,23%

p=0,92

1409,61+96,23?
1395,41496,23?
p=0,92
1395,41+96,23
1409,61+96,23

Cutleria
multifida

p=0,12
1657,17+245,17°
2291,40+245,17°

p=0,17
2261,53+257,152
1687,05+257,15¢2

p=0,17

2261,53+257,15°
1687,05+257,15
p=0,17
1687,05£257,15
2261,53+£257,15°

Fucus virsoides

p=0,04
2804,46+71,62°
2548,22+71,62°

p=0,07
2794,10+77,322
2558,58+77,322

p=0,07

2794,10+£77,322
2558,58+77,322
p=0,07
2558,58+77,32°
2794,10+77,32

*Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska u uM TE/100 g uzorka

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

Dasycladus
vermicularis

p<0,01
2126,64+47,052
2755,44+47,052

p=0,79
2478,11+£186,292
2403,97+186,292

p=0,79

2478,11+186,29%
2403,97+186,29%
p=0,79
2403,97+186,29%
2478,11+186,29%

Statisticka analiza je pokazala da na antioksidacijsku aktivnost ispitanu DPPH metodom

u ekstraktima lista algi Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma, Fucus virsoides i Dasycladus

vermicularis zna¢ajno utjece metoda ekstrakcije (p <0,05), dok parametri temperature i trajanja

ekstrakcije te snage ultrazvuka i mikrovalova nemaju znacajan utjecaj. Za algu Cutleria

multifida pokazalo da se da metoda, temperatura, trajanje i snaga ultrazvuka i mikrovalova nisu

imali znacajan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost (tablica 11).
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Tablica 12. Utjecaj pojedinacno postupka ekstrakcije, temperature, vremena ekstrakcije i snage
ultrazvuka 1 mikrovalova na antioksidacijsku aktivnost odredenu ABTS metodom kod
ekstrakata lista algi Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma, Cutleria multifida, Fucus virsoides i

Dasycladus vermicularis*

Dictyota Dictyota Cutleria Fucus Dasycladus
fasciola dichotoma multifida virsoides vermicularis
Postupak N p<0,01 p<0,01 p=0,12 p=0,04 p<0,01
UAE 4 219,63+£71,65% 203,30+63,432 389,63+69,11°2 2302,65+4,232 153,69+55,172
MAE 4  716,47+71,65° 1400,23+63,43° 414,06+63,432 4904,72+4,23° 608,90+55,17°
T (°C) p=0,78 p=0,67 p=0,34 p=0,84 p=0,11
30 373,67£150,79%  694,04+345,752 354,86+63,95% 3855,42+4,232 347,44+141,172
50 562,43+150,79%  909,50+345,75% 448,82+63,952 3351,95+4,232 415,14+141,172
Vrijeme p=0,78 p=0,67 p=0,34 p=0,84 p=0,11
(min)
25 4  373,67+£150,79%  694,04+345,752 354,86+63,95% 3855,42+4,232 347,44+141,172
30 562,43+150,79*  909,50+345,75% 448,82+63,952 3351,95+4,232 415,14+141,172
Snaga (W) p=0,78 p=0,67 p=0,34 p=0,84 p=0,11
400 4  562,43+150,79%  909,50+345,752 448,82+63,952 3351,95+4,232 415,14+141,172
530 4 373,67£150,79*  694,04+345,75% 354,86+63,95° 3855,42+4,232 347,44+141,177

*Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska u uM TE/100 g uzorka

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

Statisticka analiza je pokazala da na antioksidacijsku aktivnost ispitanu ABTS metodom
u ekstraktima lista algi Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma, Fucus virsoides i Dasycladus
vermicularis znac¢ajno utjece metoda ekstrakcije (p <0,05), dok parametri temperature i trajanja
ekstrakcije te snage ultrazvuka i mikrovalova nemaju znacajan utjecaj. Za algu Cutleria
multifida pokazalo da se da metoda, temperatura, trajanje i snaga ultrazvuka i mikrovalova nisu
imali znacajan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost (tablica 12).

MAE je uzrokovala povecanje antioksidacijske aktivnosti ispitane DPPH metodom kod
ekstrakata vrsti Dictyota fasciola, Cutleria multifida i Dasycladus vermicularis, dok se kod vrsti
Dictyota dichotoma i Fucus virsoides boljom pokazala UAE (tablica 11). S druge strane, kod
rezultata ispitivanja antioksidacijske aktivnosti dobivenih ABTS metodom vidljivo je da je MAE
imala bolji u¢inak od UAE kod svih ekstrakata algi (tablica 12).

Kod rezultata dobivenih DPPH metodom povecanje temperature sa 30 na 50 °C te
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povecanje trajanja ekstrakcije sa 25 na 30 minuta negativno je utjecalo na antioksidacijske
kapacitete ekstrakata svih algi osim alge Dictyota fasciola gdje je zabiljeZzen neznatan porast.
Utjecaj povecanja snage sa 400 na 530 W pokazao se potpuno suprotnim i zabiljeZen je porast
antioksidacijske aktivnosti kod svih algi osim alge Dictyota fasciola (tablica 11). Kada su u
pitanju rezultati dobiveni ABTS metodom, antioksidacijske aktivnosti ekstrakata su rasle s
temperaturom, trajanjem i smanjenjem snage za sve ekstrakte algi osim vrste Fucus virsoides
kod koje se antioksidacijska aktivnost smanjila povecanjem temperature, trajanja ekstrakcije i
smanjenjem snage (tablica 12).

Georgiopoulou i sur. (2023) su proveli istrazivanje na algi Chlorella vulgaris te su njihovi
rezultati pokazali da se poveéanjem temperature ekstrakcije sa 40 na 50 te krajnje na 60 °C
pogorsala antioksidacijska aktivnost ekstrakata, koja je bila ispitana DPPH metodom.

U istom istrazivanju rezultati su pokazali da se povecanjem vremena ekstrakcije pomocu
MAE s 5 na 15 minuta povecala i antioksidacijska aktivnost uzorka, dok se daljnjim povecanjem
trajanja na 25 minuta ta aktivnost smanjila. Ovo su povezali s ¢injenicom da se produljenjem
trajanja sa 5 na 15 minuta povecala i koncentracija fenola, karotenoida i klorofila u ekstraktima,
dok je daljnjim produljenjem trajanja ekstrakcije doSlo do smanjenja sadrzaja spomenutih
spojeva. Sli¢na zapaZanja koja se tiCu smanjenja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata pri
daljnjem produljenju trajanja ekstrakcije zabiljezili su i Nguyen i sur. (2021).

Povecanje snage sa 300 na 550 W znacajno je utjecalo na povecanje udjela fenola,
karotenoida i klorofila u ekstraktima, a time posljedicno i na povecanje antioksidacijske
aktivnosti. Medutim, povecanje na 800 W uzrokovalo je pogorSanje antioksidacijske aktivnosti

ekstrakata (Georgiopoulou i sur., 2023).
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Tablica 13. Kombinirani utjecaji postupka ekstrakcije, temperature, vremena ekstrakcije i snage
ultrazvuka i mikrovalova na antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH metodom kod
ekstrakata lista algi Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma, Cutleria multifida, Fucus virsoides i

Dasycladus vermicularis*

Postupak
UAE
UAE
MAE
MAE

Postupak Vrijeme

UAE
UAE
MAE
MAE
Postupak

UAE
UAE
MAE
MAE

T (°C)
30
50
30
50

(min)
25
30
25
30

Snaga
(W)

400
530
400
530

NN N2

N N N DN

2
2
2

2

Dictyota
fasciola

p=0,02
1636,52+6,712
1616,10+6,712
1718,74+6,71°
1746,27+6,71°

p=0,02

1636,52+6,712
1616,10+6,712
1718,74+6,71°
1746,27+6,71°
p=0,02

1616,10+6,71
1636,52+6,712
1746,27+6,71°
1718,74+6,71°

Dictyota
dichotoma

p<0,01
1551,75+7,80°¢
1583,12+7,80°
1267,48+7,80°
1207,71+7,802

p<0,01

1551,75+7,80°
1583,12+7,80°
1267,48+7,80°
1207,71+7,80?
p<0,01

1583,12+7,80°
1551,75+7,80°
1207,71£7,802
1267,48+7,80°

Cutleria
multifida

p<0,01
1631,72+6,572
1682,62+6,57°
2891,34+6,57¢
1691,47+6,57°

p<0,01

1631,72+6,572
1682,62+6,57°
2891,34+6,57¢
1691,47+6,57°
p<0,01

1682,62+6,57°
1631,72+6,572
1691,47+6,57°
2891,34+6,57°

Fucus
virsoides

p<0,01
2960,65+6,70°
2648.,26+6,70°
2627,56+6,70°
2468,89+6,702

p<0,01

2960,65+6,70°
2648,26+6,70°
2627,56+6,70°
2468,89+6,70°
p<0,01

2648,26+6,70°
2960,65+6,70°
2468,89+6,70%
2627,56+6,70°

*Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska u uM TE/100 g uzorka

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

Dasycladus
vermicularis

p<0,01
2235,95+7,05°
2017,34+7,052
2720,27+7,05°
2790,60+7,05¢

p<0,01

2235,95+7,05°
2017,34+7,05°
2720,27+7,05¢
2790,60+7,05¢
p<0,01

2017,34+7,05%
2235,95+7,05°
2790,60+7,05¢
2720,27+7,05°
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Tablica 14. Kombinirani utjecaji postupka ekstrakcije, temperature, vremena ekstrakcije i snage
ultrazvuka 1 mikrovalova na antioksidacijsku aktivnost odredenu ABTS metodom kod
ekstrakata lista algi Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma, Cutleria multifida, Fucus virsoides i

Dasycladus vermicularis*

Postupak
UAE
UAE
MAE
MAE

Postupak Vrijeme

UAE
UAE
MAE
MAE
Postupak

UAE
UAE
MAE
MAE

T (°C)
30
50
30
50

(min)
25
30
25
30

Snaga
(W)

400
530
400
530

NN Nz

N N N DN

2
2
2

2

Dictyota
fasciola

p<0,01
205,68+5,00?
233,5845,002
541,66+5,00P
891,29+5,00¢

p<0,01

205,68+5,002
233,58+5,00%
541,66+5,00P
891,29+5,00°
p<0,01

233,58+5,002
205,68+5,002
891,29+5,00°
541,66+5,00P

Dictyota
dichotoma

p<0,01
116,65+4,522
289,96+4,52°
1271,42+4,52°¢
1529,03+4,52¢

p<0,01

116,6544,522
289,96+4,52P
1271,4244,52¢
1529,03+4,52¢
p<0,01

289,96+4,52°
116,65+4,522
1529,03+4,52¢
1271,42+4,52°¢

Cutleria
multifida

p<0,01
232,69+5,532
546,56+5,53¢
477,0345,53¢
351,0945,53P

p<0,01

232,69+5,532
546,56+5,534
477,03+5,53¢
351,09+5,53P
p<0,01

546,56+5,53¢
232,69+5,532
351,09+5,53P
477,03+5,53¢

Fucus
virsoides

p=0,60
2377,72+5,98"
2227,59+5,98?
5333,12+5,98¢
4476,32+5,98¢
p=0,60

2377,7245,98P
2227,59+5,982
5333,1245,98¢
4476,32+5,98°
p=0,60

2227,59+5,98°
2377,72+5,98?
4476,32+5,98¢
5333,12+5,98°

*Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska u uM TE/100 g uzorka

Dasycladus
vermicularis

p<0,01
209,06+4,96
98,32+4,96%
485,83+4,96°
731,97+4,96¢
p<0,01

209,06+4,96P
98,324+4,96?
485,83+4,96¢
731,97+4,96¢
p<0,01

98,32+4,96%
209,06+4,96"
731,97+4,96¢
485,83+4,96°

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

Prema podacima prikazanim u tablicama 13 i 14 vidljivo je da je najniza antioksidacijska

aktivnost ispitana DPPH metodom odredena u ekstraktima dobivenim pomo¢u MAE iz alge
Dictyota dichotoma pri 50 °C, 30 minuta i 400 W (1207,71+£7,80 uM TE/100 g uzorka), dok je

najvisa AOA odredena u ekstraktima dobivenim pomocu UAE iz alge Fucus virsoides pri 30
°C, 25 minuta i 530 W ( 2960,65+6,70 uM TE/100 g uzorka). S druge strane, za ekstrakte algi

ispitane ABTS metodom najniza AOA je odredena u ekstraktima dobivenim pomoc¢u UAE iz
alge Dasycladus vermicularis pri 50 °C, 30 minuta i 400 W (98,32+4,96 uM TE/100 g uzorka),

a najvisa u ekstraktima dobivenim pomo¢u MAE iz alge Fucus virsoides pri 30 °C, 25 minuta i
530 W (5333,12+5,98 uM TE/100 g uzorka).
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Iz prikazanih rezultata moze se uociti da je za alge Dictyota fasciola i Dasycladus
vermicularis na antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom najbolji ucinak imao
kombinirani utjecaj metode i temperature: MAE/50 °C, metode i vremena ekstrakcije: MAE/30
minuta te metode i snage ekstrakcije: MAE/400 W. Na algu Dictyota dichotoma najbolji u¢inak
imao je kombinirani utjecaj metode i temperature: UAE/50 °C, metode i vremena ekstrakcije:
UAE/30 minuta te metode i snage ekstrakcije: UAE/400 W. Najbolji u¢inak na algu Cutleria
multifida imao je kombinirani utjecaj metode i temperature: MAE/30 °C, metode i vremena
ekstrakcije: MAE/25 minuta te metode i snage ekstrakcije: MAE/530 W. Kod alge Fucus
virsoides najbolji u¢inak imao je kombinirani utjecaj metode i temperature: UAE/30 °C, metode
i vremena ekstrakcije: UAE/25 minuta te metode i snage ekstrakcije: UAE/530 W (tablica 13).

Sto se ti¢e antioksidacijske aktivnosti odredene ABTS metodom, za ekstrakte algi Dictyota
fasciola, Dictyota dichotoma i Dasycladus vermicularis najbolji uc¢inak imao je kombinirani
utjecaj metode i temperature: MAE/50 °C, metode i vremena ekstrakcije: MAE/30 minuta te
metode i snage ekstrakcije: MAE/400 W. Na antioksidacijsku aktivnost alge Cutleria multifida
najbolji ué¢inak imao je kombinirani utjecaj metode i temperature: UAE/50 °C, metode i vremena
ekstrakcije: UAE/30 minuta te metode i snage ekstrakcije: UAE/400 W. U sluc¢aju ekstrakta alge
Fucus virsoides najbolji ué¢inak imao je kombinirani utjecaj metode i temperature: MAE/30 °C,
metode i vremena ekstrakcije: MAE/25 minuta te metode i snage ekstrakcije: MAE/530 W
(tablica 14).

U istrazivanju koje su proveli Safari i sur. (2015) na zelenoj algi Chaetomorpha sp. za
ekstrakte ispitane DPPH metodom utvrdeni su optimalni parametri MAE: snaga 300 W i trajanje
8 minuta.

Rashad i sur. (2021) u svome su radu provedenome na algi Ulva lactuca odredili optimalne
parametre UAE ekstrakcije za antioksidacijsku aktivnost koji su bili: 1 sat, 50 %-tni etanol i 25
°C.
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5. ZAKLJUCCI

Rezultati masenih udjela pigmenta odredenih u svim dobivenim ekstraktima su pokazali da
je zastupljenost pigmenata sljedeca: klorofil a (derivat 3) > neoksantin (derivat 2) >
fukoksantin > neoksantin (derivat 1) > klorofil b > lutein (derivat) > klorofil a (derivat 4) >
klorofil a (derivat 2) > zeaksantin (derivat) > lutein > zeaksantin > klorofil a (derivat 1).
Ekstrakti alge Dicytota dichotoma prosje¢no su sadrzavali najveée koli¢ine pigmenata u
odnosu na ekstrakte drugih algi, zatim ekstrakti vrste Dictyota fasciola. Manje koli¢ine
odredene su u ekstraktima vrsti Culteria multifida i Fucus virsoides, a daleko najmanje
koli¢ine pigmenata odredene su u svim ekstraktima zelene alge Dasycladus vermicularis.
Na prinos ukupnih karotenoida kod ekstrakata algi Dictyota fasciola, Cutleria multifida,
Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis najbolji u¢inak imala je MAE pri 30 °C, 25
minuta i 530 W, dok je kod ekstrakata alge Dictyota dichotoma najbolji uc¢inak imala
takoder MAE, ali pri 50 °C, 30 minuta i 400 W.

Na prinos ukupnih klorofila kod ekstrakata algi Dictyota dichotoma, Cutleria multifida,
Fucus virsoides i Dasycladus vermicularis najbolji u¢inak imala je MAE pri 30 °C, 25
minuta i 530 W, dok je kod ekstrakata alge Dictyota fasciola najbolji u¢inak imala MAE pri
50 °C, 30 minuta i 400 W.

MAE se pokazala u¢inkovitijom za prinos karotenoida i klorofila u odnosu na UAE.
Ekstrakti dobiveni primjenom MAE imali su vecu AOA ispitanu DPPH metodom kod
ekstrakata vrsti Dictyota fasciola, Cutleria multifida i Dasycladus vermicularis, dok se kod
vrsti Dictyota dichotoma i Fucus virsoides boljom pokazala UAE. Kod rezultata AOA
dobivenih ABTS metodom MAE je imala bolji u¢inak od UAE kod svih ekstrakata algi.
Kod ekstrakata algi Dictyota fasciola i Dasycladus vermicularis na AOA odreden DPPH
metodom najbolji u¢inak imala je MAE pri 50 °C, 30 minuta i 400 W, kod vrste Dictyota
dichotoma UAE pri 50 °C, 30 minuta i 400 W, kod alge Cutleria multifida MAE pri 30 °C,
25 minuta i 530 W, a kod alge Fucus virsoides UAE pri 30 °C, 25 minuta i 530 W.

Kod ekstrakata algi Dictyota fasciola, Dictyota dichotoma i Dasycladus vermicularis na
AOA odreden ABTS metodom najbolji u¢inak imala je MAE pri 50 °C, 30 minuta i 400 W,
kod alge Cutleria multifida UAE pri 50 °C, 30 minuta i 400 W, dok je kod alge Fucus
virsoides najbolji uc¢inak na AOA imala MAE pri 30 °C, 25 minuta i 530 W.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja LUCIJA KOVACEC izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da

se u njegovoj izradi nisam Kkoristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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