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Sazetak
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zakljwiti da primjena raztiite snage mikrovalova kod mikrovalne ekstrakcijeabiivnih
fenolnih spojeva iz jadranske sdeealgeDictyota dichtiomavar. Intricate nema zn&ajan

utjecaj na fenolni profil i antioksidacijska svaejatekstrakata.
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Abstract

In this research the influence of different micrew/a power (150, 250, 500 and
1000 W) for microwave-assisted extraction of bioectconstituents from brown algae
Dictyota dichotomavar. Intricate was studied.The extracts were analysed for total
phenolics, flavonoids and tannins and antioxidativay using the FRAP, Briggs-Rauscher
and DPPH method. From the obtained results it ctelcdconcluded that application of
different powers for the extraction of bioactivenstituents from brown alga@ictyota
dichotomavar. Intricate had no effect on phenolic profile and antioxidardperties of the

extracts.

Keywords: microwave-assisted extraction, brown algae, phesgéintioxidant activity
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uvoD

Alge predstavljaju skupinu autotrofnih, fotosintets i uglavnom vodenih
organizama koji su posljednjih godina privukli ppzananstvenika obzirom da obiluju
bioaktivnim komponentama kao $to su fenolni spgjpulisaharidi, pigmenti, terpeni, itd.
Smaele alge kao jedna od najike skupina makroalgi je posebno zanimljiva obzirde
obiluje fenolnim spojevima florotaninima koji surkéteristéni iskljucivo za smde alge, a
kojima su dokazana brojna pozitivha bioloSka svejsGadrzaj sekundarnih metabolita u
algama, a time i njihova bioloSka aktivnost, oviskrojnim¢imbenicima kao Sto su sama
vrsta alge, sezona branja, starosti jedinki, Igkacizorkovanja te ostalim brojnim
utjecajima okoliSa. Nadalje, veliki utjecaj na sast svojstva ekstrakata imaju i koristeni
postupci ekstrakcije kod kojih su sw&&e tradicionalne, konvencionalne metode

ekstrakcije zamijenjene primjenom novih, brzih ok§ki prihvatljivih tehnika.

U ovom radu za istrazivanjecinka primjene mikrovalne ekstrakcije u pripravi
bioloSki aktivnih ekstrakata koriStena je jadranskaegia algaDictyota dichotomavar.
Intricate (C. Agardh) Greville



1. OPCI DIO

1.1. ALGE

Alge se najeXe svrstavaju u carstvo biljaka jer imaju sposobnastcesom
fotosinteze, uz swevu svjetlost i klorofil, pretvoriti ugljikov diokd i vodu u organske
tvari i kisik. Ovi organizmi predstavljaju Sirokkiginu uglavnom vodenih, autotrofnih
organizama koji mogu biti mogu biti jednostami i viSestanini. Primjena algi je u
posljednje vrijeme vrlo atraktivha pa se osim uhpaenbenoj industriji koriste u

kozmettkoj industriji i farmaciji, kao gnojivo te kao dot@ék u hrani za Zivotinje. (1)

Slika 1. Zivotinjski i biljni svijet Jadrané?)

Alge se, nadalje mogu podijeliti maikroalge i makroalge.

Mikroalge mogu biti jednosta¢ni i viSestandni organizmi, atesto se nazivaju i
spojem bakterija i biljaka. Smatra se da mikrogbgstoje na Zemlji oko 3,5 milijardi
godina. (7) Jedna od njihovih glavnih Zagki je da mogu rasti u nepovoljnim uvjetima
okoline za Sto je zasluzna njihova jednostavnai&tangraia. Do sada klasificirane vrste
mikroalgi uglavnom pripadaju porodici zelenih algicijanobakterija (3), a njihova
raznovrsnost omoguje klasificiranje u razéite fitoplanktonske taksonomske skupine. (4)
Pored taksonomske klasifikacije, organizmi fitopenma mogu se Klasificirati prema
njihovim velicinama: pikoplankton (0,2-dm), nanoplankton (2-2Qm) i mikroplankton
(20-200um). (4)

Makroalge su brzorasta morske i slatkovodne biljke koje za razliku okroalgi

mogu dosé visinu i do 60 m. Za razliku od kopnenih biljakaakroalge apsorbiraju

2



hranjive tvari kroz samu strukturu stanica jer ngnkarijenski sustav kao kopnene biljke.
Sve makroalge su fotosintetske pa stoga ovise ®esopenergiji, a same predstavljaju
temelj prehrambenog lanca za tiswodenih organizama kojima pruzaju hranu, kisik i
staniSte. Temeljem prisutnosti pigmenata u njinge ak dijele na plave algéyanophyt3
zelene alge Ghlorophytg, smeie alge Phaeophyta i crvene alge Rhodophyta(5)
Procjenjuje se da postoji viSe od 25 000 vrsta welr (1), a njihova upotreba je raznolika;
od hrane za ljude i zivotinje, u kozmetici, farmais&im pripravcima, proizvodnji gnojiva,
proizvodnji kemikalija, itd. Zn&jna koltina morskih makroalgi se koristi u ljudskoj

prehrani, osobito u Azijskim zemljama gdje stogiminira njihov uzgoj. (6)



1.1.1 Smale alge

Smele alge (latPhaeophycegd®haeophyta su organizmi koji Zive u morima
nage&e pricvr&ene na kamenu podlogu ili druge organizme. Danassjgjetu poznato
oko 1 500 raztitih vrsta sméih algi koje uglavhom nastanjuju morske predjeie |l
dijelom umjereno hladne dijelove oceana. Karakti¢na boja smdih algi posljedica je
dominantnog ksantofila odnosno fukoksantina, kogiskira druge prisutne pigmente,
ukljucujuci klorofil a i c te ostale karotenoid® obzirom na vedinu i graiu, vrste sméih
algi se mdusobno zn&jno razlikuju. (8) Smi#e morske alge otmo su velike, od
morske trave koja moZe dd@seisinu i do 45 m pa do manijih vrsta dugih 30 dbdbn.

(1)

Dictyota linearis Dictyota dichotoma Kelp

Dictyopteris

Padina pavonica  Scytosiphon lomentaria Sl

Cladostephus
Spogionsus

Fucus vesiculosus

Cystoseira crinita

Slika 2. Razliite vrste smdih algi (2,9)



1.1.2. Dictyota dichotoma var. Intricate

Dictyota dichotomae vrsta smée alge, duljine oldno od 10 do 15 cm, prozirno-
smeie boje te dugih plosnatih niti duljine od par cemtara. Oblik varijeteta alge
Dictyota dichotomakoji se koristio u ovom radu je wasto spljosten i dihotomski

razgranat. (8)

Tablica 1. Klasifikacija sm#e alge Dictyota dichotoma var. Intrica(&0)

Carstvo Eukaryota
Kraljevstvo Chromista
Red Ochrophyta
Razred Phaeophyceae
Podrazred Dictyotophycidae
Poredak Dictyotales
Obitelj Dictyotaceae
Vrsta Dictyoteae
Rod Dictyota

Slika 3.Sme&a alga Dictyota dichotoméll)



1.1.3. Bioaktivni sastojci smdih algi

Smaeie alge, kao vodeni organizmi, su u svom stanidazé&ne utjecaju visokih
koncentracija kisika, promjenama temperature, oskaoh stresu i reakcijama s drugim
oksidirajutim agensima koji uz svijetlo dovode do stvarangktienih radikalnih vrsta.
Obzirom na navedeno, makroalgeito imaju moguénost generiranja sekundarnih
metabolita koji posjeduju zastitna svojstva koja amoguuju zaStitu od vanjskih
¢imbenika i oksidacijskog stresa. Razlog navedenejpostavci lezi winjenici da
promatranijn vivo fotodinaméki Stetni w&inci, nastali zbog nespedifiih oksidacijskih
reakcija u makroalgama nisu vidljivi(12-16) Od raztiitih skupina bioaktivnih
fitokemikalija alge su dokazano bogat izvor biolo&ktivnih enzima kao Sto su
superoksid dismutaza, peroksidaza, glutation rexhakti katalaza, ali taker i
pigmenata, polisaharida, askorbinske kiseline, Ifeghaspojeva, florotanina, tokoferola,
bromfenola, terpena, itd. (16-19)

Buduwi da se posljednjih godina sve viSe razvija sviggsbme da je hrana izvor
funkcionalnih sastojaka s pozitivnintinkom na ljudsko zdravlje, vrlo je aktualna i
problematika ekstrakcije takvih sastojaka iz kaizh prirodnih izvora. Obzirom na
prethodno naveden vrijedan bioloski potencijal aige bi mogle biti izvrsni kandidati
kao izvori ovih spojeva. (20) Postupak ekstrakegen po sebi nije selektivan pa stoga
ekstrakti najeXe predstavljaju kompleksne smjese r&iith metabolita. Sadrzaj ovih
spojeva u algama ovisi 0 sezoni branja, staroslinkg, samoj vrsti, geografskom
polozaju uzorkovanja te brojnim utjecajima okoli@aavedentimbenici osim na sastav
algi uvelike utjeu i na njihova biolosSka svojstva. (21)

Polisaharidiine sastavni dio statne stjenke snah algi te im daju fleksibilnost
I sprjggavaju isuSivanje algi. Srde alge mogu sintetizirati sulfatne polisaharide
(fukoidan, alginate i laminarin). Navedeni polisatia imaju jako dobra svojstva
Zeliranja, stabiliziranja, zguSnjavanja i viskokécije te se kao takvi koriste u proizvodnji
papira i tekstila, ali i u kozmetoj, biomedicinskoj i farmaceutskoj industriji. (22

Fenoli spojevi se strukturno sastoje od aromatgketena na koji je vezana jedna
ili viSe hidroksilnih skupina, a kao strukturne kpomente statine stijenke algi imaju
sekundarnu ulogu u obrani od mikroorganizama i riaike te u signalizaciji. (22)

U algama prisutni fenoli mogu biti ragiii, od onih jednostavnih kao Sto su

fenolne kiseline do izrazito slozenih spojeva kdo Su florotanini koji nastaju



polimerizacijom jedinica floroglucinola. (23,24). 4netim morskim algama florotanini
su nagegi fenoli i najzn&ajniji sekundarni metabolitiiji sadrzaj moze dosei do 40%.
(21,25,26)

OH

HO OH
Slika 4. Struktura floroglucinolé27)

Sadrzaj proteina u srdien algama openito je vrlo nizak (6-13 % suhe tvari) te
ovisi o vrsti alge, godiSnjem dobu i hranjivim tvaa. V&ina proteina u algama ima
visoku nutritivnu vrijednost, a bogat su izvor asggnske i glutaminske kiseline te
leucina.

Lipidi se u smdim algama nalaze taler u vrlo niskoj koncentraciji (0,6-3,5%
suhe tvari). Ogenito, udio viSestruko nezésnih masnih kiselina je punodral algama
nego li u kopnenim biljkama. (28) Esencijalne mag&iseline (-3 i ®-6), koje su
izuzetno bitne za prehranu ljudi i Zivotinja, sasiasu dio lipida kojicine strukturne
membrane algi. Snde alge imaju uravnoteZen odnos ovih masnih kis€n@5,1:1).
(29). Pojedine masne kiseline koje su prisutne u alganggui protuupalno djelovanje
(20), djeluju protiv obraStaja a moguwak sprij€iti nepozeljno nakupljanje
mikroorganizama i beskraljeznjaka na umjetnim ponar$ia u morskoj vodi. Takier,
neke odn-3 masnih kiselina su superoksidistati. (21)

Terpeni su lipofilni sekundarni metaboliti koji sastoje od m#usobno povezanih
izoprenskih jedinica pdemu mogu formirati raztite grupacije (-mono, -di, -tri, -hemi,
itd.) i tetraterpenoide (karotenoide). Karotenandaju bitnu ulogu u procesu fotosinteze
i fotozastite.a- karoten ip- karoten, lutein, klorofil a i fukoksantin su iddicirani u
smeiim algama. (29-32). Za fukoksantin koji je spetifi pigment sméih algi je
dokazano da Stiti od UV-B ztanja (33), ponasSa se kao angiostat (34), ima dokaza

protuupalno djelovanje (35) i antidijabetskinak. (36)




Slika 5. Struktura fukoksantir(@7)

Dominantni sterol u sndém algama je fukosterol koji ima dokazane blagoteor
ucinke na apsorpciju kolesterola te su mu dokazdmmajna antiseptka, antibakterijska

I protuupalna djelovanja. (21)

Slika 6. Struktura fukosterol@8)

Sadrzaj vitamina u snden algama znéjno varira te direktno ovisi o godiSnjem
dobu u kojem se alga prikupljMineralni sastav algi je takder promjenjiv te osim o
sezoni branja, ovisi 0 ekoloskim, zemljopisnim zidloskim ¢imbenicima. (39) Alge
sadrze Se, Zn, Mn i Cu, koje su strukturne komptmaekih antioksidacijskih enzima

i/ili mogu doprinijeti njihovoj aktivnosti(40)

1.2. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je tehnoloSka operacija potpunog iglainicnog odvajanja smjese
tvari koje imaju nejednaku topljivost u ragtim otapalima. (41)
Najcege koriStena vrsta ekstrakcije je ekstrakcija otampakoja zahtijeva puno

vremena i utroSak velikih kdlina otapala. Takier konvencionalni postupci ekstrakcije



imaju brojne nedostatke obzirom da su vrlo skupigadrajni i najeXe uzrokuju
degradaciju proizvoda. Stoga se, zbog smanjenjac§taitjecaja otapala na zdravlje i
ekoloskih¢cimbenika, svée&e razvija tzv. "zeleni" pristup procesu ekstrakkipel kojeg
se najese koriste nove tehnike izolacije. (20,42,43)

1.2.1. Klasiéne metode ekstrakcije

Ekstrakcija kapljevina-kapljevina je jedémia operacija u kojoj se dvije nemjeSive
kapljevine dovode u kontakt, a otopljene komponenjeSavine raspodijele se izie
dviju faza. (44)

Ekstrakcija ¢vrsto-tekde je metoda koja se moZze raditi na viSetima
(mijeSanjem, ultrazwtna ekstrakcija, Soxhlet ekstrakcija, itd.). Od owikta ekstrakcije
nage&e se koristi metoda mijeSanja kod koje se anatitrakira u tekéinu iz ¢vrste faze
uz uvjet da je analit dobro usitnjen, dok se nefiopio nakon samog postupka ukloni
centrifugiranjem ili filtracijom.

Ultrazviena ekstrakcija ili sonikacija koristi energiju @iavuka na néan da se
uzorak izlaze toj energigime se povéava tlak i temperaturéime dolazi do raspada
analita u reakciji i popunjavanja Supljina.

Jedna odtesto koriStenih metoda ekstrakcije je i Soxhletovetoda koja je
relativno spora metoda, ali prednost joj je Stadtbjako male kokine otapala jer kod
ove metode ekstrakcijsko otapalo cirkulira i konsta se kondenzira pa se na tajina
ispiru topljive komponente u viSe navrata istim pat@m. Proces ekstrakcije ovom
metodom se provodi sve dok se ne postigne potpksiza&cija (analit u potpunosti

ukloni iz ¢vrstog uzorka).

1.2.2. Moderne metode ekstrakcije

Primjena modernih metoda ekstrakcije za svrhu in@apNenstveno ubrzanje samog
procesa ekstrakcije, ali zahtijevaju i znatnéavpaetna investicijska ulaganja. Razvijeni
su i testirani pristupi kao Sto su ekstrakcijacwestoj fazi, ekstrakcija superkritim
tekwinama, ultrazvéina ekstrakcija, mikrovalna ekstrakcija (MAE), ek&tija pod

visokim pritiskom, ekstrakcija potpomognuta enzirajnitd. Svi ovi postupci \ese



uspjesno koriste u prehrambenoj i farmaceutskousitdi za ekstrakciju bioloski
aktivnih komponenti iz razlitin materijala. (20)
Metoda mikrovalne ekstrakcije, kao moderna metdddrakcije, koriStena je u

ovom radu pa je u daljnjem tekstu detaljnije opssan

1.2.2.1. Mikrovalna ekstrakcija (MAE)

Mikrovalna ekstrakcija, (engMicrowave Assisted ExtractioMAE) je tehnika
koja koristi mikrovalnu energiju za zagrijavanj@péla iznad temperature vreliStane
se povéava winkovitost ekstrakcije i skiaije njeno vrijeme trajanja. (45)

MAE se koristi za analizu tragova organskih spojéwatin uzoraka, ali i za
ekstrakciju raztitih prirodnih spojeva. Mikrovalnom ekstrakcijom ékstrakcijom koja
kombinira ultrazvuk i mikrovalove moga je dobiti udjele ekstrahiranih tvari &ie
onima koji se dobiju standardnim postupcima. Ipaktgji bitna razlika, a to je znatno
krace vrijeme samog postupka Sto MAE tehnici daje nerggtskom i ekonomskom
zn&aju.(45) Kemijski spojevi apsorbiraju mikrovalnu energiju amjeru njihovih
dielektricnih konstanti Sto zréaako je véa vrijednost dielektéine konstante, v& je i
vrijednost apsorpcije mikrovalne energije te njenetvorbe u toplinu. Bitno je naglasiti
da mikrovalovi imaju ogratien energetski potencijal pa oni samo pEevaju
temperaturu, ali ne oStgju strukturu tvari.lzbor otapala je jako bitan za interakciju
otapala i matriksa te direktno ovisi o topljivostistrakta, a polarna otapala kao 5to su
voda, etanol i metanol su pogodni za zagrijavajgeodanjem mikrovalne energije. (46)
Mikrovalovi zagrijavaju cijeli uzorak i oSteju vodikove veze paiuci rotaciju dipola.
Kretanje otopljenih iona po¢ava penetraciju otapala u matriks te tako vrSiangg (45)

U procesu MAE temperatura mora bittto definirana kako se termo-osjetljivi
spojevi ne bi razgradili. Poéanje temperature rezultira boljimtinkom ekstrakcije
ukoliko se koristi optimalna temperatura uvjetovadabro odabranom snhagom
mikrovalova. (46) Navedenicinak povéanja temperature djelovanjem mikrovalova
koristi se i u svakodnevnom Zzivotu kod uporabe owkinih pénica za pe&enje |
kuhanje.

Komercijalno su dostupne dvije vrste sustava zaowdinu ekstrakciju. To su
ekstrakcija u zatvorenim posudama pri kontrolirandlaku i temperaturi, te u

mikrovalnim p&nicama pri atmosferskom tlaku. (46)
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. REAGENSI | UREDAJI

Svi koriSteni reagensi i otapala bili su potrebnaldicke ¢istoée, a proizvdaCi
su Kemika (Zagreb, Hrvatska), Merck (Darmstadt, mggka), Alkaloid (Skopje,
Makedonija) i Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, Njetka). Standardi galne kiseline,
kvercetina i (+)-katehina koriSteni za spektrofoatrijska mjerenja i izradu bazdarnih
pravaca su proizvedeni od Sigma-Aldrich GmbH.

Za pripravu ekstrakata koriSten je dmgza mikrovalnu ekstrakciju MA196-001
ETHOS X (Milestone Srl, Sorisole, Italy), dok swekfrofotometrijska mjerenja dana
na UV-Vis double beam spektrometru Specord 200 ljaikaJena GmbH, Njemika).

2.2. UZORKOVANJE | PREDOBRADA BILINOG MATERIJALA

U eksperimentalnom dijelu ovog rada koriStena gggaska smia morska alga,
vrstaDictyota dichtiomavar. Intricate (C. Agardh) Greville prikupljena u sijeju 2018.
godine u jutarnjim satima na lokaciji &ka kapetanija (Split). Biljni materijal je
uzorkovan sa dubine od 1 metra pri temperaturi neord1°C. Sakupljeni materijal je

prenesen do laboratorija u posudi s morskom vod@koncega je podvrgnut postupku
predobrade.

Slika 7. Dictyota dichtioma var. Intricate koriSeen ovom istrazivanju
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2.3. POSTUPAK EKSTRAKCIJE

Prije postupka priprave ekstrakata,dema je predobrada algalnog materijala na
n&atin da su s povrSine algi uklonjeni epifiti te ostalganizmi i ngistoce ispiranjem alge
vodovodnom vodom. Za svaki postupak ekstrakcijgoggom odvagano po 300 g
ocijedenog biljnog materijala koji se stavio u staklemsydu za mikrovalnu ekstrakciju.
Posuda se postavila u mikrovalnupa ispod nje se postavilo hladilo za ukapljivanje

nehlapljivog ekstrakta koji se sakuplj&asi ispod uréaja.

Slika 9. Postavljanje uzorka u mikrovalnu‘pe
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Za pripravu ekstrakata primjenom mikrovalne ekstijgk praena su tri
parametra; snaga mikrovalova, vrijeme odnosnortjajekstrakcije, te temperatura. Dok
su dva parametra od navedenih bila konstantna wbdksriStenih postupaka (vrijeme i
temperatura), mijenjala se samo snaga mikrovalee tpratio njen utjecaj na izolaciju
(ekstrakciju) bioloski aktivnih komponenti iz algalg materijala. KoriSteni procesni

parametri u procesima mikrovalne ekstrakcije priékazu uTablici 2.

Tablica 2.Procesni parametri koriSteni kod mikrovalne ekstipk

Oznaka ekstrakta Snaga mikrovalova Vrijeme Temperatura
(W) (minuta) (°C)
A 150 30 60
B 250 30 60
C 500 30 60
D 1000 30 60

Pripravljeni ekstrakti algi su liofilizirani, a potn otopljeni u 50%-tnom etanolu
u koncentraciji 10 mg/mL te kao takvi koriSteni aljdjem istrazivanju.
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2.4. ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLA

Koncentracija ukupnih fenola odiena je Folin-Ciocalteau metodom koja se
temelji na oksidaciji fenolnih grupa dodatkom Fe@lirocalteu reagensa, @emu nastaju
plavo obojeni produkti. Intenzitet nastalog obogenjjeri se odrdivanjem absorbancije
pri 765 nm i direktno je proporcionalan udjelu femb spojeva u ispitivanom uzorku.
(48)

Reagensi:
* Folin Ciocalteu reagens
» Otopina natrijeva karbonata, w (MzOs3) = 20%

* Mati¢na otopina galne kiseline, ¢ = 5000 mg/L

Izrada bazdarnog pravca:
Za izradu bazdarnog pravca prema opisanom postepkestiraju otopine galne
kiseline razlitih koncentracija (0-500 mg/L)l@ablica 3., Slika 10.

Postupak:

U Kkivetu se otpipetira se 25 pL uzorka, doda 1 @f5destilirane vode i 125 pL
Folin-Ciocalteu reagensa. Otopina se dobro promijegakon 1 minute se doda joS 375
UL otopine karbonata. Otopini se nakon 2 satargejamraku ¢ita absorbancija pri 765
nm.

Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima se émraa preko jednadzbe bazdarnog pravca
dobivene za otopine galne kiseline, a rezultatize@zavaju u mg ekvivalenata galne
kiseline po 1 L ekstrakta (mg GAE/L).
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Tablica 3. Odnos koncentracije galne kiseline i@bancije reakcijske smjese pri 765

nm koriSten za izradu bazdarnog pravca za ganje ukupnih fenola

Koncentracija Absorbancija
(mg/L) (765 nm)
500 0,444 + 0,002
250 0,240 + 0,000
100 0,112 + 0,006
50 0,069 + 0,001
25 0,050 + 0,003

0,50
y = 0,000x + 0,029
0,45 R2 = 0,999

0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Absorbancija pri 765 nm

0 100 200 300 400 500 600
Koncentracija galne kiseline (mg/L)

Slika 10. Bazdarni pravac galne kiseline za diiranje ukupnih fenola
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2.5. ODREDIVANJE UKUPNIH FLAVONOIDA

Udio ukupnih flavonoida u ekstraktima odem je koriStenjem kolorimetrijske
metode kod koje su koriSteni reagensi aluminijeorill i natrijev nitrit, a intenzitet

nastalog zutog obojenja mjeri pri 510 nm. (49)

Reagensi:
» otopina natrijeva nitrita, w (NaN{= 5%
e otopina aluminijeva klorida, w (AlG) = 10%

» otopina natrijevog hidroksida, ¢ (NaOH) = 1 mol/L

Izrada bazdarnog pravca:
Za izradu bazdarnog pravca testiraju se otopinecktia razkitih koncentracija

(od 25 do 500 mg/L) prema opisanom postupkab{ica 4., Slika 9.

Tablica 4. Odnos koncentracije kvercetina i absoibge reakcijske smjese pri 510 nm

koriSten za izradu bazdarnog pravca za a@fivanje ukupnih flavonoida

Koncentracija Absorbancija
(mgl/L) (500 nm)
500 1,427 + 0,059
250 0,735+0,118
100 0,318 + 0,008
50 0,166 + 0,002
25 0,088 + 0,002
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1,60
y =0,002x + 0,027
1,40 Rz = 0,999

1,20
1,00
0,80

0,60

Absorbancija pri 510 nm

0,40

0,20

0,00

0 100 200 300 400 500 600
Koncentracija kvercetina (mg/L)

Slika 11. Bazdarni pravac kvercetina za afivanje ukupnih flavonoida

Postupak:

U kivetu se otpipetira 250 puL uzorka, 1,525 mL vod& pL otopine NaN@
Navedena otopina se ostavi 6 minuta, a potom jdpska 150 pL AlGi ponovno ostavi
5 minuta. Nakon toga, doda se 500 pL otopine Na®bidimah mjeri absorbancija pri
510 nm. Udio flavonoida u ekstraktima se &naa preko jednadzbe bazdarnog pravca za
kvercetin, a rezultati se izrazavaju u mg kver@epo 1 L ekstrakta (mg QE/L).
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2.6. ODREDIVANJE UKUPNIH TANINA

Sadrzaj ukupnih tanina odien je metodom koju je opisao Julkunen-Titto (19850)

Reagensi:
» otopina vanilina, w (vanilina) = 4%

Izrada bazdarnog pravca:
Za izradu bazdarnog pravca testiraju se otopinehkad razkitin koncentracija

(od 25 do 500 mg/L) prema opisanom postupkab(ica 5., Slika 10.

Tablica 5. Odnos koncentracije katehina i absorb@neakcijske smjese pri 500 nm

koriSten za izradu bazdarnog pravca za a@fivanje ukupnih tanina

Koncentracija Absorbancija
(mg/L) (500 nm)
500 0,045 = 0,003
250 0,238 +£ 0,019
100 0,108 + 0,017
50 0,061 + 0,008
25 0,045 + 0,002
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0,50 y = 0,0009x + 0,0167
0,45 R2=0,9994
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Slika 12. BaZdarni pravac katehina za afivanje ukupnih tanina

Postupak:

U kivetu se doda 50 pL uzorka, 1,5 mL otopine vaail 750 pL koncentrirane
klorovodicne kiseline. Sve zajedno se dobro izmijeSa i o28viminuta u tami, nakon
¢ega se otopini @ta absorbancija pri 500 nm. Otopine katehina seste za izradu
bazdarnog pravca, a rezultati se izraZzavaju u raitigma ekvivalenata katehina po litri
ekstrakta (mg KE/L).
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2.7. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI

2.7.1. Oscilacijska Briggs-Rauscher metoda

Ovom se oscilacijskom metodom mjeri antioksida@jsiktivnost uzorka
praéenjem vremena njegove inhibicije oscilacija u BRstauu djelovanjem reakcije

antioksidansa s hidroperoksil radikalom. (51)

Reagensi:
* Otopina A (kalijev jodat, sumporna kiselina)
* Otopina C (malonska kiselina, manganov sulfat, §kro

» Otopina vodikova peroksida, w £8>): 30 %

Postupak:

U epruvetu se otpipetira po 1 mL otopina A i Csailacijska reakcija se pokrene
dodatkom 1 mL otopine vodikova peroksida $to jdjivid promjenom boje otopine iz
bezbojne preko Zute u modru. Po pojavéeig plavog obojenja doda se 1400 otopine
uzorka te se mijeri vrijeme do ponovne pojave osigda(vrijeme inhibicije) koje je

zapravo mjera antioksidacijske aktivnosti uzorka.
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2.7.2. DPPH metoda

DPPH metoda temelji se na redukciji radikala 2f2l-1-pikrilhidrazil koji u
prisutnosti elektron donora, tj. antioksidansagemg boju iz ljubtaste u zutu, Sto se prati
pri 517 nm. (52)

Reagensi:

» Etanolna otopina DPPH radikala, absorbancija 0,8,(2).

Postupak:

U kivetu se otpipetira 100 pL uzorka i 2,9 mL otepDPPH. Nakon jednog sata
otopini se mjeri absorbancija pri 517 nm. Postitakbicije DPPH radikala (% inhibicije
DPPH) r&una se prema izrazu:

% inhibicije DPPH= [(A©)— Aaw)/Ac()] X100
gdje je:

Ac(o) — absorbancija kontrole (otopina DPPH) kod t =ifuta,

Aa@p — absorbancija reakcijske smjese nakon nekog vrame
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2.7.3. FRAP metoda

FRAP metodom se odteje redukcijska sposobnost uzorka tj. sposobnost
antioksidansa da reducira¥ea Fe&*. Nastali ioni reagiraju s TPTZ reagensom (2,4,6-
tripiridil- s-triazin) daji¢i plavo obojeni kompleks koji ima apsorpcijski mamkam kod
593 nm. (52)

Reagensi:
* Acetatni pufer, ¢ (eHsNaO,x3H20)=300 mmol/L, pH= 3,6.
» Otopina klorovodine kiseline, ¢ (HCI)=40 mmol/L.
» Otopina 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), ¢ (gH12Ns)=10 mmol/L: 159,4 mg
TPTZ-a otopi se u 50 mL 40 mmol/L otopine HCl-a.
» Otopina zeljezovog (l11) klorida, ¢ (Feg+20 mol/L.

FRAP reagens: 25 mL acetatnog pufera i po 2,5 tapine TPTZ-a i FeGl

Izrada bazdarnog pravca:
Zaizradu bazdarnog pravca testiraju se otopin®ke|icitih koncentracija (od

25 do 1000 pM) prema opisanom postupkalica 6., Slika 1).

Tablica 6. Odnos koncentracije Fe(ll) iona i absanlije reakcijske smjese pri 593 nm

koriSten za izradu bazdarnog pravca za aefivanje FRAP vrijednosti

Koncentracija (uM) Absorbancija
(593 nm)
1000 0,728 + 0,003
500 0,364 + 0,001
250 0,184 +£ 0,001
125 0,095 = 0,000
50 0,040 = 0,002
25 0,022 £ 0,001
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Slika 13. Bazdarni pravac otopina Fe(ll) za od@ir@nje FRAP vrijednosti

Postupak:

U kivetu se otpipetira 2,9 mL FRAP reagenséiiecomu se absorbancija pri 593
nm. U reagens se doda 100 pL uzorka i pratili peoajabsorbancije otopine u 4. minuti.
Rezultati FRAP vrijednosti sedanaju preko jednadzbe bazdarnog pravca dobivene za

otopinu Fe () iona i izrazeni su kao uM ekvivadém Fe (11).
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3. REZULTATI

3.1 REZULTATI ODRE DPIVANJA UKUPNIH FENOLA

Tablica 7. Rezultati oddvanja ukupnih fenola u ekstraktima sfeealge Dictyota

dichtioma var. Intricate dobivenih primjenom ra#ie snage mikrovalova

Koncentracija fenola
Oznaka uzorka
(mg GAE/L)
A 115+5
B 106 + 2
C 111 +5
D 102+5

*mg GAE/L — miligrami ekvivalenata galne kiseline f L ekstrakta

HH
-

<100 -

H
—
HH

5 o
o o o
| | |

Ukupni fenoli (mg GAE

N
o o
|

A B C D

*mg GAE/L — miligrami ekvivalenata galne kiseline fa L ekstrakta

Slika 14. Usporedni prikaz rezultata odreanja ukupnih fenola u ekstraktima
smefe alge Dictyota dichtioma var. Intricate dobivemiimjenom razlfite

shage mikrovalova
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3.2. REZULTATI ODRE DPIVANJA UKUPNIH FLAVONOIDA

Tablica 8. Rezultati odivanja ukupnih flavonoida u ekstraktima sfaalge Dictyota

dichtioma var. Intricate dobivenih primjenom raike snage mikrovalova

Koncentracija flavonoida
Oznaka uzorka
(mg QE/L)
A 34+1
B 240
C 36+1
D 34+1

*mg QE/L — miligrami ekvivalenata kvercetina po Ekstrakta

A B C

*mg QE/L — miligrami ekvivalenata kvercetina po Ekstrakta

Slika 15. Usporedni prikaz rezultata odireanja ukupnih flavonoida u ekstraktima
smefe alge Dictyota dichtioma var. Intricate dobivemhmjenom razléite snage

mikrovalova
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3.3. REZULTATI ODRE DIVANJA UKUPNIH TANINA

Tablica 9. Prikaz rezultata od#eranja ukupnih tanina u ekstraktima s#feealge

Dictyota dichtioma var. Intricate dobivenih primgm razltite snage mikrovalova

Koncentracija tanina
Oznaka uzorka
(mg KE/L)
A 74 +15
B 65+4
C 74+4
D 50+6

*mg KE/L — miligrami ekvivalenata katehina po 1 kstrakta

100
90 -
80 1 I T
70 - l 1
60 - i
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

HH
—

Ukupni tanini (mg KE/L)

A B C D

*mg KE/L — miligrami ekvivalenata katehina po 1 kstrakta

Slika 16. Usporedni prikaz rezultata odireanja ukupnih tanina u ekstraktima s#ee

alge Dictyota dichtioma var. Intricate dobivenihipienom razléite snage mikrovalova
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3.4. REZULTATI ODRE DPIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE
AKTIVNOSTI

3.4.1. Briggs-Rauscher metoda

Tablica 10 Rezultati odréivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata ginalge
Dictyota dichtioma var. Intricate dobivenih primm razltite snage mikrovalova

Briggs-Rauscher metodom

Vrijeme inhibicije
(sek)
85+9

Oznaka uzorka

71+8

64+3

ol O m| »

52+5

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Vrijeme inhibicije (sek)

Slika 17. Usporedni prikaz rezultata odireanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakta
smefe alge Dictyota dichtioma var. Intricate dobivemhmjenom razléite snage

mikrovalova Briggs-Rauscher metodom
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3.4.2. DPPH metoda

Tablica 11 Rezultati odréivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata ginalge
Dictyota dichtioma var. Intricate dobivenih prim@m razlite snage mikrovalova
DPPH metodom

DPPH
Oznaka alge o
(% inhibicije)
A -8%0
B -15+1
C -8+0
D -18+2
0,00
A B C D
-2,00 +
-4,00
-6,00 -

-8,00
-10,00 -
-12,00

-14,00

Inhibicija DPPH radikala (%0)

-16,00

-18,00 -

-20,00 -

Slika 18. Usporedni prikaz rezultata odreanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakta
smefe alge Dictyota dichtioma var. Intricate dobivemihmjenom razléite snage

mikrovalova DPPH metodom
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3.4.3. FRAP metoda

Tablica 12 Rezultati odréivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata ginalge
Dictyota dichtioma var. Intricate dobivenih prim@m razlite snage mikrovalova
FRAP metodom

FRAP
Oznaka alge
UM Fe(ll)
A 440 + 29
B 3678
C 369+4
D 412 £ 10

* UM Fe(ll)- mikromoli ekvivalenata Fe(ll) iona doL ekstrakta

500 -
450 - T
400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
50 -

FRAP (uM Fe(ll) )

Slika 19. Usporedni prikaz rezultata odneanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakta
smefe alge Dictyota dichtioma var. Intricate dobivemiimjenom razléite snage

mikrovalova FRAP metodom
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4. RASPRAVA

Cilj ovog diplomskog rada bio je pratiti utjecajrpmetara ekstrakcije, odnosno u
ovom sl&aju snage mikrovalova kod mikrovalne ekstrakcijealtivnih spojeva iz
jadranske smie algeDictyota dichtiomavar. Intricate. Snage mikrovalova koriStene u
postupcima ekstrakcije prikazane sirablici 2. dok su vrijeme ekstrakcije (30 minuta)

kao i temperatura ekstrakcije (60°C) bili jednalgwim postupcima priprave ekstrakata.

U ekstraktima alge pripravljenim raglim postupcima odidena je koncentracija
ukupnih fenola, flavonoida, tanina te su im @ldnea antioksidacijska svojstva metodama
FRAP, Briggs-Raucher i DPPH.

U Tablici 7. te naSlici 14. prikazani su rezultati oddevanja ukupnih fenola
izrazeni po mg GAE/L iz kojih se moze primijetitade koncentracija ukupnih fenola ne
razlikuje zng&ajno meu uzorcima. Kod postupka ekstrakcije kod kojeg geidtena
najniza snaga mikrovalova (150 W) koncentracijafae bila najvéa te iznosi 115 mg
GAE/L, dok je kod postupka kod kojeg je koriStem@/aca snaga mikrovalova (1000 W)
udio fenola bio najnizi (102 GAE/L).

U ekstraktima je takier odrelena i koncentracija ukupnih flavonoida koja se
izrazila u mg QE/L i kretala se od 24 do 36 mg QHzZLdobivenih rezultata prikazanih
u Tablici 8 i naSlici 15.uatava se da je najviSe flavonoida ekstrahirano péstupgkod
kojeg je primijenjena snaga mikrovalova 500 W (3y @QE/L), a najmanje kod primjene
snage mikrovalova 250 W. Rezultati odik@anja ukupnih tanina pokazali su raspon
rezultata od 59 do 74 mg KE/L (prikazanTablici 9.i Slici 16). Ekstrakti Ai C su imali
priblizno jednake vrijednosti koncentracije tani(@ mg KE/L), dok je ekstrakt D

pokazao najnizu vrijednost (59 mg KE/L).

Rezultati odrdivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata Bsggauscher
metodom izrazeni su u vidu vremena inhibicije r@akoscilacije u Briggs-Rauscher
sustavu (u sekundama). Dobiveni rezultati ukazajgonda je najnize vrijeme inhibicije
pokazao ekstrakt D (52 sekunde) dok je najviSuedlnipst pokazao ekstrakt A (85
sekundi) Tablica 10., Slika 1J. Ono Sto se moZze primijetiti iz prikazanih reatdtje da
se povéanjem primijenjene snage mikrovalova kod postupkatrakcije smanjuje

antioksidacijska aktivnost ekstrakata.
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Rezultati dobiveni DPPH metodom pokazali su negatiwrijednosti {ablica 11.,
Slika 18) Sto je zapravo pokazatgdyooksidativne aktivnosti testiranih ekstrakata pri
c¢emu najizrazeniji negativni utjecaj imao ekstrakt @vi rezultati uptuju na slabu

aktivnost spojeva iz ekstrakatdvatanjumolekula slobodnih radikala.

Rezultati odrdivanja antioksidacijske sposobnosti FRAP metodargzeni u
UM Fe (Il) pokazali su najviSe vrijednosti za e&ktr A (440uM Fe (1)) a najnizu
vrijednost od 367uM Fe (ll) za ekstrakt Baplica 12., Slika 19.
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5. ZAKLJU CAK

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakfjuda primjena raztite snage
mikrovalova kod mikrovalne ekstrakcije bioaktiviiénolnih spojeva iz jadranske sdee
alge Dictyota dichtiomavar. Intricate nema zn&jan utjecaj na fenolni profil i

antioksidacijska svojstva ekstrakata.
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