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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Zadatak zavrsnog rada bio je odrediti antioksidacijski kapacitet ekstrakata (pripravljenih
u razli¢itim otapalima, pri razli¢itim temperaturama) jadranskih algi, Ulva lactuca L.,
Padina pavonica (L.) Thivy i Dictyota dichotoma (Hudson) J.VV.Lamouroux, koriStenjem
ORAC metode.



SAZETAK

Pod utjecajem razli¢itih ¢imbenika u organizmu se stvaraju Stetni slobodni radikali, koji
predstavljaju stalnu prijetnju ljudskom organizmu. Kako bi se obranio od istih organizam
u normalnom fizioloskom stanju proizvodi antioksidanse, molekule sposobne da sprijece
oksidaciju drugih molekula. Brojnim istrazivanjima pokazalo se da morske alge imaju
znacCajna antioksidacijska svojstva u borbi protiv slobodnih radikala i pozitivan u¢inak na
ljudsko zdravlje.

Za odredivanje antioksidacijske sposobnosti nekog uzorka koriste se razli¢ite metode
zasnivane na razli¢itim mehanizmima djelovanja na odredenu vrstu slobodnih radikala.
U cilju odredivanja antioksidacijskog kapaciteta uzorka pracenjem inhibicije djelovanja
slobodnog peroksil radikala u ovom radu se koristio standardizirani test pod nazivom
ORAC (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity). Analizirani su ekstrakti dviju
smedih algi, Padina pavonica (L.) Thivy i Dictyota dichotoma (Hudson) J.V.Lamouroux,
te zelene makroalge Ulva lactuca L., pripravljeni koriStenjem razli¢itih otapala (voda,
etanol i aceton) pri razli¢itim temperaturama (20, 40 1 60 °C).

Dobiveni rezultati ukazali su na najbolju antioksidacijsku aktivnost ekstrakata
pripravljenih u etanolu, osobito ekstrakata alge D. dichotoma. Svi ekstrakti zelene alge
U. lactuca pokazali su znatno nizu antioksidacijsku aktivnost. Takoder rezultati ukazuju
na razliitosti u antioksidacijskom potencijalu ekstrakata ovisno o primijenjenoj
temperaturi u postupku ekstrakcije, stoga se ne moze donijeti zaklju¢ak o utjecaju

temperature ekstrakcije na bolji ili losiji antioksidacijski potencijal ekstrakata.

Kljuéne rijeci: slobodni radikali, antioksidansi, morske alge, ORAC metoda



SUMMARY

Free radicals are created under the influence of various factors in the body and they
represent a permanent danger to the human organism. To protect themselves from them,
organism in normal physiological state produce antioxidants, molecules capable of
inhibiting the oxidation of other molecules. Numerous studies have shown that marine
algae have significant antioxidant properties in the fight against free radicals and positive
effect on human health.

For determination of the antioxidant capacity of the samples, various antioxidant
methods, based on different mechanisms of action on a particular type of free radicals,
are used. In order to determine the antioxidant capacity of the sample by monitoring the
inhibition of the action of the free peroxyl radical in this paper, a standardized test called
ORAC (Oxygen Absorption Capacity) was used. The extracts of two brown algae, Padina
pavonica (L.) Thivy and Dictyota dichotoma (Hudson) J.V.Lamouroux and green
macroalgae of Ulva lactuca L. prepared using different solvents (water, ethanol and
acetone) and at different temperatures (20, 40 and 60°C) were analysed.

The obtained results showed the best antioxidant activity of ethanol extracts, in particular
D. dichotoma extracts. All extracts of the green algae U. lactuca showed significantly
low antioxidant activity. Also, the results indicate differences in the antioxidant potential
of extracts depending on the applied extraction temperature, so general conclusion about
the positive or negative effect of the applied temperature on the antioxidant properties of

the extract can not be brought.

Keywords: free radicals, antioxidants, sea algae, ORAC method
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UuvOoD

Pojmove kao $to su slobodni radikali, oksidacijski stres i antioksidansi posljednjih
godina sve Cesce susreCemo i najée$ée Se povezuju s pozitivnim ucincima hrane na na$
organizam. Posebno su zanimljivi slobodni radikali, molekule koje se stvaraju u naSem
organizmu u normalnim fizioloskim funkcijama i kao takve imaju vaznu ulogu. S druge
pak strane, slobodni radikali u organizam dolaze i djelovanjem vanjskih ¢imbenika poput
UV zraCenja, vremenskih prilika, okolisnih zagadenja, itd., te stoga predstavljaju stalnu
prijetnju nasem organizmu.

Nagomilavanje stetnih slobodnih radikala ima nepovoljan u¢inak na ljudsko
zdravlje i dovodi do pojave oksidacijskog stresa, dok antioksidansi §tite organizam od
njihovog Stetnog djelovanja.

U novije vrijeme sve je veci interes za biljnim ekstraktima i spojevima prirodnog
podrijetla koji posjeduju dobra antioksidacijska svojstva. Jedni od izvora bioaktivnih
spojeva su i morske alge. Osim §to su to nisko kalorijske namirnice, one sadrze izuzetno
vrijedne fitokemikalije koje su zasluzne za njihova dobra antioksidacijska svojstva i
pozitivni utjecaj na ljudsko zdravlje.

Kako bi se odredila sposobnost nekog uzorka u borbi protiv slobodnih radikala
koriste se brojne antioksidacijske metode. Svaku od tih metoda karakterizira odredeni
mehanizam djelovanja na odredenu vrstu slobodnih radikala. Tako se npr. za odredivanje
antioksidacijskog kapaciteta uzorka pracenjem inhibicije djelovanja slobodnog peroksil
radikala koristi standardizirani test pod nazivom ORAC (engl. Oxygen Radical
Absorbance Capacity) metoda.

U ovom radu je ORAC metodom odreden antioksidacijski kapacitet ekstrakata
algi Ulva lactuca L., Padina pavonica (L.) Thivy i Dictyota dichotoma (Hudson)

J.V.Lamouroux pripravljenim u razli¢itim otapalima i pri razli¢itim temperaturama.



1. OPCI DIO

1.1. SLOBODNI RADIKALI

Slobodni radikali su atomske ili molekulske vrste koje u vanjskoj elektronskoj
ljusci posjeduju jedan ili vise nesparenih elektrona. Oni mogu donirati ili prihvatiti
elektron od drugih molekula i stoga se ponasaju kao oksidansi ili reducensi (1). Manjak
elektrona i teznja za davanjem ili uzimanjem istih, ¢ini slobodne radikale visoko
reaktivnim, te u odnosu na sli¢ne ione nestabilnim molekulama. Upravo zbog reaktivnosti
iznimno je vazno drzati pod kontrolom njihovo nastajanje. Slobodni radikali imaju vaznu
ulogu u mnogim bioloskim procesima ukljucuju¢i metaboli¢ke puteve, signalizaciju
stanica, imunoloski odgovor i razne patoloske procese. Otkrivanje i kvantificiranje ovih
vrsta vazno je za bolje razumijevanje normalnih i patofizioloskih funkcija na stani¢noj i
tkivnoj razini (2).

U nasem organizmu svi slobodni radikali koji se pojavljuju su endogenog ili
egzogenog podrijetla. Endogeni nastaju kao posljedica raznih upala, mentalnog stresa,
infekcija, raka ili putem prirodnog procesa starenja. S druge strane, egzogeni slobodni
radikali iz okoli$a u ljudsko tijelo ulaze udisanjem dima cigareta, uzimanjem pojedinih

lijekova i sli¢no (3).

Bioloski sustav je izrazito bogat slobodnim radikalima od kojih je najjednostavniji
primjer atom vodika koji posjeduje samo jedan nespareni elektron. Nadalje, dvoatomna
molekula kisika sa dva nesparena elektrona se takoder smatra slobodnim radikalom. U
skupinu radikala, zbog svoje elektronske konfiguracije, spadaju i ioni prijelaznih metala
poput kobalta, bakra, Zeljeza, itd. Ipak, bioloski najznacajniji slobodni radikali Su
reaktivni oblici kisika (ROS, engl. Reactive Oxygen Species) u koje ubrajamo radikale

Kisika i reaktivne neradikalne derivate kisika (tablica 1) (4).



Tablica 1. Reaktivni oblici kisika - ROS (4)

RADIKALI NERADIKALI
Superoksidni, O3 Vodikov peroksid, H,0,
Hidroksilni, 'OH Hipokloritna kiselina, HOCI
Peroksilni, R"0, Ozon, O4

Alkoksilni, R'0 Singletni kisik, 1'Ag0,
Hidroperoksilni, H'O, Peroksinitrit, ONOO™

Osim ve¢ spomenutih reaktivnih oblika kisika, drugi osnovni oblici su reaktivni

oblici dusika (RNS, engl. Reactive Nitrogen Species) (tablica 2).

Tablica 2. Reaktivni oblici dusika — RNS (4)

RADIKALI NERADIKALI
Dusikov (II) oksid, 'NO Nitritna kiselina, HNO,,
Dusikov (IV) oksid, 'NO, Dusikov (II) oksid, N,05

Dusikov (IV) oksid, N,0,4

Nitronium ion, NOJ
Peroksinitrit, ONOO~
Peroksinitritna kiselina, ONOOH
AlKil peroksinitrit, ROONO

Nitroksilni anion, NO~
Nitrozilni kation, NO*

Nitrilni klorid, NO,Cl

ROS i RNS su pojmovi koji opisuju slobodne radikale i druge neradikalne
reaktivne derivate. Radikali su manje stabilni od neradikalnih vrsta i njihova reaktivnost

je veca (5).



1.1.1. Reaktivni oblici kisika (ROS)

Slobodni radikali koji sadrze kisik, uz svoju iznimnu reaktivnost, sposobni su u
membrani stanica i1 jezgri unistiti bioloski vazne molekule kao §to su DNA, proteini, lipidi

1 ugljikohidrati. Time dolazi do oSteéenja stanica i pojedinih homeostaznih poremecaja

(1).

e- LI
O 2 Superoksidniradikal

0,

SOD (s)

Fe?* GPX (s), PRX (s), katalaza

H, 0, * H,0

Vodikov peroksid

OH

Hidroksilniradikal

Oksidacijatiola ———— > Signalizacija stanica

Slika 1. Nastajanje reaktivnih oblika kisika (7)

Superoksidni ion (03 ) je vazan u mnogim slucajevima bioloske toksi¢nosti
kisika. Nastaje kada se molekuli kisika prilikom susreta sa snaznim redukcijskim
sredstvom poput metala, doda jedan elektron. Uslijed dodatka elektrona dolazi do
povecanja reaktivnosti zbog slabljenja jakosti kovalentne veze. Superoksidni radikali
neprekidno nastaju, a jedan od glavnih izvora je respiracijski lanac u kojem, tzv.
,curenjem® elektrona s ubikinona na kisik, 1-3% kisika prelazi u superoksidni radikal.
Svi ti novonastali radikali u respiracijskom lancu, tijekom transporta elektrona mogu
uzrokovati oste¢enja na mitohondrijskim proteinima, lipidima i DNA. Superoksidni
radikali mogu nastati i tijekom transporta kisika, biotransformacije ksenobiotika (lijekovi,

droge, itd.) i uz pomo¢ enzima iz skupine oksidaza (4).



Hidroksilni radikal ("OH) kao najreaktivniji slobodni radikal kisika u bioloskom
sustavu, moze stupiti u reakcije sa velikim brojem stani¢nih komponenti. Na primjer,
moze inicirati reakciju lipidne peroksidacije, kemijski mijenjati purinske i pirimidinske

baze u DNA, napadati membranske lipide, itd. (4).

"OH nastaje u Fentonovoj reakciji koja je katalizirana prijelaznim metalima i koja inace
uzrokuje oSteéenja stanica. Za oSteéenje uzrokovano kisikom moze biti odgovorno
Zeljezo, koje se iz slobodnog oblika Fe®* kataliziran slobodnim radikalima reducira u

Fe2*, odnosno oblik aktivan u spomenutoj reakciji.
H20; + Fe?* — intermedijarni kompleks — Fe(Ill) + OH + OH

Jos jedan od nacina nastajanja 'OH je Haber Weissova rekcija koja, osim ionima Zeljeza,

moze biti katalizirana i ionima bakra.
02"+ H202, — 02+ OH + OH (4)

Singletni kisik (1Ag0; ) se pojavljuje kao jo$ jedan vrlo reaktivni neradikalni
oblik Kkisika koji ima umjereno dug zivotni vijek (4). NajéeSée se proizvodi u foto
osjetljivim reakcijama, dok se s druge strane u bioloskom sustavu generira u reakciji
hipokloritne kiseline i vodikovog peroksida. U odnosu na ostale radikale, zanemarujuci
superoksidni, mnogo selektivnije reagira sa mnogim organskim supstratima, dobivajuci
tako hidroperokside (6).

Hipokloritna kiselina (HOCI) se stvara uz pomo¢ enzima mijeloperoksidaze

(MPO) u aktiviranim neutrofilima.
H+ + Cl_ + HZOZ — HOCI + Hzo

Kiselina moze klorirati DNA baze, oksidirati NAD(P)H, itd. Ima moguc¢nost prolaska
kroz membranu, te na taj nac¢in moze i negativno utjecati na membranske proteine (ostetiti

ih). U njezinom prisustvu dolazi do otpustanja metalnih iona iz proteina (4).

Bioloski sustavi stvaraju vodikov peroksid (H,0,) kao jedini radikal koji se
smatra slabim oksidansom i reduciraju¢om tvari. On sudjeluje stvaranju reaktivnog

hidroksilnog radikala, reakcijom homoliti¢ke fisije uz prisustvo UV svjetlosti (4).



1.1.2. Reaktivni oblici dusika (RNS)

Intenzivnim istrazivanjem duSikovog oksida (NO) i njegovog metabolizma doslo
je do potrebe 1 prouc¢avanjem reaktivnih dusikovih oblika (RNS). RNS obuhvaca Sirok

raspon spojeva razlicitih karakteristika (8).

Posljednjih godina otkrivene su promjene koje se odnose na biokemiju slobodnih
radikala, te Sirok spektar njihovih novih kemijskih i fizikalnih svojstava. Postalo je jasno
da radikali nisu nuzno kratkotrajni i reaktivni te da njihova bioloska svojstva nisu uvijek
tako Stetna. Pravi primjer toga je upravo dusikov (II) oksid ('NO) koji ima relativno
specificne funkcije. Osim §to nije izrazito reaktivan, potpomaze i vazne fizioloSke
funkcije. (8) 'NO se enzimatski sintetizira pomoc¢u NO sintaze. U usporedbi sa O,~ i HO’,
ima znatno duzi poluZzivot, te ih stabilizira upravo stupajuci u reakcije s njima. Stoga je
predlozeno da "NO moze funkcionirati kao tzv. ,,¢ista¢* slobodnih radikala i njegove vrlo
niske doze u stani¢nim membranama mogu inhibirati lipidnu peroksidaciju. Velika

stabilnost mu omogucava prolaz kroz stanicne membrane te prijenos signala u stanicama

9).

S druge strane, kod niskih razina glutationa (npr. kod procesa starenja)
prekomjerne koli¢ine 'NO mogu nitrozilirati proteine te uzrokovati njihovu disfunkciju
ili reagirati s drugim reaktivnim molekulama te tako oblikovati neke druge RNS. Da bi
se to sprijecilo, glavni nacin uklanjanja "NO je procesom konjugacije pomocu glutationa

(9).

Reakcijom dusikovog monoksida (NO) sa O2" nastaju peroksinitriti (ONOO™).
Pri iznimno velikoj koncentraciji NO, brzina reakcije je veca. Istrazivanja su pokazala da
peroksinitriti iniciranjem transformacije masnih kiselina kroz peroksidaciju, nitriranjem

i sli¢énim procesima, imaju vaznu ulogu u oksidacijskom stresu (9).

Dusikov dioksid ((NO,) je spoj koji takoder jednim dijelom moze doprinijeti

iniciranju oksidativnih ostecenja u tkivima (9).



1.2. ZASTITA OD DJELOVANJA SLOBODNIH RADIKALA

Slobodni radikali i1 druge reaktivne vrste sudjeluju u brojnim klinickim
oboljenjima kao S§to su bolesti srca i1 kardiovaskularnog sustava (ateroskleroza,
hipertenzija), bolesti pluéa (hipoksija, utjecaj pusenja), bolesti bubrega (nefrotoksi¢nost
metalnim ionima), oboljenja mozga (Parkinsonova bolest), bolesti vida (foticna
rinopatija), bolesti gastrointestinalnog trakta (oralno trovanje zeljezom), bolesti crvenih
krvnih stanica (malarija, Frankonijeva anemija), karcinomi, starenje, itd. (4).

Osnovnu funkciju u obrani organizma od Stetnog djelovanja slobodnih radikala
preuzimaju antioksidansi, koji onemogucavaju oksidativne reakcije. Da bi njihovo
djelovanje bilo u¢inkovito trebaju biti dobri Avataci slobodnih radikala, imati moguénost
smanjivati lokalnu koncentraciju Kisika, uklanjati perokside i sl. Neki od vrlo efikasnih

antioksidansa su: vitamini C i E, ubikinon, mokra¢na kiselina, -karoten, flavonoidi, itd.

(4).

1.3. OKSIDACIJSKI STRES

U normalnim metaboli¢kim uvjetima uvijek postoje odredeni sustavi koji pruzaju
djelotvornu zastitu od slobodnih radikala. No, uslijed nedostatka antioksidansa,
nagomilavanja oste¢enih makromolekula i sliénih promjena, obrambeni mehanizmi
zataje, stoga pojedine stanice, tkiva ili ¢ak cijeli organizam preplave slobodni radikali i
nastane patolosko stanje pod nazivom oksidacijski stres (4).

Prekomjernim stvaranjem slobodnih radikala dolazi do gubitka ravnoteze i ne
mogucénosti stanice da iste razgradi, a sve skupa rezultira promjenama koje su vezane za
oStecenje pojedinih stanica. Promjenu ravnoteze mogu uzrokovati razli¢iti procesi koji
poticu stvaranje ROS i RNS (4). Oksidacijski stres osim $to je povezan sa oSte¢enjem
Sirokog raspona molekularnih vrsta (lipidi, proteini), kratkoro¢no se moze pojaviti i u
tkivima ozlijedenim traumom, infekcijom, prekomjernom tjelovjezbom, itd. Ta tkiva

potom utjecu na povecanu proizvodnju enzima koji su uklju¢eni u nastajanje ROS (1).

Jedno od vaznijih negativnih utjecaja ROS-a je ostecenje DNA koje uzrokuje
mutaciju ili smrt stanice, oSte¢enja proteina te pojavu kroni¢nih 1 akutnih poremecaja koji

nastaju putem lipidne peroksidacije. Stanice za zastitu od Stetnog djelovanja ROS-a



stvaraju enzimske (Cu/Zn, glutation peroksidaze, itd.) i ne-enzimske (vitamin E i C, B-
karoten, itd.) antioksidanse koji uklanjaju i/ili obnavljaju oksidirane molekule. Bez obzira
na stani¢nu antioksidativnu zaStitu, ucinkovitost stvaranja antioksidansa se tijekom
starenja organizma moze smanjiti ili u potpunosti nestati, stoga procesi stvaranja ROS u
sluaju oslabljenih mogucnosti detoksifikacije antioksidansa mogu dovesti do
ireverzibilnih ostec¢enja makromolekula. U tom slu¢aju pojava lipidne peroksidacije i

stvaranje reaktivnih aldehida ima presudnu ulogu (4).

1.3.1. Peroksidacija lipida

U normalnim bioloskim uvjetima, procesom ne-enzimatske oksidacije molekula
kisika oduzima elektrone drugim molekulama te na taj nain poti¢e nastanak slobodnih
radikala. Potom stvoreni radikali napadaju visestruko nezasi¢ene masne kiseline, §to u
konacnici dovodi do lipidne peroksidacije (10).

Djelovanjem ROS-a na nezasi¢ene masne kiseline dolazi do pucanja slabe
dvostruke veze izmedu ugljika i vodika. Vodik se odvaja tvore¢i novi tzv. alkil radikal
koji se uz prisustvo kisika oksidira i tako nastaje peroksilni radikal (R"0,). On dalje ulazi
u reakcije sa masnim kiselinama, nakon ¢ega se lipidni hidroperoksidi (LOOH), koji
nastaju tim reakcijama, razgraduju uz katalizatore Fe?* i Cu* te tvore alkoksi (R'0) i
hidroksilne radikale ("OH) (4).

Reakcije lipidne peroksidacije naruSavaju temeljnu strukturu i znacajke masnih
kiselina, te time automatski i cjelovitost bioloske membrane, ¢iji glavni dijelovi su upravo
ove komponente. Reaktivni aldehidi (4-hidroksialkenali i drugi srodni nezasi¢en
aldehidi), kao zavr$ni produkti lipidne peroksidacije, zbog relativno dugog zivota opasniji
su za stanice od samih slobodnih radikala. Aldehidi difundiraju te time Sire podrucje

Stetnog djelovanja (4).



1.4. ORAC metoda

ORAC metoda predstavlja standardizirani test kojeg su razvili znanstvenici
Ghiselli i Glazer. Uz pomoc¢ testa se reakcijskim mehanizmom prijenosa atoma vodika
(HAT, engl. Hydrogen Atom Transfer) mjeri stupanj inhibicije peroksil radikala (R'0,).
U osnovnom testu peroksilni radikal reagira sa fluorescentnom probom da bi formirao
ne-fluorescentni produkt. Fluorescentna proba zapravo predstavlja stani¢énu molekulu
koja je od strane peroksilnog radikala izloZzena oksidaciji. Naknadno dodani antioksidans
se potom natjeCe sa probom za radikale, $to u posljedici inhibira i usporava oksidaciju
same probe. Prva verzija ORAC testa upotrijebila je B-fikoeritrin (B-PE), protein izoliran
iz crvene alge Porphyridium cruentum (S.F.Gray) Négel. Medutim, naknadno je
ustanovljeno da upotreba B-PE ima odredene nedostatke, stoga se preferiraju stabilnije i
manje reaktivnije fluorescentne probe kao sto je fluorescein. ORAC test prati reakciju
dulji vremenski period, od najmanje 30 minuta, a ukupni antioksidacijski ucinak je
predstavljen kao povrsina ispod krivulje mjerenja intenziteta fluorescencije. Treba
napomenuti da je ovo jedina metoda koja daje informaciju o zaStitnom ucinku
antioksidansa tijekom duzeg vremenskog perioda (11). Prilikom reakcije probe sa
peroksilnim radikalom dolazi do slabljenja intenziteta fluorescencije tijekom vremena.

Kao standardna otopina u testu se koristi u vodi topivi analog vitamina E, odnosno
sintetski antioksidans, pod nazivom Trolox (12).

1.4.1. Prednosti i nedostatci ORAC metode

Svakim danom se javlja sve veéi interes za koriStenjem i mjerenjem
antioksidacijskog kapaciteta u bioloskim uzorcima i hrani. ORAC metoda je samo jedna
u nizu antioksidacijskih metoda koja se koristi upravo u te svrhe. S druge strane istice se
kao jedina metoda koja kombinira stupanj i trajanje inhibicije oksidacije u jednu
vrijednost. U hrani ORAC mijeri aktivnost lipofilnih i hidrofilnih antioksidansa, a takoder
moze mjeriti i antioksidacijski kapacitet krvne plazme, s kojim nam daje podatke o
promjeni antioksidacijskog kapaciteta krvi nakon konzumacije razli¢itih namirnica (13).
Nadalje, ORAC je standardizirana metoda, $to zna¢i da nam omogucuje navodenje na

ispravnu upotrebu testova, usporedbu prehrambenih proizvoda, odredivanje standarda



kvalitete hrane i dr. Jedan od osnovnih nedostataka je dugo trajanje testa, no to se

zanemaruje s obzirom na veliki broj uzoraka koji se mogu istovremeno ispitati (12).

1.5. MORSKE ALGE

Opcenito pod pojmom algi razlikujemo makroalge i mikroalge. Makroalge su
raznolika skupina morskih organizama koji su razvili sloZene i specifi¢ne metabolicke
putove kako bi prezivjeli u vrlo konkurentnom morskom okoliSu. Postoje tri razlicite vrste
makroalgi. To su crvene, smede i zelene (14).

Crvene vrste algi u odnosu na smede i zelene sadrze Visoke razine proteina.
Najveci utjecaj na sadrzaj proteina i aminokiselina ima okoli$ 1 njegove varijacije, pa on
stoga najvise ovisi 0 mjestu na kojem su alge pronadene te godisnjem dobu u kojem su

uzorkovane (14).

Smede alge imaju malen udio proteina, ali zato u svom sastavu imaju vecu
koli¢inu polifenola i polisaharida (14). U smedim algama je udio fenolnih spojeva vrlo
visok i oni su uglavnom odgovorni za njihovu antioksidacijsku aktivnost. Dokazano je da
smede alge imaju relativno znacajno visi antioksidacijski potencijal od zelenih i crvenih
(15). Neke od znacajnih smedih algi, koje su ujedno i koristene u eksperimentalnom dijelu

rada su Padina pavonica (L.) Thivy i Dictyota Dichotoma (Hudson) J.V.Lamouroux.

Slika 2. Istrazivane morske alge: a) P. pavonica (16); b) D. dichotoma (17); c) U.
lactuca (18)
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Zelene morske alge sa sadrzajem proteina preko 20% Su potencijalni izvor
komercijalno korisnih biljnih bjelancevina, a neke vrste sadrze i visoku koncentraciju
vitamina i minerala (14). Ulva lactuca L. je zelena alga koja je koriStena u

eksperimentalnom dijelu ovo rada.

1.5.1. Padina pavonica (L.) Thivy

P. pavonica, smeda alga iz obitelji Dictyophyceae, rasprostranjena je Sirom toplih
i tropskih obala, a najc¢esce je pronalazimo u Sredozemnom moru i Atlanskom oceanu.
Tijelo alge je smede-bijele boje, a drzac koji se sastoji od fleksibilnih rizoida sluzi joj za
povrsinsku vezanost. Brojnim istrazivanjima otkrivena su njezina razlicita svojstva te se
stoga koristi kao sirovina za proizvodnju biodizela, kao bioindikator oneciS¢enja,

antioksidans, antibakterijsko sredstvo i dr. (19).

1.5.2. Dictyota dichotoma (Hudson) J.V. Lamouroux

Vrsta smede alge pod nazivom D. dichotoma ¢esti je stanovnik Jadranskoga mora.
Alga pripada porodici Dictyophyceae, a iznimno je znacajna po proizvodnji sulfatiranih
polisaharida. Poznata je njezin uporaba u ljudskoj i zivotinjskoj prehrani, te proizvodnji
alginata (20).

1.5.3. Ulva lactuca L.

Tanka, plosnata, rastezljiva zelena do tamnozelena alga pod nazivom U. lactuca
rasprostranjena je Sirom svijeta. Nazivom nam je poznatija kao morska salata. U
usporedbi s drugim algama vrste Ulva imaju znatno vise stope rasta u prirodi. U. lactuca
raste pri¢vrS¢ena na kamenje ili na slicne podloge, ali se moze vrlo lako odvojiti 1
plivaju¢i na povrsini stvoriti tzv. zelene plime. Alga je jestiva, stoga se Cesto koristi u
ljudskoj prehrani. Pokazatelj je oneciS¢ene vode, a znacajna njezina uloga je §to se moze

uzgojiti za proizvodnju biomase i bioremedijaciju otpadnih voda (21).
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1.5.4. Bioloska aktivnost

Morske alge su izvrsni spremnici proteina i derivata koji imaju izrazito ué¢inkovita
bioloSka svojstva (14). Biomasa algi takoder sadrzi i mnoge vrijedne sastojke poput
minerala, vitamina, aminokiselina, lipida, itd. (22).

Tijekom posljednjih godina istrazivanja su usmjerena na alge kao izvor prirodnih
bioaktivnih sastojaka, a sve veca paznja je posvecena biofunkcionalnim proteinima i
nekim peptidima. Za svaku vrstu algi, sadrzaj jednako kao i tip proteinske molekule ovisi
o nekoliko ¢imbenika kao S§to su dostupna svjetlost, temperatura i slanost vode,
raspolozivost dusika, hranjivih tvari i minerala, UV zraCenje, razina ugljikohidrata, itd.

(14).

1.5.5. Antioksidacijska svojstva algi (14)

U brojnim epidemioloskim, klini¢kim i eksperimentalnim istraZivanjima Se
pokazalo da morske alge posjeduju znacajna antioksidacijska svojstva te da mogu imati
pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje. Znanstvenici iz razlicitih dijelova svijeta proucavali
su sposobnost ekstrakata algi da inhibiraju peroksidaciju lipida ili uklanjaju slobodne
radikale, te in vitro studijama potvrdili antioksidacijska svojstva ispitivanih ekstrakata.
Ova svojstva algi su djelomi¢no objasnjena i usko povezana sa njihovim kemijskim
sastavom, no ipak je vrlo ¢esto tesko utvrditi koji spojevi su odgovorni za antioksidacijsku
aktivnost jer Cesto aktivnost proizlazi iz sinergistickog uc¢inka koji se javlja izmedu
nekoliko spojeva. No s druge strane, u sastavu algi identificirani su polarni spojevi kao
§to su aminokiseline povezane s mikosporinom i fenolni spojevi kao §to su cimetna
kiselina, florotanini i bromofenoli, koji se smatraju jednim od spojeva potencijalno
odgovornih za antioksidacijsku aktivnost algi. Proucavanje morskih algi kao izvor
antioksidansa danas je vazan segment u istrazivanju prirodnih proizvoda zbog njihovih
znacajnih potencijalnih koristi za ljudsko zdravlje 1 prehrambenu industriju.

Prva istrazivanja antioksidansa u algama provedena su u Japanu kako bi se
pronasli novi aditivi i nadomjestak za sintetske antioksidanse kao §to su butilirani
hidroksianisol (BHA) i butilhidroksitoluen (BHT) koji su pokazali kancerogene ucinke te
enzimatske i lipidne promjene kod Zivotinja. Cinjenica da se neke susene alge mogu

pohraniti dulji vremenski period bez opasnosti od oksidacijskog kvarenja, ¢ak i kad je
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viSe od 30% ukupnih masnih kiselina u obliku polinezasi¢enih lanaca, privuklo je
zanimanje istrazivac¢a. Morske alge, jednako kao i druge fotosintetske biljke, izloZene su
kombinaciji svijetlosti i kisika $to dovodi do stvaranja slobodnih radikala i ostalih jako
oksidiraju¢ih sredstava. Medutim, odsustvo oksidacijskih oSte¢enja u strukturama
makroalgi 1 njihova stabilnost u oksidaciji tijekom skladiStenja ukazuju na zastitne
antioksidacijske obrambene sustave njihovih stanica. Poznato je da morske alge sadrze
Siroku paletu bioaktivnih spojeva, od kojih mnogi imaju komercijalne primjene u
farmaceutskoj, medicinskoj, kozmetickoj, prehrambenoj i poljoprivrednoj industriji.
Prirodni antioksidansi, koji se nalaze u mnogim algama, vazni su bioaktivni spojevi koji
igraju bitnu ulogu u borbi protiv razli¢itih bolesti i procesa starenja kroz zastitu stanica
od oksidacijskih ostecenja. Istrazivanje algi tijekom posljednjih 40-ak godina rezultiralo
je izolacijom preko 15 000 novih spojeva od kojih su mnogi pokazali da imaju bioloska
svojstva. Alge iz tri skupine, tradicionalno poznate kao Chlorophyta (zelene alge),
Rhodophyta (crvene alge) i Phacophyta (smede alge) proizvode spojeve s razli¢itim
bioaktivnim djelovanjima. Medu funkcionalnim sastojcima izvedenim iz morskih algi,
neki od najznacajnijih su florotanini, sulfatirani polisaharidi, karotenoidi i fenolne
kiseline.
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EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. KEMIKALIJE

U eksperimentalnom dijelu ovoga rada koristeni su sljede¢i reagensi:

Natrijev fosfat dihidrat, NaH2PO4 x 2H,0, Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, SAD

Dinatrijev hidrogenfosfat, Na2HPO4, Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, SAD

Fluorescein, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Germany

2,2 - azobis (2 - metilpropionamid) — dihidroklorid (AAPH), Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, Missouri, SAD

6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), Sigma-
Aldrich GmbH, Steinheim, Germany

2.2. UREDAJI

Ultrazvu¢na kupelj, Ultrasonic cleaner, Digital pro*

Tecan, BioTek, Synergy HTX, IP-2014-09-6897, BioTek, Instrumenta, Inc.,
Winooski, VT

Analiticka vaga, Kern, Model ALS 120-4, Kingston, Ujedinjeno Kraljevstvo

2.3. UZORCI

U eksperimentalnom dijelu rada koristeni su ekstrakti zelene alge Ulva lactuca L.

iz porodice Ulvaceae, te dviju smedih algi, Padina pavonica (L.) Thivy i Dictyota
dichotoma (Hudson) J.V.Lamouroux iz porodice Dictyotaceae. Alge su prikupljene
pocetkom veljace 2018. godine na podrucju Lucke kapetanije (Split). Biljni ekstrakti su
pripravljeni ekstrakcijom jednog grama homogeniziranog, prethodno osusenog, biljnog
materijala s razli¢itim otapalima (voda, etanol, aceton) pri tri razlicite temperature (20,

40160 °C).

14



2.4. ODREDPIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI

2.4.1. ORAC metoda

Ovom metodom se odreduje antioksidacijski kapacitet uzorka i to na nacin da se
prati inhibicija djelovanja slobodnog peroksil radikala na fluorescentni spoj fluorescein
(14).

Reagensi:

e Fosfatni pufer, pH=7, c=0,2 M: Odvaze se 6,242 g natrijevog fosfata dihidrata
(NaH2PO4 x 2H20) i 5,687 g dinatrijevog hidrogenfosfata (Na2HPOj), te se svaka
koli¢ina posebno otopi u tikvici sa 200 mL destilirane vode. Nakon toga se 61 mL 0,2
M otopine Na2HPO4 i 39 mL 0,2 M otopine NaH2PO4 x 2H20 pomijesa u novu tikvicu
od 200 ml te se ista nadopuni destiliranom vodom do oznake.

e Fosfatni pufer, pH=7,4, ¢=0,075 M: U odmjernu tikvicu od 100 mL se doda 37,5 mL
0,2 M otopine fosfatnog pufera te se ista nadopuni destiliranom vodom do oznake.
Svaki dan je potrebno pripremiti svjezu otopinu pufera.

e Fluorescein; Stock otopina (4,2 mM): Otopi se 15 mg fluoresceina u 100 mL 0,075
M fosfatnog pufera. Otopina se ¢uva na +4 C u mraku par dana. Radna otopina
fluoresceina (0,08 uM): Nadopuni se 1,9 pL stock otopine sa 100 mL 0,075 M
fosfatnog pufera. Svaki dan se obavezno pripremaju svjeza razrjedenja otopina
fluoresceina.

e AAPH: 0,207 g AAPH otopi se u 5 mL 0,075 M pufera. Svaki dan se priprema svjezi
reagens, do mjerenja se ¢uva u ledenoj kupelji i stabilan je 8 h.

e Otopina standarda — Trolox: Pocetna, odnosno stock otopina Troloxa, pocetne
koncentracije 0,02 mM se pripravi otapanjem 0,25 g Troloxa u 50 mL 0,075 M
fosfatnog pufera. 1z pripremljene 0,02 mM otopine Troloxa pripreme se razrjedenja.
Alikvoti se mogu zamrznuti i ¢uvati nekoliko mjeseci. Za svako mjerenje priprema se
6 razrjedenja Troloxa i to u koncentraciji od 5-50 uM od kojih se izraduje bazdarna
krivulja. Dobivena jednadzba pravca sluzi za odredivanje antioksidacijskog

kapaciteta i racunanje ORAC vrijednosti izrazenih u uM Trolox ekvivalenta (TE).
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Trolox Curve
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Slika 3. Bazdarni pravac za ORAC metodu za otopine Trolox-a

Postupak:

U svaku jazicu mikrotitarske plo¢ice doda se 150 pL fluoresceina i 25 pL uzorka.
Uzorak predstavljaju 0,075 M fosfatni pufer za slijepu probu (blank), otopina standarda
Troloxa za izradu bazdarne Kkrivulje i uzorci ekstrakata algi. Tako pripremljene otopine
se termostatiraju 30 minuta pri 37 °C. Nakon §to prode pola sata dodaje se 25 pL 2,2 -
azobis (2 - metilpropionamid) - dihidroklorid, odnosno skraceno AAPH, te se svake

minute mjeri promjena intenziteta fluorescencije pri Aeks = 485 nm i Aem = 520 nm.
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Slika 4. Primjer izgleda normaliziranih rezultata koristenih za racunanje ORAC

vrijednosti ekstrakata algi
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3. REZULTATI

3.1. REZULTATI ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKIH

SVOJSTAVA MAKROALGI ORAC METODOM

Tablica 3. ORAC vrijednost (uM TE) za ekstrakte alge Ulva lactuca L. pripravljene

koristenjem razlicitih otapala i pri razlicitim temperaturama

20 °C 40 °C 60 °C
Vodeni ekstrakt 10,8 + 4,96 13,8 +£ 0,87 11,9+2,74
Etanolni ekstrakt 19,6 +5,31 16,8 + 3,53 12,5+1,91
Acetonski ekstrakt 3,3+1,46 4,9+217 14,4+ 2,73

o Testirani uzorci razrijedeni u omjeru 1:100

Tablica 4. ORAC vrijednost (uM TE) za ekstrakte alge Padina pavonica (L.) Thivy

pripravljene koristenjem razlicitih otapala i pri razlicitim temperaturama

20 °C 40 °C 60 °C
Vodeni ekstrakt 25,7+ 2,37 225+1,51 26,2+ 4,50
Etanolni ekstrakt 46,2 + 0,81 558+241 51,2+2,33
Acetonski ekstrakt 45,9 + 0,64 37,8 £0,23 39,1+0,37

o Testirani uzorci razrijedeni u omjeru 1:100
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Tablica 5. ORAC vrijednost (uM TE) za ekstrakte alge Dictyota dichotoma (Hudson)

J.V.Lamouroux pripravljene koristenjem razlicitih otapala i pri razlicitim

temperaturama
20 °C 40 °C 60 °C
Vodeni ekstrakt 26,7 +1,22 26,8 + 2,54 20,6 £ 0,79
Etanolni ekstrakt 39,1+140* 40,8 £3,01 * 38,7+0,72*
Acetonski ekstrakt 309+1,62* 284 +137* 229+0,92*

o Testirani uzorci razrijedeni u omjeru 1:100 i 1:400 (*)
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Slika 5. Usporedni prikaz ORAC vrijednosti (uM TE) kod vodenih ekstrakata algi
(1:100) pripravijenih pri temperaturi od 20 °C
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Slika 6. Usporedni prikaz ORAC vrijednosti (uM TE) kod vodenih ekstrakata algi
(1:100) pripravljenih pri temperaturi od 40 °C
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Slika 7. Usporedni prikaz ORAC vrijednosti (uM TE) kod vodenih ekstrakata algi
(1:100) pripravljenih pri temperaturi od 60 °C

19



60,0
50,0
8]
= 40,0

*
=
230,0
O
é 20,0
0,0

Ulva lactuca Padina pavonica Dictyota dichotoma

Slika 8. Usporedni prikaz ORAC vrijednosti (uM TE) kod etanolnih ekstrakata algi
(1:100 i 1:400 (*)) pripravljenih pri temperaturi od 20 °C
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Slika 9. Usporedni prikaz ORAC vrijednosti (uM TE) kod etanolnih ekstrakata algi
(1:100 i 1:400 (*)) pripravljenih pri temperaturi od 40 °C
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Slika 10. Usporedni prikaz ORAC vrijednosti (uM TE) kod etanolnih ekstrakata algi
(1:100 i 1:400 (*)) pripravljenih pri temperaturi od 60 °C
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Ulva lactuca Padina pavonica Dictyota dichotoma

Slika 11. Usporedni prikaz ORAC vrijednosti (uM TE) kod acetonskih ekstrakata algi

(1:100 i 1:400 (*)) pripravljenih pri temperaturi od 20 °C
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Slika 12. Usporedni prikaz ORAC vrijednosti (uM TE) kod acetonskih ekstrakata algi

(1:100 i 1:400 (*)) pripravljenih pri temperaturi od 40 °C
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Slika 13. Usporedni prikaz ORAC vrijednosti (uM TE) kod acetonskih ekstrakata algi

(1:100 i 1:400 (*)) pripravljenih pri temperaturi od 60 °C
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4. RASPRAVA

Cilj zavrsnog rada bio je odrediti antioksidacijski kapacitet ekstrakata tri
jadranske alge koristenjem ORAC metode. Ekstrakti algi su pripremljeni koristenjem tri
razli¢ita otapala: vode, etanola i acetona, te pri razli¢itim temperaturama: 20, 40 i 60 °C
u svrhu pracenja utjecaja otapala i temperature na antioksidacijski kapacitet pojedine alge.
Dobiveni rezultati su prikazani u tablicama 3-5 i na slikama 5-13.

Kod dobivenih rezultata moze se uociti da su najslabiju antioksidacijsku aktivnost
pokazali ekstrakti zelene alge Ulva lactuca L. u usporedbi s ekstraktima dviju ispitivanih
smedih algi. Najslabiji antioksidacijski kapacitet pokazali su acetonski ekstrakti alge U.
lactuca pripravljeni pri nizim temperaturama (20 i 40 °C) dok je ekstrakt pripravljen pri
temperaturi od 60 °C u istom otapalu imao najve¢e ORAC vrijednosti. Ovaj ekstrakt je u
odnosu na vodene i etanolne ekstrakte pripravljene pri istoj temperaturi isto pokazao
znatno vecu ORAC vrijednost. Etanolni ekstrakti alge U. lactuca su pri svim
temperaturama imale bolji u¢inak u usporedbi s vodenim ekstraktima Sto se moze 1 vidjeti

iz tablice 3.

| kod ekstrakata alge Padina pavonica (L.) Thivy svi etanolni ekstrakti su pokazali
najbolju antioksidacijsku aktivnost (ORAC vrijednosti su se kretale od 46,2 — 55,8 uM
TE) dok su vodeni ekstrakti bili najslabiji. Kod ekstrakata alge pripravljenih u acetonu,
najbolja aktivnost je dokazana za ekstrakt pripravljen pri 20 °C i to s ORAC vrijednostima

priblizno jednakim kao i kod etanolnih ekstrakta alge P. pavonica pri istoj temperaturi.

Antioksidacijski kapacitet ekstrakata alge Dictyota dichotoma (Hudson)
J.V.Lamouroux koji su pripravljeni u etanolu i acetonu je bio znatno jaci zbog ¢ega su
navedeni ekstrakti analizirani pri Cetiri puta ve¢em razrjedenju u odnosu na ostale
ekstrakte istrazivane u ovom radu (tablica 5). I kod ove smede alge pokazalo se da
najbolju antioksidacijsku aktivnost imaju etanolni ekstrakti, a najslabiju vodeni. Sli¢no
kao i kod etanolnog ekstrakta alge P. pavonica i kod alkoholnog ekstrakata alge D.

dichotoma najvecu aktivnost su imali ekstrakti pripravljeni pri temperaturi od 40 °C.

Medusobnom usporedbom vodenih ekstrakata algi pripravljenih pri razliitim
temperaturama (slike 5, 6 i 7) moze se vidjeti da je U. lactuca pokazala najslabiji u¢inak
dok je antioksidacijska mo¢ P. pavonice i D. dichotome pri 20 °C bila gotovo jednaka
(ORAC = 25,71 26,7 uM TE).
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Usporedujuci ekstrakte istrazivanih algi pripravljene u etanolu i pri svim
temperaturama (20, 40, 60 °C) vidljivo je da najbolju antioksidacijsku aktivnost ima
ekstrakt alge D. dichotome, buduci da su uzorci razrijedeni za analizu u omjeru 1:400, a
ORAC vrijednosti su znatno vece U odnosu na ostale uzorke koji su analizirani pri
razrjedenju 1:100. Iz grafickih usporedbi prikazanih na slikama 8-10 moze se zakljuciti
da primjena temperature od 40 °C pri pripravi alkoholnih ekstrakata ima povoljan u¢inak
na antioksidacijsku aktivnost ekstrakata jadranskih algi i to osobito kod smede alge P.

pavonica.

Ista situacija pojavljuje se i kod ekstrakata algi pripravljenih u acetonu. Kod svih
temperatura antioksidacijska aktivnost ekstrakata alge D. dichotoma je najveca, no kao i
kod prethodnih prikaza i usporedbe rezultata ne moze se donijeti zakljuéak 0 utjecaju

temperature na antioksidacijski potencijal analiziranih ekstrakata.

Predmet ovog istrazivanja nije bila priprava ekstrakata ni odredivanje njihovog
fenolnog sastava vec je to uradeno u sklopu zavr$nog rada kolegice Viktorije Boti¢, ali je
za raspravu na$ih rezultata zanimljivo istaknuti nekoliko zaklju¢aka koje ona navodi u
svom radu. Naime prema njenim rezultatima pokazalo se da je naju¢inkovitije otapalo u
ekstrakciji fenolnih komponenti bio aceton kod algi D. dichotoma i P. pavonica, a kod
alge U. lactuca voda §to u ovom slucaju nikako ne korelira s dobivenim rezultatima
antioksidacijskog kapaciteta istih uzoraka. Obzirom da je udio flavonoida i tanina bio
najveci u acetonskim ekstraktima, neSto niZi u etanolnim, a najslabiji u vodenim, ne
moZemo u potpunosti opravdati bolju antioksidacijsku aktivnost analiziranih ekstrakata
algi niti prisustvom veceg udjela ovih slozenih fenolnih komponenti. Isto je i kod
usporedbe fenolnog sastava i antioksidacijske aktivnosti ekstrakata algi ovisno o
primijenjenoj temperaturi, gdje dobiveni rezultati ukazuju na razliitosti u
antioksidacijskom potencijalu ekstrakata ovisno o primijenjenoj temperaturi u postupku

ekstrakcije.
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovi prezentiranih rezultata mozemo izdvojiti slijede¢e zakljucke:

- Antioksidacijska aktivnost vodenih, etanolnih i acetonskih ekstrakata zelene alge
U. lactuca pripravljenih pri razli¢itim temperaturama (20, 40, 60 °C) uvijek je bila
najmanja u odnosu na ekstrakte smedih jadranskih algi pripravljenih pri istim
uvjetima.

- Najbolju antioksidacijsku aktivnost i mo¢ u borbi protiv slobodnih kisikovih
radikala pokazali su ekstrakti pripravljeni u etanolu i to osobito ekstrakti alge D.
dichotoma.

- Obzirom da rezultati ukazuju na razliCitosti u antioksidacijskom potencijalu
ekstrakata ovisno o primijenjenoj temperaturi u postupku ekstrakcije ne mozemo
donijjeti zaklju¢ak o utjecaju temperature ekstrakcije na bolji ili loSiji

antioksidacijski potencijal ispitivanih ekstrakata.
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