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1. Uvod

Makroalge su viSestanicni, vodeni fotosintetski organizmi koji su poznati po raznim bioloskim
ucincima zahvaljujuéi bogatom sadrzaju bioaktivnih spojeva (Barbosa i sur., 2014; Dobrincic i
sur., 2020). Ovi bioloski spojevi daju makroalgama Sirok spektar svojstava kao Sto su
antivirusna, antitumorska, protuupalna i mnoga druga, Sto daje znanstvenicima sve vecu
pozornost u istrazivanju (Pal i sur., 2014). Makroalge se dijele prema kemijskoj strukturi i
prisutnosti specificnih pigmenata u tri skupine; smede (Phaeophyceae), crvene
(Rhodophyceae) i zelene (Chlorophyceae) (Dobrinci¢ i sur., 2020). Svoje bioaktivne spojeve,
tzv. sekundarne metabolite, proizvode kao prilagodbu na ekstremne uvijete u kojima cesto
obitavaju. Neki od sekundarnih metabolita koje makroalge proizvode su; pigmenti, vitamini,
minerali, fenolni spojevi, polisaharidi, polinezasiéene masne kiseline (PUFA), steroli i mnogi
drugi spojevi. Zbog navedenih bioaktivnih tvari makroalge imaju potencijalnu primjenu u
prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji (Barbosa i sur., 2014; Leandro i sur.,

2019; Mahadevan, 2015).

Jedni od najvaznijih sekundarnih metabolita koje makroalge proizvode su pigmenti. Osim
fotosintetskih i pigmentacijskih ucinaka, pokazalo se da imaju brojna bioloska svojstva kao
Sto su antioksidativno, neuroprotektivno, citotoksi¢no, antikancerogeno, protuupalno te
mnoga druga. Karotenoidi, klorofili i fikobiliproteini glavni su pigmenti koji se nalaze u
makroalgama. Crvene makroalge karakterizira najveéi sadrzaj fikobiliproteina, zelene sadrze
najviSe koncentracije klorofila, dok su smede makroalge poznate po najveéim

koncentracijama karotenoida (Cikos i sur., 2022).

Smede makroalge druga su najzastupljenija skupina koju ¢ine oko 2 000 vrsta (Khan i sur.,
2009), a za koje je dokazano da posjeduju razna bioloSka svojstva (Dobrinci¢ i sur., 2020).
Jedan od rodova smedih makroalgi je i rod Cystoseira. Boja ovih makroalgi pripisuje se
prisutnosti velike koli¢ine karotenoida fukoksantina koji posjeduje razli¢ita bioloSka svojstva,
te sve viSe postaje tema znanstvenih istrazivanja (Barbosa i sur., 2014; Cikos i sur., 2022; Lee,
2008). Osim karotenoida kao pomocénih pigmenata, smede makroalge sadrze i klorofile koji
su osjetljivi na svijetlo Sto moZe dovesti do nastanka njihovih derivata. Jedan od
najzastupljenijih derivata klorofila a je feofitin a, za kojeg je poznato da je odgovoran za

antioksidacijska svojstva makroalgi (Kuczynska i sur., 2015).

Kako bi se prilikom ekstrakcije dobila najveéa moguéa koncentracija analita od interesa

razvijena je metoda ekstrakcije na cvrstoj fazi (SPE). Ova se metoda obi¢no koristi za
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1. Uvod

koncentraciju i procis¢avanje uzorka prije koristenja neke od kromatografske ili druge
metode za kvantificiranje kolicine analita u uzorku. Op¢i postupak je propustanje uzorka kroz
kolonu u kojoj se nalazi ¢vrsti sorbent na kojeg se vezu analiti od interesa. Kasnije se oni
uklanjaju s kolone ispiranjem odgovarajuéim otapalom te se prikupljaju u epruvetu u obliku

frakcija (Mavumengwana-Khanyile i sur., 2019; Zwir-Ferenc i Biziuk, 2006).

Cilj ovog istrazivanja bio je izolirati pigmente iz liofiliziranog uzorka smede vrste makroalge
Cystoseira corniculata koristeéi ekstrakciju na c¢vrstoj fazi. Radi usporedbe rezultata,
ekstrakcija je provedena na dodatne dvije vrste iz istog roda; Cystoseira amentacea i
Cystoseira barbata. Medutim, prema najnovijim istrazivanjima, nazivi ovih vrsta danas su
taksonomski prihvaceni kao Ericaria crinita i Gongolaria barbata (Radman i sur., 20223a) te ¢e
se kao takvi koristiti. U dobivenim ekstraktima, primjenom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti  (HPLC), provedena je identifikacija i kvantifikacija pigmenata.
Spektrofotometrijski su odredene koncentracije ukupnih karotenoida, klorofila g, i klorofila

b, a za vrstu C. corniculata provedeno je i odredivanje antiradikalne aktivnosti.
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2. Teorijski dio

2.1. MAKROALGE

Makroalge su viSestani¢ni makroskopski organizmi. To su eukarioti koji pripadaju carstvima
Plantae i Chromista, a hrane se na autotrofan nacin (Dobrinci¢ i sur., 2020; Leandro i sur.,
2019). Tijelo makroalga jednostavne je grade. Svrstavaju se u steljnjace (talofite) pa tako
sadrze steljku bez jasno razlucenih tkiva i organa, odnosno bez korijena, stabljike i listova
(Lee, 2008). Procjenjuje se da postoji preko 10 000 vrsta makroalgi (Mahadevan, 2015).
Gotovo su sveprisutne; mogu se pronaéi u svakom vlaznom okruzenju na kopnu, u slatkoj
vodi ili u oceanima (Leandro i sur., 2019). Makroalge su, dakle, vodeni fotosintetski
organizmi koji imaju klorofil a kao primarni fotosintetski pigment (Dobrinci¢ i sur., 2020; Lee,
2008). lgraju bitnu ulogu kao proizvodaci kisika; dominiraju svjetskim oceanima koja se
smatraju “plu¢ima Zemlje” te su tako odgovorni za proizvodnju i do 80 % atmosferskog kisika
neophodnog za metabolizam potrosackih organizama (Cavalier-Smith, 2007; Leandro i sur.,

2019; Lee, 2008).

Medutim, makroalge se mogu pronadi i u gotovo svakom drugom okoliSu na zemlji, pa tako
Cesto nastanjuju promjenjiva ekstremna podrucja i uvjete, kao Sto su promjene temperature,
salinitet, zagadivaci okolisa ili ultraljubi¢asto zracenje. To je dovelo do toga da vecina njih
proizvodi razlicite organske spojeve koji imaju zastitno djelovanje: tzv. sekundarne
metabolite, kao oblik prilagodbe na ekstremne uvjete (Leandro i sur., 2019; Lee, 2008;
Stengel i Connan, 2015). U sekundarne metabolite koje makroalge proizvode ubrajaju se;
pigmenti, vitamini, minerali, fenolni spojevi, polisaharidi, polinezasi¢ene masne kiseline

(PUFA), steroli i drugi spojevi (Leandro i sur., 2019; Mahadevan, 2015).

Brojna istraZivanja su pokazala da ti spojevi pokazuju razli¢ita bioloSka djelovanja kao Sto su
antivirusno, antibakterijsko, antikancerogeno, antiupalno djelovanje te mnoga druga
(Barbosa i sur., 2014; Leandro i sur., 2019; Torres i sur., 2014). S obzirom na to da sadrZe
ugljikohidrate, aminokiseline, PUFA, vlakna, polifenole, vitamine te minerale, makroalge
takoder imaju nutritivhu vrijednost, a cija koncentracija ovisi o geografskom polozaju,
godisnjem dobu, stadiju rasta i dijelu ubrane makroalge (Leandro i sur., 2019; Torres i sur.,
2014). Na temelju kemijske strukture i prisutnosti specificnih pigmenata, makroalge se mogu
podijeliti u tri grupe; smede (Phaeophyceae), crvene (Rhodophyceae) i zelene

(Chlorophyceae) (Dobrinci¢ i sur., 2020).




2. Teorijski dio

2.1.1. Smede makroalge

Smede makroalge druga su najzastupljenija skupina koju ¢ine oko 2 000 vrsta, a najéesce Zive
na morskim stjenovitim obalama umjerenih zona (Khan i sur., 2009). Smede makroalge ¢ine
oko 59 % uzgoja ukupnih makroalgi u svijetu i najvaznije su za primjenu u industriji (Wang i
sur., 2015). Njihova boja pripisuje se velikoj koli¢ini karotenoida fukoksantina, a osim njih,
smede makroalge sadrze i klorofil a i klorofil ¢ (Barbosa i sur., 2014; Lee, 2008). Osim
pigmenata, smede alge bogat su izvor mnogih drugih bioaktivnih molekula, a samo neki od
njih su; proteini, aminokiseline, polisaharidi, PUFA, vitamini, minerali, prehrambena vlakna,
steroli i polifenoli. Radi Sirokog spektra bioloSkih aktivnosti koje posjeduju ovi spojevi
(antivirusno, antibakterijsko, antikancerogeno, protuupalno i dr.), ekstrakti smedih
makroalgi daju veliki potencijal za primjenu u lijeCenju mnogih bolesti (Dobrinci¢ i sur.,

2020).

Polisaharidi smedih makroalgi predstavljaju znacajan bioloski potencijal u prehrambenoj,
farmaceutskoj i kozmetickoj industriji, a koji uklju¢uju laminarine, alginate i fukoidane
(Dobrinci¢ i sur., 2020). Najzastupljeniji karotenoid u smedim makroalgama je fukoksantin.
Ovaj karotenoid je pokazao brojne farmakoloske ucinke poput antioksidativnih,
antitumorskih, protuupalnih i drugih (Barbosa i sur., 2014). Od polifenola, najistaknutiji su
florotanini, ¢ija koncentracija u ovim makroalgama ovisi o veliini alge, starosti, salinitetu,
sezoni, razini hranjivih tvari, intenzitetu svjetlosti i temperaturi vode. Kao i drugi polifenolni
spojevi, florotanini pokazuju brojna bioaktivna svojstva (Barbosa i sur., 2014; Leandro i sur.,

2019).

Andrade i sur. (2013) analizirali su etanolne ekstrakte 18 vrsta makroalgi; 3 vrste zelenih, 5
vrsta crvenih i 10 vrsta smedih makroalgi. Koristili su plinsku kromatografiju s masenom
spektrometrijom (GC—MS) i dobili najvedi sadrzaj bioloski aktivnih spojeva kod smedih vrsta,

te zakljucili da su ove vrste najperspektivnija skupina makroalgi.

Najvise proucavane vrste ovih makroalgi su Laminaria, Ecklonia, Undaria, Himanthalia i
Dictyota, dok najvaznije, ekoloski zasti¢ene vrste Jadranskog mora pripadaju rodu Cystoseira

(Bruno de Sousa i sur., 2019; Gupta i Abu-Ghannam, 2011).
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2.1.2. Crvene makroalge

Ova skupina makroalgi pripada jednoj od najstarijih skupina eukariotskih algi (Lee, 2008).
Zive na dubinama od oko 200 m, a njihova veli¢ina ovisi o geografskoj regiji u kojoj se nalaze.
Vece vrste crvenih makroalgi nastanjuju se u hladnim i umjerenim podrucjima, a one manje
u tropskim morima (Lee, 2008). Glavni pigmenti u crvenim makroalgama su fikoeritrin i
fikocijanin koji prikrivaju ostale pigmente poput klorofila i B-karotena, daju¢i ovim algama

karakteristi¢nu crvenkastu boju (Gupta i Abu-Ghannam, 2011).

U crvenim makroalgama identificirano je vise od 1 500 sekundarnih metabolita, te se
smatraju najvaznijim izvorom razli¢itih bioaktivnih tvari, u usporedbi s drugim vrstama
makroalgi (Kranjac i sur., 2020). Dva najvaznija polisaharida iz crvenih makroalgi su agar i
karagenan (Lee, 2008). Agar se dobiva od vrsta Gelidium i Pterocladia kao i od raznih drugih;
Acanthopeltis, Ahnfeltia i Gracilaria. Agar se sastoji od dva polisaharida; agaroze i
agaropektina. NajceSée se koristi u prehrambenoj industriji za Zeliranje i zgusnjavanje.
Takoder se koristi u farmaceutskoj industriji u vidu laksativa, nosaca za ljekovite proizvode ili
stabilizatora emulzija, a koristi se i u kozmetic¢koj industriji u preparatima za njegu koze.
Karagenan ima sli¢nu uporabu kao agar. Ce$ce se upotrebljava u kozmetici i u farmaceutskim
pripravcima, a utvrdeno je i da inhibira replikaciju virusa humane imunodeficijencije
(Leandro i sur., 2019; Lee, 2008). Takoder, ovu skupinu algi karakterizira visok udio proteina

(Mahadevan, 2015).

2.1.3. Zelene makroalge

Boja ovih makroalgi posljedica je prisutnosti klorofila a i b, koji se nalaze u istim omjerima
kao kod kopnenih visih biljaka (Barbosa i sur., 2014; Gupta i Abu-Ghannam, 2011). Usprkos
svojoj sli¢nosti s kopnenim biljkama najslabije su istrazena skupina algi, te imaju najmanju
industrijsku primjenu. Samo oko 10 % zelenih makroalgi su morske, dok je 90 % slatkovodnih
(Lee, 2008). Za razliku od smedih i crvenih makroalgi koje Zive u dubljim vodama, zelene alge
Zive u pli¢éim, u blizini obale, te mogu apsorbirati veéu koli¢inu svjetlosne energije (Botic,

2018; Wang i sur., 2015).

Pereira (2018) u svom radu navodi kako ova vrsta ima antioksidativno, antibakterijsko,
antitumorsko, protuupalno, antifungalno, antivirusno i antialgalno djelovanje. Zelene

makroalge, kao i crvene, sadrZze visok sadrzaj proteina (Holdt i Kraan, 2011). Najpoznatije

7



2. Teorijski dio

zelene makroalge koje se primjenjuju u prehrambenoj industriji su Ulva sp., Enteromorpha

sp., Monostroma sp., Caulerpa sp. i Codium sp. (Boti¢, 2018).

2.2. MAKROALGE RODA Cystoseira

Rod Cystoseira pripada porodici Cystoseiraceae, redu Fucales i razredu Phaeophyceae i
rasprostranjen je diljem svijeta, a 80 % vrsta rasprostranjeno je duz Mediterana i susjednih

obala Atlantika (Slika 1) (Amico, 1995).

Slika 1 Prikaz rasprostranjenosti roda Cystoseira u svijetu (lzvor: Global Biodiversity Information Facility,
2021)

Ovaj smedi rod makroalgi Zivi na stjenovitim podlogama obalnog podrucja, od plitkih voda pa
do 100 m dubine, gdje tvori sloZene zajednice te ima bitnu ulogu u pruzanju stanista, hrane i
sklonista za razne druge morske organizme. Cystoseira (Slika 2) je karakterizirana visoko
diferenciranim regijama a posjeduje i zracne mjehuri¢e koje odrzavaju algu u vertikalnom
poloZaju kada je potopljena. lako je taksonomija ovog roda jo$ uvijek slabo razjasnjena, zna
se da rod Cystoseira trenutno obuhvaéa priblizno 40 vrsta. Ekoloski je najvaZznija vrsta u
Sredozemnom i Jadranskom moru. Medutim, tijekom posljednja tri desetljeca doslo je do
velike promjene u flori Sredozemnog i Jadranskog mora. Zbog prirodnih i antropogenih
poremecaja ekoloskog sustava, doslo je do povecanja eutrofikacije i onecis¢enja, Sto je
dovelo do smanjenja vrsta roda Cystoseira. Tako su neke vrste ovog roda uvrstene medu
morske obalne indikatore kvalitete okolisa, a vedina vrsta Jadranskog mora je endemicna,
dok su mediteranske vrste ovog roda zastiéene Barcelonskom konvencijom (Amico, 1995;
Bruno de Sousa i sur., 2019; Falace i sur., 2005; Rozi¢ i sur., 2012; Tuney-Kizilkaya i Sukatar,

2018).
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Istrazivanja su pokazala kako vrste ovog roda sadrze brojne bioaktivne tvari kao Sto su
terpenoidi, PUFA, triacilgliceroli, steroidi, florotanini i polisaharidi. 1z tog su razloga vrste
ovog roda posjeduju razna bioaktivha djelovanja, a neka od njih su; antioksidativno,
antimikrobno, protuupalno, antiproliferativno, antifungalno, antivirusno i antibakterijsko
(Bruno de Sousa i sur. 2019; Oucif i sur. 2018). Takoder, Tuney-Kizilkaya i Sukatar (2018)
navode vaznost ovih vrsta u farmaceutskoj industriji zbog posjedovanja antifungalnih i

antibakterijskih ucinaka bioaktivnih spojeva.

Slika 2 Smeda makroalga Cystoseira sp. (WEB 1)

2.2.1. Cystoseira corniculata

Cystoseira corniculata (Turner) Zanardini nastanjuje podrucja do 70 m dubine a moze se
pronaci i u obalnim lagunama. Talus joj je smede-maslinaste do zeleno-maslinaste boje.
Primarne grane su okomite i valjkaste, dok su sekundarne cilindri¢ne ili spljostene. Ovo je
puzava vrsta kod koje su zracni mjehurici odsutni, a grane svih redova su vise ili manje gusto

prekrivene bodljama (UNEP, 2009).

Rezultati analize koje su proveli Polat i Ozogul (2009) pokazuju da ova vrsta ima visoku
nutritivnu vrijednost u smislu proteina, masnih kiselina, te makro- i mikro- elemenata. Sastav
masnih kiselina analiziran je pomocu plinske kromatografije (GC), a glavne kiseline koje su

pronadene bile su; palmitinska, oleinska, miristoleinska, arahidonska i linolna kiselina. Kao
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takva, ova vrsta moze se koristiti za poboljSanje nutritivne vrijednosti ljudske ili Zivotinjske
hrane. Iz ove vrste takoder su izolirani razni drugi spojevi kao $to su; manitol, alginska
kiselina, hlapljiva ulja, vitamini, fenolni spojevi, slobodne aminokiseline i proteini (Glven i

Hakyemez, 1976).

2.2.2. Ericaria crinita

Puni naziv ove vrste koji je, prema najnovijim istrazivanjima, taksonomski prihva¢en umjesto
Cystoseira crinita (Duby) 1830 je; Ericaria crinita (Duby) Molinari & Guiry 2020 (Radman i
sur., 2022a).

Talus E. crinita je velik i bogato razgranat, a tamnosmede je boje. Zbunast je, savitljiv i
gladak, naraste do 120 cm visine te su prisutni zracni mjehuri¢i. Nastanjuje se na kamenju il

stijenama otvorenih obala, do 10 m dubine, a ponekad i do 30 m (Milchakova, 2011).

Ekstrakti E. crinita imaju brojna bioloska djelovanja, a neka od njih su antimikrobno,
antitumorsko, antivirusno i citotoksi¢no djelovanje (Milchakova, 2011; Pereira, 2018). Glavni
bioaktivni spojevi koje su identificirali Radman i sur. (2022a) u svom istrazivanju manje
molarnih komponenata ove vrste bili su: amidi visih alifatskih kiselina, viSi terpeni, steroli i
hlapljive tvari, masne kiseline i dr. Za ekstrakciju su koristili ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPE), a
sastav frakcija liofiliziranog uzorka analiziran je tekucinskom kromatografijom visoke

ucinkovitosti — masenom spektrometrijom visoke rezolucije s ionizacijom elektrosprejom.

2.2.3. Gongolaria barbata

Kao i kod E. crinita, talus G. barbata je velik, bogato razgranat i tamnosmede do
svjetlomaslinaste boje. Povrsina joj je glatka i blago vijugava, a nastanjuje se na kamenju,
stijenama ili na velikim Skoljkama do 20 m dubine, a naraste do 170 cm. Tijekom zime i
proljeca, prisutni su i zra¢ni mjehuri¢i koji odrzavaju algu u vertikalnom poloZaju kada je

potopljena (Milchakova, 2011; Pereira, 2018).

IstraZivanja su pokazala da je makroalga G. barbata izvor antimikrobnih, antivirusnih,
antibakterijskih i antitumorskih bioloski aktivnih tvari; sadrzi soli alginske kiseline,
aminokiseline koje sadrze jod, PUFA, mikro- i makro- elemente (jod, brom, kalij, kalcij,
magnezij i dr.). Koristi se kao dodatak prehrani u lije¢enju onkoloskih bolesnika u Ukrajini i

Bugarskoj, a primjenu ima i u kozmetickoj industriji te kao sto¢na hrana (Milchakova, 2011;
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Pereira, 2018). Prema drugoj studiji, metanolni ekstrakti G. barbata, pokazali su se ucinkoviti
u inhibiciji rasta patogenih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (Leandro i sur.,
2019). Rezultati analize pomoc¢u superkriticne vodene ekstrakcije koje su dobili Plaza i sur.
(2010) pokazuju antimikrobnu aktivnost polifenola iz Cystoseira abies-marina, $to ima

potencijalnu primjenu u farmaceutskoj industriji.

Nadalje, Radman i sur. (2022b) proveli su istrazivanje kemijske raznolikosti i sastava hlapljivih
spojeva iz G. barbata i E. crinita, prikupljenih iz Jadranskog mora. Koristili su dvije metode;
mikroekstrakciju na cvrstoj fazi (HS-SPME) i hidrodestilaciju (HD), nakon ¢ega su uzorci
analizirani GC—MS metodom. U istrazivanju su koristili svjeze, kao i na zraku susene uzorke
ovih makroalgi, o ¢emu su ovisili rezultati. Osim toga, sastav isparljivih spojeva varirao je i
ovisno o primijenjenoj metodi ekstrakcije. Pa tako, primjenom HS-SPME svjezeg uzorka G.
barbata, zabiljezeni su seskviterpeni kao glavni spojevi, dok su primjenom HD zabiljezeni
seskviterpeni kadinanskog tipa. Kod osusSenih uzoraka G. barbata sadriaj istih spojeva
nalazio se u manjim koncentracijama. S druge strane, koriste¢i HS-SPME svjeZeg uzorka E.
crinita, Radman i sur. (2022b) zabiljezili su diktiopteren D kao glavni spoj, a primjenom HD
(E)-fitol. Kod osusenih uzoraka E. crinite koncentracija istih spojeva takoder se smanjila. Osim
toga, glavne zasi¢ene masne kiseline u G. barbata, kao i u E. crinita bile su; palmitinska,
stearinska i miristinska kiselina. Od nezasi¢enih masnih kiselina, kod obje vrste, pronadeni su
izomeri oleinske kiseline te znacajne koli¢ine arahidonske kiseline, s tim da je E. crinita imala

vedi sadrzaj istih.

2.3. PIGMENTI U SMEDIM MAKROALGAMA

Pigmenti su jedni od najvaznijih sekundarnih metabolita koje makroalge proizvode kako bi se
zastitile od ekstremnih i stresnih uvjeta okolisa. Pigmenti posjeduju razli¢ita bioaktivna
svojstva; antioksidativno, neuroprotektivno, citotoksi¢no, antikancerogeno, protuupalno te
mnoga druga. Osim toga, sluze kao fotosintetski i pigmentacijski metaboliti. Zbog
navedenog, makroalge imaju Siroki potencijal za primjenu u prehrambenoj, farmaceutskoj i
kozmetickoj industriji. Glavni pigmenti u makroalgama su karotenoidi, klorofili i
fikobiliproteini. Najveée koncentracije karotenoida nalaze se u smedim makroalgama,
klorofili su najviSe zastupljeni u zelenim makroalgama, dok su fikobiliproteini najzastupljeniji

u crvenim makroalgama (Cikos i sur., 2022).
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Karotenoidi ukljucuju dvije skupine; karotene i ksantofile. Fukoksantin je ksantofil s
jedinstvenom kemijskom strukturom koja je prikazana na Slici 3. Fukoksantin je glavni
pigment u smedim algama, a zbog razli¢itih bioloskih svojstva koje posjeduje, smede

makroalge sve su viSe tema znanstvenih istrazivanja (Ciko$ i sur., 2022; Barbosa i sur., 2014).

Slika 3 Kemijska struktura fukoksantina (Barbosa i sur., 2014)

Ikeda i sur. (2003) pokazali su da je fukoksantin, kojeg su izolirali iz smede alge Undaria
pinnatifida, ublaZio oStecenje neuronskih stanica te su tako dokazali neuroprotektivni uc¢inak
fukoksantina. Takoder, Holdt i Kraan (2011) navode prisutnost fukoksantina u smedoj
makroalgi istog roda, koji je pokazao antikarcinogeno i antitumorsko djelovanje. Osim toga,
postoje i brojna druga istraZivanja koja su dokazala da fukoksantin ima znacajne bioloske i
farmakoloske ucinke te obecavaju¢u primjenu za ljudsko zdravlje. Samo neki od njih su;
antioksidativni, protuupalni, antiangiogeni, antihipertenzivni ucinci, te zastitni ucinci na
jetru, krvne Zile mozga, kosti, koZzu i oci. Takoder, fukoksantin u prehrani pokazao je
antidijabeticki uc¢inak kao i u¢inak sprjecavanja pretilosti u vidu inhibicije nakupljanja lipida u

citoplazmi (Cikos i sur., 2022; Barbosa i sur., 2014; Peng i sur., 2011).

Osim fukoksantina, u smedim makroalgama prisutan je B-karoten. Za ovu vrstu karotenoida,
smatra se da funkcioniraju kao vitamini koji imaju razli¢ite biokemijske funkcije u tijelu,
poput hormona, antioksidansa i regulatora rasta stanica i tkiva. Studije su pokazale da B-
karoten moze sprijediti pojavu raka, smanijiti rizik od kardiovaskularnih i oftalmoloskih bolesti

(Holdt i Kraan, 2011, Pal isur., 2014).

Nadalje, smede makroalge sadrze i klorofil a i klorofil c. Klorofil a primarni je pigment
odgovoran za fotosintezu, dok klorofil ¢ spada pod pomoéne pigmente Cija je uloga
apsorpcija sunceve energiju te prijenos iste do primarnog klorofila a. Spomenuti karotenoidi
takoder imaju ulogu pomoénih pigmenata, a svi zajedno imaju vainu ulogu u regulaciji

fotosinteze, prikupljanju svjetla i zastiti tijekom jake izloZzenosti svjetlu (CikosS i sur., 2022;
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Radman i sur., 2022b). Klorofili, osim Sto su osjetljivi na prejake uvjete svjetlosti, osjetljivi su i
na ekstremne pH vrijednosti, kao i na temperaturne promjene, sto je dovelo do moguénosti
stvaranja nekoliko derivata, a jedan od njih je feofitin a. Zabiljezen je antimutageni ucinak
ovog spoja, te uloga istog u prevenciji raka (Holdt i Kraan., 2011; Ikeda i sur., 2003). Tablica 1

prikazuje pigmente ekstrahirane iz razlicitih vrsta smedih makroalgi te njihovu bioaktivnost.

Tablica 1 Pregled odabranih znanstvenih istraZivanja ekstrakcije pigmenata iz smedih makroalgi.

Vrsta Detektirani Tehnika el:js::':::(lci Analiticka Bioaktivnost Literaturna
makroalge pigmenti ekstrakcije e metoda referenca
metanol,
livaei i
S Ekstrakcija aceton, Uv-Vis UG
angustifolium, X metanol/ . . Moosavi-
3 fukoksantin potpomognuta spektroskopija, Antimikrobna
Cystoseira ultrazvukom aceton; HPLC Nasab
indica 1,5,10i (2021)
15min
Fucus fukoksantin, Ekstrakcija na n[\;sg:i')’ HPLC-ESI- Antioksidativna, Jerkovic i
virsoides feofitin a ¢vrsoj fazi M ' HRMS embriotoksi¢na sur. (2021)
fukoksantin, 30%
Sargassum feofitin a, Ekstrakcija metar:ol HPLC, Q-TOF- Antiupalna Dai i sur.
fusiformis klorofil a, B- kruto-tekucée 2ah ! MS P (2021)
karoten
Dictyota
indica, Padina
tenuis,
- . Ekstrakcija metanol Antibakterijska Karkhaneh i
Colpomenia fukoksantin ! HPLC !
.p kruto-tekuce 24h, 25°C antioksidacijska sur. (2020)
sinuosa,
lyengaria
stellata
Undaria . . metanol ) Wang i sur.
fukoksantin Inkubacija ! HPLC Antikancerogena
pinnatifida ) 48h 3 (2019)

Ukupan sadrzaj pigmenta u makroalgama moZe varirati u ovisnosti o brojnim ¢imbenicima.
To mogu biti cimbenici okolisa kao $to su lokacija ili sezonske promjene, temperatura morske
vode, salinitet, kao i vrsta ili faza rasta makroalge. Buduci da su razli¢iti pigmenti razlicite
kemijske stabilnosti, topljivosti i polarnosti, bitno je izabrati najuéinkovitiju metodu
ekstrakcije i odgovarajuce procesne parametre kako bi se dobili Sto selektivniji ekstrakti

pigmenata, sa sto ve¢om Cisto¢om (Cikos i sur., 2022; Radman i sur., 2022b).

2.4. EKSTRAKCIJA NA CVRSTOJ FAZI (SPE)

Ekstrakcija na c¢vrstoj fazi (SPE) metoda je ekstrakcije koja koristi ¢vrstu i tekuc¢u fazu za

izolaciju analita od interesa. Ekstrakcija je brza, lako se izvodi i moZe se automatizirati, a
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postize se interakcijom sorbenta, analita i otapala. Ova se metoda obi¢no koristi za
koncentriranje i prociS¢avanje uzorka prije neke kromatografske ili druge metode za
kvantificiranje koli¢ine analita u uzorku. Princip metode je vezanje analita od interesa na
¢vrsti sorbent koji se nalazi u koloni kroz koju se propusta uzorak. Analiti od interesa se
potom ispiru odgovaraju¢im otapalom te se tako uklanjaju s kolone i prikupljaju u epruvetu u

obliku frakcija (Poole, 2003; Zwir-Ferenc i Biziuk, 2006).

Za SPE se najceSce upotrebljavaju kolone koje mogu biti razlic¢itih veli¢ina, s volumenima od 1
mL do 50 mL. Mogu biti plastic¢ne ili staklene, a unutar njih se nalazi stacionarna faza -
sorpcijski materijal razliitog sastava. Postoji niz vrsta stacionarnih faza, a veéina ih se temelji
na silicijevom dioksidu. Drugi najceséi tip su diskovi promjera 47 mm. Oni se sastoje od
membrane debljine 0,5 mm, a sorbent je imobiliziran u mrezu mikrofibrila. Membrane mogu
biti od staklene vune ili od politetrafluoroetilena (PTFE) (Poole, 2003; Zwir-Ferenc i Biziuk,

2006).

Postoji Sirok raspon sorbenata koji se mogu koristiti u SPE. Sorbenti su vrlo porozni, kruti,
trodimenzionalni polimerni materijali s velikom povrSinom. Odabir odgovarajuceg sorbenta
ovisi o prirodi analita te o njegovoj interakciji sa sorbentom. Pa tako, prema materijalima
adsorbensa koji se nalaze u kolonama, razlikujemo ekstrakciju normalne faze, reverzne faze,
i ekstrakciju ionskom izmjenom. Adsorbenti koji se koriste u normalnoj fazi polarne su
prirode, dok je mobilna faza nepolarne ili hidrofilne prirode. Tako se ova vrsta koristi za
ekstrahiranje polarnih analita jer se polarni uzorci zadrZavaju na polarnoj povrsini
adsorbensa. Takvi polarni adsorbensi su npr. vezani silikagel, glinica, silika-srebro, Florisil
(sintetski magnezijev silikat) i dr. Kod ekstrakcije reverzne faze koriste se adsorbensi
nepolarne ili slabo polarne prirode, kao Sto su C8, C18, fenilna kolona, itd. Ovdje je mobilna
faza polarna tekuéina (npr. smjesa vode i metanola, acetonitril), a analit od interesa je
nepolaran odnosno hidrofoban, a Sto je on nepolarniji, to ¢e se duZe zadrZavati na
nepolarnoj povrsini adsorbensa. Zadnja vrsta ekstrakcije koristi stacionarni sloj koji je
suprotnog naboja od iona uzorka. Sto je ja¢i naboj na uzorku, jage ¢e biti privu¢en ionskom
povrsinom i tako se dulje zadrzati. Primjer takvog adsorbensa je nabijena ionsko
izmjenjivacka smola LC-NH; (sadrzi silikagel vezan alifatskim kvarternim propilom). Opéenito,

najéesce koriSteni adsorbensi su silicijev dioksid i vezani silicijev dioksid, materijali s aktivnim
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uglienom, te novi ekstrakcijski sorbenti poput razli¢itih nanomaterijala (Mavumengwana-

Khanyile i sur., 2019; Poole, 2003; Zwir-Ferenc i Biziuk, 2006).
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3.1. ZADATAK
Osnovni zadatak provedenog istrazivanja bio je:

= Ekstrahirati pigmente makroalge Cystoseira corniculata koriste¢i ultrazvucnu
ekstrakciju kao predtretman prije SPE te usporediti dobivene rezultate na dodatne

dvije vrste iz istog roda (Ericaria crinita i Gongolaria barbata);
= Provesti SPE s ciljem odvajanja pigmenata u dvije frakcije;

= Analizirati dobivene frakcije pomocu HPLC metode s ciliem identifikacije i

kvantifikacije prisutnih karotenoida i klorofila;

= Qdrediti sadrzaj ukupnih koncentracija klorofila a, klorofila b i karotenoida pomocu

spektrofotometrijske metode;

= U dobivenim ekstraktima uzorka Cystoseira corniculata odrediti antiradikalnu

aktivnost DPPH metodom pomocu spektrofotometra;

= Na osnovi dobivenih podataka usporediti slicnosti i razlike u kemijskom sastavu

razli¢itih morskih makroalgi koje su koristene tijekom izrade rada.

3.2. MATERUALI

3.2.1. Uzorci morskih makroalgi

Cystoseira corniculata (Turner) Zanardini 1841 (Slika 4), izronjena je u uvali Luka, Dugi otok
(43°58'54"N; 15°05'37"E) u srpnju 2021. godine na dubini od 8 m, temperaturi mora 24°C,

temperaturi zraka 27°C;

Slika 4 Cystoseira corniculata (WEB 2)
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Ericaria crinita (ex. Cystoseira amentacea) (Duby) Molinari & Guiry 2020 (Slika 5), izronjena
je u Novigradskom moru (44°12'02"'N; 15°28'51"E) u studenom 2020. godine na dubini od 2

m, temperaturi mora 14°C, temperaturi zraka 18°C;

Slika 5 Ericaria crinita (Izvor: ronilac Donat Petricioli)

Gongolaria barbata (ex. Cystoseira barbata) (Stackhouse) Kuntze 1891 (Slika 6), izronjena je
kod Zadra (Sepurine, 44°12'42"N; 15°09'23"E) u oZujku 2021. godine na dubini od 4-6 m,

temperaturi mora 13°C, temperaturi zraka 14°C.

Slika 6 Gongolaria barbata (lzvor: ronilac Donat Petricioli)

3.2.2. Kemikalije

Za SPE koristena je ultracista voda te metanol i diklormetan HPLC Cistoce (J. T. Baker, Milano,

Italija). C18 prah koji je pomijeSan s dobivenim ekstraktima kupljen je od tvrtke
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FischerScientific (Massachusetts, SAD). Dusik tip 5.0 (Cistoce 99,999 %) koristen za

uparavanje ekstrakata kupljen je od proizvodaca Messer Croatia Plin (Osijek, Hrvatska).

Za pripremu uzoraka za HPLC analizu frakcija dobivenih pomoéu SPE te kao mobilne faze
tijekom HPLC analize koriSteni su metanol, izopropanol HPLC Cistoc¢e (J. T. Baker, Milano,

Italija) i ultracista voda.

HPLC standardi klorofil a (Cistoc¢e = 95 %) i fukoksantin (Cistoée = 97 %) kupljeni su od Sigma-

Aldrich (St. Louis, Ml, SAD).

Za spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih koncentracija pigmenata koristen je metanol

HPLC cistoce (J. T. Baker, Milano, Italija).

Za odredivanje antiradikalne aktivnosti koriSten je 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH)

(TCI, Japan), metanol visoke Cistoce (J.T. Baker, Poljska).

3.3. METODE

3.3.1. Priprema uzorka

U istrazivackom dijelu rada koriSteni su uzorci tri vrste smedih makroalgi koje su izronjene iz
Jadranskog mora, te su potom, zajedno s morskom okolnom vodom, stavljene u nepropusne

plasti¢ne vrecice i odmah transportirane u laboratorij.

Uzorci makroalgi prvo su isprani tri puta u demineraliziranoj vodi, zatim su izrezani na manje
komadice, te su nakon toga zamrznuti na -20 °C tijekom 24 h. Makroalge su potom
podvrgnute liofilizaciji kako bi njihov kemijski sastav ostao nenarusen. Postupak liofilizacije
prethodno smrznutih uzoraka alge proveden je na laboratorijskom liofilizatoru (Martin
Christ, Alpha 2—4 LSCplus, Osterode am Harz, Njemacka). Plitice sa zamrznutim uzorcima
stavljene su u liofilizator te je postupak proveden tijekom 96 h pod visokim vakuumom (0,5-
1,81 hPa). Primarna temperatura susenja bila je -20 °C, a sekundarna temperatura 20 °C.
Liofilizirani uzorci su potom usitnjeni pomocu laboratorijskog mlina (MRC Sample mill C-

SM/450-C, Holon, Izrael) i kao takvi koristeni za odredivanje sadrZaja pigmenata.
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3.3.2. Ekstrakcija pigmenata iz odabranih vrsta makroalgi pomocu ekstrakcije
na cvrstoj fazi (SPE)

Kao predtretman prije ekstrakcije na ¢vrstoj fazi, provedena je ekstrakcija na ultrazvuénoj
kupelji (EIma, Elmasonic P 70 H, 37 kHz/50 W, Singen, Njemacka) na liofiliziranim uzorcima
makroalgi. Ekstrakcija je provedena na temperaturi od 30 °C, 30 minuta, s omjerom
tekuce:kruto 10 mL/g, a smjesa otapala koja je koristena bila je metanol:diklormetan (1:1,
v/v). Nakon toga, svi uzorci su profiltrirani kroz filter papir (Slika 7) u tikvicu s okruglim dnom

koja je podvrgnuta uparavanju na rotavaporu (Lab Tech E400vac) kako bi se uklonilo otapalo.

Slika 7 Filtracija uzorka (lzvor: autor)

Zbog vece hlapivosti, prvo se uklonio diklormetan, a zatim metanol. Uzorci su potom
premjesteni u epruvete za uparavanje dusikom, prethodno pomijesani sa C18 prahom
(Macherey-Nagel Polygoprep 60-50, C18, 40—63 um), kako bi se u potpunosti uklonio zaostali
metanol. KoriStena SPE kolona (C18, 1 g, 6 mL, 40 um; Agilent Bond Elut, Waldbronn,
Njemacka) je prije ekstrakcije kondicionirana s 12 mL metanola i 12 mL vode, a nakon toga je
suhi ekstrakt zajedno sa C18 prahom prenesen na kolonu. Uzorak je eluiran pomocu 12 mL
otapala razlicite polarnosti: frakcija 1 (F1) — voda; frakcija 2 (F2) — metanol:voda (1:1, v/V);

frakcija 3 (F3) — metanol; frakcija 4 (F4) — metanol:diklormetan (1:1, v/v) (Slika 8).

Dobivene su cetiri frakcije od kojih su u F1 i F2 eluirani polarni spojevi, sto je dovelo do
boljeg prociséavanja i dobivanja veée koncentracije spojeva od interesa, odnosno pigmenata.

Otapalo iz F3 i F4 uklonjeno je pomodu SpeedVac-a (SPD1030, Thermo Scientific, Waltham,
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MA, SAD) te su frakcije pohranjene na 4 °C do HPLC analize. Postupak je proveden u tri

ponavljanja za svaku pojedinu makroalgu.

Slika 8 Sustav za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (Izvor: autor)

3.3.3. Identifikacija i kvantifikacija pigmenata u dobivenim ekstraktima
primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC)

Za identifikaciju i kvantifikaciju klorofila i karotenoida dobivenih pomocu SPE koristen je
HPLC sustav Agilent 1260 Infinity Il (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka). Ovaj
sustav opremljen je kvarternom pumpom (G7111B), grijatem kolone (G7116A), uredajem za
automatsko injektiranje (G7129A), detektorom s nizom dioda (PDA detektor, G7115A) i
sakuplja¢em frakcija (G1364E) (Slika 9). Racunalni program ChemStation sluZi za upravljanje

ovim procesom kao i za obradu podataka.
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Slika 9 HPLC sustav koriSten za identifikaciju i kvantifikaciju pigmenata u ekstraktima

makroalgi (Izvor: autor)

Koristena metoda kromatografskog razdvajanja modifikacija je metode iz znanstvenog rada
Castro-Puyana i sur. (2017). Za razdvajanje je koriStena kolona YMC-C30 (YMC Europe,
Schernbeck, Njemacka), duljine 250 mm, s unutarnjim promjerom od 4,6 mm i veli¢inom
Cestica 5 um. KoriStene su dvije faze; A mobilna faza - smjesa otapala
metanol:izopropanol:voda (90:7:3, v/v/v), i B mobilna faza - smjesa metanol:izopropanol
(10:90, v/v). Gradijent ovih faza bio je: 0 % B do 50 min, 100 % B do 60 min, postrun 0 % B 5
min. Protok je iznosio 0-50 min, 0,6 mL/min i 50-60 min, 0,8 mL/min, kao i postrun,
volumen injektiranja bio je 30 uL, a pigmenti su detektirani na 450 i 660 nm (pomoc¢u PDA

detektora snimljeni su spektri od 350 do 660 nm).

Provedena je identifikacija i kvantifikacija karotenoida i klorofila. Identifikacija je provedena
usporedbom vremena zadrZavanja i spektara dobivenih pikova sa standardima pigmenata, a
kvantifikacija pomocu metode vanjskog standarda preko kalibracijskih krivulja. Standardne
kalibracijske krivulje za klorofil a (linearnost R?=0,99934) i fukoksantin (linearnost
R?=0,99967) dobivene su pripremom otopina u koncentracijskom rasponu od 1,0; 2,0; 5,0;
10,0; 15,0; 20,0; 50,0; 100,0; 200,0; 300,0; 500,0 ug/mL s odgovaraju¢im razrjedivanjem

matiéne otopine. Potom su uzorci ekstrakata razrijedeni u smjesi otapala
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metanol:izopropanol:voda (90:7:3, v/v/v) do koncentracije 20 mg/mL, te su profiltrirani kroz

0,20 um PTFE filtere, nakon ¢ega je slijedila HPLC analiza.

3.3.4. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupne koncentracije klorofila a,
klorofila b i karotenoida

Spektrofotometrijska mjerenja provedena su na UV/VIS spektrofotometru Boeco S-220
(Hamburg, Njemacka). Dobivene SPE frakcije F3 i F4 uparene su na SpeedVac-u te
razrijedene u metanolu na koncentraciju 10 mg/mL. Razrijedeni uzorci profiltrirani su
direktno u kivetu za spektrofotometrijsko odredivanje pigmenata (Slika 10), a koriSteni su

PTFE filteri s porama veli¢ine 0,20 pum.

Apsorbancije su izmjerene pri 665,2 nm; 652,4 nm i pri 470 nm jer te valne duljine
predstavljaju maksimalnu apsorbanciju klorofila a; klorofila b, odnosno karotenoida. Svako
mjerenje provedeno je u tri ponavljanja. Ukupna koncentracija klorofila a, klorofila b i
karotenoida, izrazena kao mg/g suhog ekstrakta, izracunata je prema sljedec¢im jednadzbama

koje su preuzete iz rada Lichtenthaler i Buschmann (2001):

CCl = 16,82 X A665,2 - 9,28 X A652,4 (1)
Cb = 36,92 X A652,4 - 16,54‘ X A665,2 (2)
1000 X A4y — 1,91 X ¢, — 95,15 X (3)
Clx+c) = 225
-

=iy m'nil\nirﬂluilll!imm’-

Slika 10 SPE ekstrakti makroalge C. corniculata u kivetama za spektrofotometrijsko mjerenje (Izvor: autor)
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3.3.5. Odredivanje antiradikalne aktivnosti

Antiradikalna aktivnost dobivenih ekstrakata odredena je DPPH metodom detaljno opisanoj
u radu Jakobek i sur. (2007), a koja se temelji na sposobnosti antioksidativnih tvari u
ekstraktu da hvataju slobodne radikale. Kao stabilni, slobodni radikal koristi se 2,2-difenil-1-
pirkrilhidrazila koji je tamno ljubiaste boje. U 1,2 mL ekstrakta, koncentracije 50 mg/mL
dodano je 0,5 mL svjeze pripremljene otopine DPPH, koncentracije 0,2 mM. Nakon 30
minuta stajanja uzorka u mraku, izmjerena je apsorbancija pri valnoj duljini od 517 nm u tri
ponavljanja. Odredivanje je provedeno u tri ponavljanja za svaku makroalgu i izrazeno je kao
% aktivnosti vezanja (% DPPH). Mo¢ hvatanja radikala izracunata je kao omjer smanjenja
apsorbancije otopine DPPH nakon dodatka otopine uzorka i apsorbancije otopine DPPH kojoj

nije dodana otopina uzorka, prema jednadzbi (4):

0% DPPH = {Apept 4= As \ 40 (4)

AppPH
gdje Apppy predstavlja kontrolu apsorbancije pripremljene otopine DPPH (umjesto uzorka

dodan je metanol), Ay apsorbanciju slijepe probe (umjesto DPPH dodan je metanol), a As

apsorbanciju uzorka pomijeSanog s DPPH otopinom.
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4.1. SASTAV PIGMENATA ODREDEN POMOCU HPLC ANALIZE

Primjenom HPLC metode provedena je separacija, identifikacija i kvantifikacija pigmenata
dobivenih pomoéu SPE, na tri vrste makroalgi; Cystoseira corniculata, Ericaria crinita i

Gongolaria barbata.

HPLC analiza prvo je ukljucivala identifikaciju pigmenata u F3 i F4. Na Slici 11 vidljivi su
dobiveni pikovi kromatograma u F3 alge C. corniculata. Broj koji piSe na skoku pika je minuta
u kojoj se pik pojavio, Sto znaci da x-os prikazuje minute, a y-os oznacava jedinicu za
apsorbanciju (mAU). Minuta u kojoj se pik pojavio, odnosno retencijsko vrijeme,
karakteristicno je za odredenu komponentu (Dzambi¢, 2019). Identifikacija je provedena
usporedbom vremena zadrZavanja i spektara dobivenih pikova sa standardima pigmenata.
Identificirani spoj predstavlja fukoksantin. U F4 alge C. corniculata, istom metodom

identificiran je klorofil g, Sto je prikazano na Slici 12.

~
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Slika 12 Kromatogram klorofila a dobiven pomoc¢u HPLC u frakciji F4 alge C. corniculata

Takoder, istom je metodom identificiran fukoksantin u F3 i klorofil a u F4 kod E. crinita i G.
barbata. Nakon Sto su spojevi identificirani, utvrdeno je koliko je pojedinog spoja prisutno u
uzorku. Kvantifikacija za sve tri vrste makroalgi odredena je pomocu metode vanjskog

standarda preko kalibracijskih krivulja. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 2, 3, i 4.
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Tablica 2 Koncentracija pigmenata dobivenih u frakcijama F3 i F4 pomoc¢u SPE iz makroalge C. corniculata

KLOROFIL h
FUKOKSANTIN (mg/g suhog 0 Oeksatrgr(tg! ;g suhog
UZORAK ekstrakta) SV +SD
SV SD =
FRAKCIA 3 9,49+ 2,58 nd.
FRAKCUA 4 nd. 3,52+ 1,41

SV — srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhe frakcije zajedno sa SD; n.d. — nije

detektirano.

Tablica 3 Koncentracija pigmenata dobivenih u frakcijama F3 i F4 pomocu SPE iz makroalge E. crinita (ex. C.

amentacea)
FUKOKSANTIN (mg/g suhog KLOROFIL a (mg/g suhog
ekstrakta) ekstrakta)
UZORAK SV+SD SV+SD
FRAKCUA 3 12,62 +1,14 n.d.
FRAKCIA 4 n.d. 1,14+ 0,18

SV — srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhe frakcije zajedno sa SD; n.d. — nije

detektirano.

Tablica 4 Koncentracija pigmenata dobivenih u frakcijama F3 i F4 pomocu SPE iz makroalge G. barbata (ex. C.

barbata)
FUKOKSANTIN (mg/g suhog KLOROFIL a (mg/g suhog
ekstrakta) ekstrakta)
UZORAK SvV+SD SV+SD
FRAKCIJA 3 4,08 £ 0,06 n.d.
FRAKCIJA 4 n.d. 0,83+0,13

SV - srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhe frakcije zajedno sa SD; n.d. — nije
detektirano.

Kod C. corniculata u F3 odreden je polarniji pigment fukoksantin u koncentraciji od 9,49
mg/g suhe frakcije, dok klorofil a nije detektiran. Medutim, klorofil a utvrden je u F4 gdje je
koristena manje polarna smjesa otapala metanol:diklormetan u koncentraciji od 3,52 mg/g
suhe frakcije, najvise u usporedbi s druge dvije vrste. Izmedu ova dva otapala, metanol se
pokazao kao bolje otapalo za ekstrakciju fukoksantina. IstraZivajuéi makroalgu istog roda,
Oliyaei i sur. (2021) takoder su pokazali najbolju ucinkovitost metanola za ekstrakciju
fukoksantina u usporedbi s drugim otapalima. S obzirom na razlike u polarnosti pojedinih
vrsta pigmenata, oekuje se da na njihov sadrzaj utjece primijenjeno otapalo. U istrazivanju
koje su proveli Pardilhé i sur. (2021) u kojem su, koristeci Sest razlicitih otapala, ekstrahirali
pigmente iz biomase smede morske alge Saccorhiza polyschides, najboljim se otapalom
pokazao aceton, a metanol je bio na drugom mjestu. Sartory i Grobbelaar (1984) su dobili

suprotne rezultate; 95 %-tni etanol i metanol bili su ucinkovitiji u usporedbi s 90 %-tnim
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acetonom. S druge strane, Cvitkovic i sur. (2021) su za ekstrakciju klorofila dokazali bolju

uéinkovitost etil acetat:etanola (1:1, v/v) u usporedbi s heksanom.

Glavni pigment u F3 kod E. crinita i G. barbata takoder je bio fukoksantin, te u F4 klorofil a.
Vidljivo je da sadrzaj fukoksantina u F3 u uzorku E. crinita iznosi 12,62 mg/g suhe frakcije,
ujedno najviSe u usporedbi s druge dvije vrste. Zabiljezeni sadrzaj klorofila a u F4 iznosi 1,14
mg/g suhe frakcije. Kod G. barbata zabiljeZena je najmanja koncentracija fukoksantina u F3:
4,08 mg/g suhe frakcije, te najmanja koncentracija klorofila a: 0,83 mg/g suhe frakcije.
Opcenito, kod sve tri vrste makroalgi koncentracija fukoksantina dominira nad
koncentracijom klorofila a. Takvi rezultati su ocekivani s obzirom na d¢injenicu da je
fukoksantin glavni pigment u smedim algama odgovoran za njihovu boju (Barbosa i sur.,
2014). Identifikacija klorofila a takoder je realna jer su Yalgin i sur. (2021) otkrili da je to
glavni pigment nakon fukoksantina u vecini ispitanih smedih makroalgi. Ovi pigmenti takoder
su zabiljeZeni i u drugim smedim morskim algama (Peng i sur., 2011; Pardilhd i sur., 2021), a
osim njih, Dai i sur. (2021) identificirali su feofitin a i PB-karoten istrazivaju¢i smedu
makroalgu Sargassum fusiformis. Usporedbom sadrzaja fukoksantina uzoraka C. corniculata,
E. crinita i G. barbata vidljivo je da E. crinita sadrzi najve¢u koncentraciju fukoksantina, dok

C. corniculata sadrzi najvecu koncentraciju klorofila a.

Vidljive su znacajne razlike izmedu dobivenih koncentracija i onima u dostupnoj literaturi.
Oliyaei i sur. (2021) proveli su ekstrakciju fukoksantina uz pomo¢ ultrazvuka iz smedih
makroalgi S. angustifolium i C. indica. Medu raznim otapalima, metanolni ekstrakt C. indica i
metanol/acetonski ekstrakt S. angustifolium bili su najucinkovitiji u ekstrakciji fukoksantina,
a dobiveni su sljededi rezultati; 0,77 mg/g za C. indica i 0,70 mg/g za S. angustifolium. Lim i
sur. (2018) su u metanolnom ekstraktu S. siliquosum i S. polycystum kvantificirali fukoksantin
i dobili koncentracije od 0,71 mg/g i 0,52 mg/g. Terasaki i sur. (2009) su pak utvrdili
koncentracije od 3,70 mg/g za S. horneri i 2,40 mg/g za C. hakodatensis. Susanto i sur. (2016)
dobili su sliénu koncentraciju fukoksantina za C. Hakodatensis: 2.01 mg/g, dok su Ryabushko
i sur. (2014) za G. barbata dobili rezultat najsli¢niji ovom istraZivanju: 3.00 mg/g. Opcenito,
sastav pigmenata u makroalgama moze varirati ovisno o mnogobrojnim ¢imbenicima: vrsti
alge, fazi rasta i ¢imbenicima okolisa kao $to su lokacija, sezonske promjene, temperatura

morske vode, salinitet i dr. (Lalegerie i sur., 2020).
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Nadalje, ispravna prilagodba parametara kao $to su organsko otapalo, omjer otapalo:krutina,
temperatura, pH i vrijeme ekstrakcije, uvelike utjece na prinos i sastav karotenoida (Cheng i
sur., 2020). U istrazivanju provedenom od strane Lim i sur. (2018) primije¢eno je da na
sadrzaj fukoksantina utjecaj imaju i procesni parametri ekstrakcije. Otkriveno je da duze
vrijeme ekstrakcije i viSa temperatura poboljSavaju ekstrakciju fukoksantina, dok veci omjer
otapalo:krutina nema utjecaj na ekstrakciju. Kim (2014) je izvijestio da se visi sadrzaj
fukoksantina moze ekstrahirati kada je temperatura ekstrakcije izmedu 30 °Ci40 °C, Stojeu
skladu s ovim istrazivanjem. S druge strane, visoka temperatura moze dovesti do degradacije
fukoksantina stoga je potrebno primijeniti temperaturu ispod 70 °C (Kanda i sur., 2014).
Osim parametara procesa, postoje mnogi drugi ¢cimbenici koji utjecu na sadrzaj fukoksantina.
Heffernan i sur. (2016) izvijestili su da su zimski i proljetni uzorci smede makroalge Laminaria
digitata sadrzavali veéi sadrzaj fukoksantina u usporedbi s ljetnim i jesenskim razdobljima. Li
i sur. (2019) otkrili su da temperatura i salinitet imaju znacajan utjecaj na sadriaj
fukoksantina u S. fusiforme. U navedenom istraZzivanju, optimalni uvjeti za ekstrakciju 2,62

mg/g fukoksantina bili su uvjeti niske slanosti i temperatura morske vode od 10 °C do 15 °C.

4.2. SASTAV PIGMENATA ODREDEN SPEKTROFOTOMETRIJSKOM METODOM

Spektrofotometrijskom analizom uzoraka makroalgi Cystoseira corniculata, Ericaria crinita i
Gongolaria barbata utvrdene su koncentracije ukupnih klorofila i karotenoida u frakcijama

F3iF4 (Tablica5,6i7).

Tablica 5 Koncentracija ukupnih pigmenata dobivenih u frakcijama F3 i F4 pomocu SPE iz makroalge C.

corniculata
FRAKCIJA 3 FRAKCUA 4
sv [ sp sV sD
mg/g suhog ekstrakta
Klorofil a 0,05 0,01 0,28 0,09
Klorofil b 0,15 0,01 0,02 0,01
Ukupni karotenoidi 0,67 0,09 0,03 0,02

SV —srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhe frakcije zajedno sa SD.
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Tablica 6 Koncentracija ukupnih pigmenata dobivenih u frakcijama F3 i F4 pomocu SPE iz makroalge E. crinita
(ex. C. amentacea)

FRAKCIJA 3 FRAKCUA 4
sv | sp sV sD
mg/g suhog ekstrakta
Klorofil a 0,08 0,01 0,55 0,06
Klorofil b 0,27 0,04 0,75 0,24
Ukupni karotenoidi 0,34 0,09 0,18 0,06

SV — srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhe frakcije zajedno sa SD.

Tablica 7 Koncentracija ukupnih pigmenata dobivenih u frakcijama F3 i F4 pomoc¢u SPE iz makroalge G.
barbata (ex. C. barbata)

FRAKCUA 3 FRAKCIA 4
sv | sp sV |sD
mg/g suhog ekstrakta
Klorofil a 0,04 0,01 0,80 0,26
Klorofil b 0,08 0,01 0,74 0,03
Ukupni karotenoidi 0,28 0,04 0,16 0,01

SV — srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhe frakcije zajedno sa SD.

Opcenito, kod svih uzoraka makroalgi, koncentracija ukupnih karotenoida u F3 dominira nad
koncentracijom u F4. Takav rezultat se moze povezati s koncentracijama fukoksantina koje
su zabiljeZzene tijekom odredivanja sastava pigmenata pomoc¢u HPLC analize, kada su u F3

zabiljeZzene veée koncentracije fukoksantina u usporedbi s frakcijom F4.

Frakcija F3 uzorka C. corniculata sadrzavala je 0,67 mg/g suhog ekstrakta ukupnih
karotenoida, dok je frakcija F4 sadrzavala svega 0,03 mg/g suhog ekstrakta. Frakcija F3
uzorka E. crinita sadrzavala je 0,34 mg/g suhog ekstrakta ukupnih karotenoida, a frakcija F4
0,18 mg/g suhog ekstrakta. U frakciji F3 uzorka G. barbata zabiljeZzeno je najmanje ukupnih
karotenoida, shodno rezultatima HPLC analize: 0,28 mg/g suhog ekstrakta, a u frakciji F4
0,16 mg/g suhog ekstrakta. Za razliku od HPLC analize gdje je pronadeno najvise
fukoksantina (u frakciji F3) kod E. crinita, u spektrofotometrijskoj analizi je najveca

koncentracija ukupnih karotenoida zabiljezena kod C. corniculata.

Nadalje, isti trend rezultata zabiljezen je i s koncentracijom klorofila a; kod svih vrsta ona je
iznosila visSe u F4 nego u F3. Kada se usporede rezultati sve tri vrste makroalgi, frakcija F4
uzorka C. corniculata sadrzavala je najmanje klorofila a (0,28 mg/g suhe frakcije), a G.
barbata najvise: 0,80 mg/g suhe frakcije, dok je E. crinita sadrzavala 0,55 mg/g suhe frakcije.

U frakciji F3 zabiljeZzene su vrlo niske vrijednosti klorofila a: kod C. corniculata 0,05 mg/g
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suhe frakcije, E. crinita 0,08 mg/g suhe frakcije i G. barbata 0,04 mg/g suhe frakcije. Klorofil b
bio je prisutan u niskim koncentracijama; C. corniculata: 0,15 mg/g suhe frakcije za F3 i 0,02
mg/g suhe frakcije za F4; E. crinita: 0,27 mg/g suhe frakcije za F3 i 0,75 mg/g suhe frakcije za
F4, G. barbata: 0,08 mg/g suhe frakcije za F3 i 0,74 mg/g suhe frakcije za F4.

Mogu se primijetiti razlike u rezultatima sadrzaja pigmenata izmedu ovog istrazivanja i
istrazivanja koje su proveli Cvitkovi¢ i sur. (2021). Koristeéi tekuéu ekstrakciju pod tlakom na
100 °C s otapalom etil acetat:etanol (1:1, v/v), iz etanolne frakcije spektrofotometrijski su
odredili; srednju vrijednost koncentracije klorofila a od 0.299 mg/g; srednju vrijednost
koncentracije klorofila b od 0.048 mg/g i srednju vrijednost koncentracije ukupnih
karotenoida od 0.148 mg/g za G. barbata. Za C. compressa dobili su sljedeée srednje
vrijednosti; 1.073 mg/g klorofila a, 0.133 mg/g klorofila b i 0.443 mg/g ukupnih karotenoida.
Autori su zakljucili da su ispitivane makroalge dobar izvor pigmenata te da predstavljaju
veliki potencijal za proizvodnju razli¢itih prehrambenih i farmaceutskih proizvoda, pogotovo
smeda makroalga Fucus virsoides koja je imala najveci udio klorofila a; 2.089 mg/g i 0.565

mg/g ukupnih karotenoida.

Ozgun i Turan (2015) su u svom istraZivanju odredili sastav pigmenata osam smedih vrsta
makroalgi, izmedu kojih su G. barbata i C. corniculata kao i C. compressa. Ekstrakcija
pigmenata je provedena upotrebom metanola. Odredeni sadrZaj klorofila a bio je u rasponu
od 0,839 mg/g do 4,09 mg/g dok je sadrzaj karotenoida bio u rasponu od 0,111 mg/g do
0,610 mg/g. Jedino se za G. barbata mogu primijetiti relativne sli¢nosti u rezultatima bududi
da je sadrzavala 1,056 mg/g klorofila a i 0,180 mg/g ukupnih karotenoida. Kod C. corniculata
je udio klorofila a bio vedéi: 0,839 mg/g, dok je udio karotenoida bio manji: 0,154 mg/g. Kod
C. compressa je udio klorofila a iznosio 1,297 mg/g a udio karotenoida 0,234 mg/g, slicno
koncentracijama za G. Barbata dobivenih u sklopu ovog istraZzivanja. Prema rezultatima
dobivenim ovim istraZivanjem, autori su zakljucili da se ispitivane vrste makroalgi, pogotovo
smeda makroalga Stypopodium schimperii za koju su dobili koncentraciju ukupnih klorofila a
od cak 4,09 mg/g, mogu smatrati potencijalnim izvorom za prehrambenu, farmaceutsku i

kozmetic¢ku industriju.

Opcenito, veée koncentracije klorofila a u odnosu na klorofil b mogu se objasniti time da
smede makroalge sadrze klorofil a i njegove derivate, dok je klorofil b pomoéni fotosintetski

pigment koji skuplja svjetlost i prenosi svjetlosnu energiju do klorofila a (Lee i sur., 2008). S
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druge strane, sluéajevi kada je veéa koncentracija klorofila b u odnosu na klorofil a, mogu se
objasniti time da zbog razli¢itih cimbenika mogu nastati derivati klorofila a koji posljedicno
ometaju odredivanje klorofila u uzorku. Jedan od ¢imbenika moze biti kiselost metanola
koristen u ekstrakciji, a ciji problem se moze izbjeéi neutralizacijom otapala (CikosS i sur.,
2022). Glavni derivat klorofila a koji je prisutan u znacajnim koli¢éinama u makroalgama je
feofitin a (Kuczynska i sur., 2015). Indrawati i sur. (2015) su primijetili da se stvaranjem
feofitina a povecava antiradikalna aktivnost ekstrakata dobivenih iz smede alge roda
Sargassum. Osim antiradikalnog djelovanja feofitina a, dokazana su i mnoga druga:
antiupalna, embriotoksi¢na, antimutagena, antikarcinogena (Dai i sur., 2021; Jerkovic¢ i sur.,

2021; Holdt i Kraan., 2011; Ikeda i sur., 2003).

4.3. ODREDIVANIJE ANTIRADIKALNE AKTIVNOSTI

Postotak inhibicije DPPH radikala frakcija F3 i F4 eksperimentalno je proveden samo na

makroalgi Cystoseira corniculata (Tablica 8).

Tablica 8 Postotak inhibicije DPPH radikala frakcija F3 i F4 makroalge C. corniculata

UZORAK % DPPH
FRAKCIJA 3 80,18 + 14,31
FRAKCUJA 4 22,47 +9,86

Vidljivo je da je postotak inhibicije u frakciji F3 za C. corniculata vrlo visok, iznosi 80,18 %. U
frakciji F4 zabiljeZzen je manji postotak od 22,47 %. Ovi rezultati mogu se objasniti time Sto je
u frakciji F3 ekstrahiran fukoksantin za kojeg je ve¢ dokazano da ima antioksidacijska
svojstva, kao i mnoga druga. Ovi rezultati mogu se povezati s rezultatima istraZzivanja
provedenog od strane autora Jerkovi¢ i sur. (2021). Pomocu iste metode, ispitivao se
antioksidativni potencijal smede makroalge Fucus virsoides. U odnosu na diklormetansku
frakciju F4, vecu antioksidativnu aktivnost takoder je pokazala metanolna frakcija F3
pripremljena na isti nacin kao i unutar ovog istrazivanja. Kao jedan od mogudéih razloga tome
autori su istaknuli veéu koncentracija fukoksantina u frakciji F3, te zakljuéili da je uglavnom
on odgovoran za promatrana antioksidacijska svojstva. Nadalje, ovakav uzorak rezultata
pronasli su i Radman i sur. (2022a), koji su koristeci istu metodu, zabiljezili postotak inhibicije

kod Ericaria amentacea u frakciji F3 od 70 %, dok je za F4 taj postotak bio 10 %.
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U usporedbi s crvenim i zelenim algama, smede se alge odlikuju ve¢im antioksidativnim
potencijalom te dobivaju vise pozornosti u znanstvenim istraZivanjima zbog svog bogatstva
fukoksantinom. Osim antioksidativnog svojstva fukoksantin posjeduje i mnoga druga snazna
djelovanja; inhibitorno djelovanje na a-amilazu, neuroprotektivno, antitumorsko,
protuupalno, citotoksi¢no i antihipertenzivno djelovanje (Barbosa i sur., 2014, Cikos i sur.,
2022, Ghaliaoui i sur., 2020). Antioksidacijsko djelovanje fukoksantina povezano je s
njegovom molekularnom strukturom. Naime, prisutnost alenske veze, broj dvostrukih veza i
prisutnost funkcionalnih skupina utje€u na interakciju s razli¢itim radikalima (Barbosa i sur.,

2014; Peng i sur., 2011).

Prethodna istrazivanja razli¢itih vrsta makroalgi koje pripadaju rodu Cystoseira ukazuju na
njihov potencijal kao izvora prirodnih antioksidansa. Medutim, antioksidativnho djelovanje
moze biti povezano i s drugim aktivnim tvarima kao Sto su fenoli, eteri¢na ulja i polisaharidi
male molekulske mase (Kosanic i sur., 2015). Tako su Kosani¢ i sur. (2015) u istraZivanju
provedenom na tri smede makroalge (E. amentacea, G. barbata i C. compressa) dokazali
sinergijski ucinak razli¢itih bioloski aktivnih metabolita koji su doveli do izrazenog
antioksidativnog djelovanje ekstrakata algi. Snaznu inhibiciju stvaranja slobodnih radikala te
sinergijski ucinak fukoksantina i ostalih bioaktivnih spojeva pokazali su i ekstrakti C.
tamarisfolia, C. nodicaulis, C. usneoides te C. hakodatensis (Airanthi i sur., 2011, Oucif i sur.,
2018). Postotak inhibicije DPPH radikala od oko 80 % zabiljeZzen je u polifenolnim ekstraktima

G. barbata koji su dodani u Zelatinozne jestive filmove (Haddar i sur., 2012).

Kao Sto na prinos i sastav pigmenata utjecu razli¢iti ¢imbenici, oni isto tako utjecu i na
sposobnost inhibicije DPPH radikala. Poveéanjem temperature (4-45 °C) i vremena (30-1440
min) ekstrakcije Lim i sur. (2018) otkrili su povecanje inhibicije DPPH radikala ekstrakta
smede makroalge S. polycystum sa 13,61 % na 50,22 %. S druge strane, pri temperaturi vecoj
od 70 °C doslo je do razgradnje fukoksantina te su posljedi¢no utvrdene niZe vrijednosti
inhibicije DPPH radikala. Ghaliaoui i sur. (2020) su utvrdili da na antioksidativnu aktivnost
utjece vrsta pretprocesiranja. Najvece antioksidativne aktivnosti dobivene su u smrznutim
uzorcima smede makroalge Phyllarira reniformis: 80 % inhibicije DPPH radikala, dok su oni

ekstrahirani iz osusenih i svjezih uzoraka pokazali nize aktivnosti: 50,82 % odnosno 32,17 %.

Ove razlike u inhibiciji DPPH radikala frakcija F3 i F4 sugeriraju da, iako klorofil a i njegovi

derivati (feofitin a) pokazuju odredeno antioksidativho djelovanje, fukoksantin ima
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znacajniju ulogu u prevenciji oksidativnog oStecenja. Opéenito, visoko antioksidativno
djelovanje zabiljezeno u vrstama ovog roda ukazuje na njen potencijal primjene u

prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji kao izvora prirodnih antioksidansa.
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Na osnovi primijenjene ekstrakcije na ¢vrstoj fazi u izolaciji pigmenata iz smede makroalge
Cystoseira corniculata, kao i iz Ericaria crinita i Gongolaria barbata, te prezentiranih

rezultata i rasprave moze se zakljuciti sljedece:

1. HPLC analizom frakcija F3 i F4 dobivenih pomocu SPE iz liofiliziranih uzoraka Cystoseira
corniculata, Ericaria crinita i Gongolaria barbata utvrdena je dominantnost fukoksantina

u frakciji F3, te klorofila a u frakciji F4.

2. Ekstrakti smede makroalge Ericaria crinita sadrze najveéu koncentraciju fukoksantina u
frakciji F3 (12,62 mg/g suhe frakcije), dok najveéu koncentraciju klorofila a u frakciji F4

sadrzi uzorak Cystoseira corniculata (3,52 mg/g suhe frakcije).

3. Primjenom SPE mogudée je dobiti ukupni kemijski profil pigmenata za sve 3 vrste
makroalgi, Sto ju ¢ini u¢inkovitom metodom za izolaciju karotenoida i klorofila iz smedih

makroalgi Cystoseira corniculata, Ericaria crinita i Gongolaria barbata.

4. Uzorci sve tri ispitivane vrste makroalgi bogat su izvor klorofila i karotenoida. U najvecoj
koncentraciji odredeni su ukupni karotenoidi u frakciji F3 (C. corniculata: 0,67 mg/g
suhog ekstrakta, E. crinita: 0,34 mg/g suhog ekstrakta i G. barbata: 0,28 mg/g suhog
ekstrakta), zatim klorofil a u frakciji F4 (G. barbata: 0,80 mg/g suhog ekstrakta, E. crinita
0,55 mg/g suhog ekstrakta i C. corniculata: 0,28 mg/g suhog ekstrakta) i nesto nize
koncentracije klorofila b u frakciji F3 (E. crinita 0,27 mg/g suhog ekstrakta, C. corniculata:

0,15 mg/g suhog ekstrakta i G. barbata: 0,08 mg/g suhog ekstrakta).

5. Uzorak C. corniculata pokazao je vrlo visok postotak inhibicije DPPH radikala: 80,18 % u
frakciji F3i 22,47 % u frakciji F4, Sto pokazuje visoko antioksidativno djelovanje ove vrste

te potencijal primjene kao prirodnog izvora antioksidansa.
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