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UVOD 

Morski sustav privukao je pozornost istraživača obzirom da mnogi organizmi posjeduju 

ili proizvode spojeve s dokazanom biološkom aktivnošću. Alge predstavljaju široko 

rasprostranjenu skupinu vodenih, fotosintetskih, autotrofnih organizama koji mogu biti 

jednostanični, višestanični ili kolonijalni. Morske makroalge razvile su se u kasnom 

prekambriju, a mogu biti litofilne (raste na tvrdim podlogama), epifitske (na drugim 

algama ili morskim travama) i endofitne (unutar drugih algi). (1) Kao najraznolikija 

skupina živih bića na Zemlji, s oko 40 000 vrsta, alge se uvelike koriste u industriji, a u 

posljednje vrijeme sve više i u prehrani. (2) 

Korištenje morskih algi kao hrane i terapeutika u nekim azijskim zemljama, uključujući 

Japan, Kinu, Tajland i Koreju, je već dugo poznato. Također, poznato je da alge 

predstavljaju savršene namirnice zbog idealnih omjera hranjivih tvari (polisaharidi, 

minerali, višestruko nezasićene masne kiseline i vitamini), a uz to imaju nizak sadržaj 

lipida i bioaktivne molekule. (3) Bioaktivni spojevi u algama koji su najviše istraživani 

uključuju sulfatirane polisaharide, florotanine i diterpene te je dokazano da ovi spojevi 

posjeduju jaka antioksidacijska, antimikrobna, antitumorska, antikancerogena i dr. 

svojstva. (4)  

Padina pavonica je makroalga koja pripada skupini smeđih algi Dichtyophyceae, 

rasprostranjena od toplih umjerenih do tropskih obala. Dobro je proučavana od početka 

prošlog stoljeća te se smatra ekološki i medicinski važnom. Poznato je da se intenzivno 

koristi kao sirovina za proizvodnju biodizela, u biosorpciji teških metala, kao bioindikator 

onečišćenja, biomonitor metala u tragovima, lijek protiv raka (potiče apoptozu stanica 

raka), koristi se kao antibakterijsko i antioksidacijsko sredstvo te bioinsekticid. Novija 

istraživanja ukazuju na sve veću mogućnost iskorištenja P. pavonica u prehrambenoj 

industriji. Obzirom da hrana predstavlja pogodan medij za rast i razvoj mikroorganizama 

koji uzrokuju njezino kvarenje, izuzetno je važno naći prirodne spojeve i/ili njihove 

izvore koji bi svojim učinkom doprinijeli očuvanju svojstva i produljenju roka trajnosti 

hrane.  

Zbog navedenih potencijalnih svojstva alge P. pavonica, cilj ovog rada bio je ispitati 

antimikrobnu aktivnost smjese odabranih fenolnih spojeva u kombinaciji s ekstraktom 

alge na patogene bakterije koje se mogu naći u hrani. 
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1. OPĆI DIO 

 

1.1 Morske alge 

Morske alge su organizmi nalik biljkama koji se obično nalaze fiksirani na stijenama ili 

drugim tvrdim podlogama u obalnim područjima, a čine osnovnu biomasu u međuplimnoj 

zoni. U svijetu je prisutno oko 25 000 vrsta algi, a najveći udio pronalazimo u morskoj 

vodi. (5) Alge koje su pričvršćene za dno nazivaju se bentos, dok su alge koje plutaju u 

vodi planktoni. Alge su heterotrofni organizmi koji su u stanju rasti i u ekstremnim 

uvjetima kao što su promjene saliniteta, temperature, nutrijenata, UV-VIS zračenje, itd., 

što sve ima utjecaj na njihov kemijski sastav. (6, 7) 

Prema morfologiji, alge se mogu razvrstati u dvije skupine, mikroalge i makroalge. (8, 9) 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 1. Mikroalge (10)  

 

Smatra se da mikroalge postoje na Zemlji oko 3,5 milijardi godina. Sposobne su provoditi 

proces fotosinteze gdje uz dovoljno svjetla i vode pretvaraju ugljikov dioksid i vodu u 

organske tvari i kisik. Jedna od njihovih glavnih značajki je da mogu rasti u nepovoljnim 

uvjetima okoline za što je zaslužna njihova jednostavna stanična građa. Makroalge ili 

trave su višestanični, makroskopski, eukariotski i autotrofni organizmi, čija klasifikacija 

ovisi o različitim svojstvima: pigmentaciji, kemijskoj prirodi produkta fotosintetskog 

skladištenja, organizaciji fotosintetskih membrana i drugim morfološkim obilježjima. (8) 

Makroalge se najčešće klasificiraju na temelju njihovih kemijskih i morfoloških 

karakteristika, posebice prisutnosti specifičnih pigmenata. Makroalge su brzorastuće 

morske i slatkovodne biljke koje za razliku od mikroalgi mogu doseći visinu i do 60 m. 

U usporedbi s kopnenim biljkama, makroalge apsorbiraju hranjive tvari kroz samu 

strukturu stanica jer nemaju korijenski sustav. (12)  

Slika 2. Makroalge (11) 
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Tradicionalna podjela makroalgi je prema pigmentima koje sadrže na Chorophyta (zelene 

alge), Phaeophyta (smeđe alge) i Rhodophyta (crvene alge) (tablica 1). (13) Crvene i 

smeđe alge nalazimo u moru, dok se zelene alge mogu naći i u slatkim vodama (rijeke, 

jezera). Pigmenti koji su zastupljeni kod svih vrsta algi su klorofili i karotenoidi. Kod 

zelenih morskih algi zelena boja je izražena zbog prisutnosti klorofila a i b u istim 

omjerima, beta-karotena (žuti pigment) te karakterističnih ksantofila (žućkasti ili 

smećkasti pigmenti). Za smeđu boju morskih algi odgovoran je fukoksantin, dok su 

fikobilini značajni samo za crvene alge. (14) 

 

Tablica 1. Podjela makroalgi obzirom na pigmente (13, 15) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Koljeno Razred Rod 

Chlorophyta Ulvophyceae Caulerpa,Enteromorpha, 

Monostroma, Ulva 

Phaeophyta Phaeophyaceae Ascophyllum, Chorda, Durvillea, 

Ecklonia, Eisenia, Fucus, Laminaria, 

Lessonia, Macrocystis, Sargassum, 

Undaria 

Rhodophya Bangiophyceae 

Florideophyceae 

Porphyra, Ahnfeltia, Anatheca, 

Caloglossa, Dilsea, Eucheuma, 

Furcellaria, Gelidiella, Gelidium, 

Gigartina, Gloiopeltis, Gracilaria, 

Gynmogongrus, Hypnea, Iridaea 
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1.2. Kemijski sastav i primjena algi  

Alge se koriste u različitim industrijama, kao npr. u kemijskoj, farmaceutskoj, 

kozmetičkoj industriji i sl. (slika 3). 

 

 

Slika 3. Primjena algi u industriji (16, 17) 

 

Alge su primarni proizvođači kisika o kojima ovise vodeni ekosustavi, pa se stoga 

primjerice koriste za uklanjanje organskih zagađivača, teških metala i patogena iz okoliša. 

Nafta koju trenutno iskorištavamo dolazi iz naslaga morskih algi. Postoje mnoga 

istraživanja koja ukazuju na moguću upotrebu algi za proizvodnju biogoriva. Ulje iz 

mikroalgi može se koristiti u proizvodnji biodizela, a bioetanol se dobiva nakon 

saharifikacije i fermentacije algi. (18, 19) 

Jestive morske alge sadrže i različite bioaktivne spojeve sa zdravstvenim prednostima, 

tako da se otvara mogućnost njihove uporabe kao funkcionalnih sastojaka u preradi hrane. 

Štoviše, alge se koriste u prehrambenoj industriji kao dodatak prehrani i sastojak 

funkcionalne hrane, a neke od primjena prikazane su u tablici 2. (20, 21) 
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Tablica 2. Primjena makroalgi u prehrambenim proizvodima (22) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Crvena alga Chondrus crispus, poznata kao Irska mahovina, koristi se kao zgušnjivač i 

stabilizator (E407 i E407b) ili pročišćivač (u pivskoj industriji). Kao funkcionalna hrana 

koriste se i ω-3 masne kiseline iz makroalgi u različitim proizvodima poput hrane za 

dojenčad, zdravijim varijantama grickalica te u sladoledima. (22) 

Morske alge imaju visoku nutritivnu vrijednost. Ipak njihov kemijski sastav znatno varira 

zbog uvjeta okoliša (intenzitet svjetlosti, stanište rasta, salinitet, temperatura, itd.) i 

genetskih razlika među vrstama. (23) 

Makroalge sadrže proteine (7-31% suhe tvari), lipide (2-13% suhe tvari), značajnu 

količinu ugljikohidrata (32-60% suhe tvari), te imaju vrlo mali sadržaj lipida (1-5% suhe 

tvari). Zelene alge imaju viši sadržaj oleinske i α-linolenske kiseline u odnosu na ostale 

vrste algi, dok crvene alge imaju visok sadržaj ω-3 masne kiseline (EPA, 

eikozapentaenska kiselina). (24) Morske alge su vrijedne zbog visokog sadržaja spojeva 

s različitim biološkim djelovanjem, uključujući i složene organske spojeve te primarne i 

sekundarne metabolite. Među najznačajnijim skupinama spojeva izdvajaju se 

fitopigmenti (ksantofili i karotenoidi), višestruko nezasićene masne kiseline (PUFA) koje 

uključuju dokozaheksaensku kiselinu (DHA), fenolni spojevi, peptidi, terpenoidi i dr. 

(25) 

Prehrambeni proizvod Izolirani spoj/ ekstrakt iz 

makroalgi 

Kruh karagenan, alginat 

Mesni proizvodi prah različitih vrsta makroalgi 

Sladoled alginat i ω-3 masne kiseline 

Tjestenina prah smeđe makroalge 

Hrana za dojenčad dokosaheksaenska kiselina 

Zrnati sir prah smeđe makroalge 
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Polisaharidi izolirani iz makroalgi najčešće se primjenjuju u prehrambenim proizvodima 

zbog sposobnosti vezanja vode, te služe kao sredstva za želiranje, stabilizatori emulzija i 

pjena, a također imaju važnu ulogu i kao dijetalna vlakna. Polisaharidi koji se koriste u 

prehrambenoj industriji, a u velikim količinama su prisutni u makroalgama su 

hidrokoloidi alginat, agar, karagenan i fukoidan. Agar se koristi u različitim proizvodima 

kao što su slastice, meso i proizvodi od peradi, za pripremu namaza, krema, glazura, itd.. 

Karagenan se koristi u salatnim umacima, dijetetskoj hrani i kao konzervans u mesnim i 

ribljim proizvodima, te mliječnim i pekarskim proizvodima. (25) 

Što se tiče udjela mikronutrijenata u algama, one su dobar izvor vitamina, posebice 

predstavnika B skupine (B1, B12), kao i lipofilnih vitamina A i E (tokoferol). Osim 

vitamina alge su i prirodni izvor minerala, a unutar mineralnog sastava, najznačajniji 

mikroelementi su kalij, natrij, magnezij i kalcij, koji čine više od 97% ukupnog 

mineralnog sadržaja. Druge mikroelemente poput bakra, željeza, mangana i cinka 

nalazimo u malim količinama (0,001-0,094% suhe tvari morskih algi). (26)  

 

1.3. Smeđe alge 

Smeđe alge (Phaeophyceae) su često pričvršćene za stijene ili druge tvrde površine na 

morskom dnu pomoću posebnih struktura poput rizoida ili krakova. Međutim, neke 

smeđe alge mogu se pričvrstiti i za mekušce koji su sami pričvršćeni za obalu, morske 

trave ili druge morske alge. Ova raznolikost u načinu pričvršćivanja omogućuje smeđim 

algama da prežive u različitim okruženjima i staništima u oceanima diljem svijeta. 

Prema dosadašnjim istraživanjima dokazano je da smeđe makroalge s 59% zauzimaju 

najveći udio u proizvodnji od ukupne količine makroalgi, nakon čega slijede crvene alge 

s 40% te zelene s manje od 1%. (27) 

Ljudi smeđe alge konzumiraju već stotinama godina, a današnje studije pokazuju da su 

one bogat izvor bioaktivnih spojeva izvrsne nutritivne vrijednosti. (28, 29) Spojevi 

smeđih algi povezuju se s različitim farmaceutskim svojstvima koja ih čine korisnima u 

prevenciji i liječenju širokog spektra poremećaja i/ili bolesti. (29, 30) 

Fukoksantin (slika 4) je morski karotenoid, pigment odgovoran za boju smeđih algi. 

Prisutan je u većoj količini tako da prekriva gotovo cijeli klorofil. (12, 31) 
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Slika 4. Struktura fukoksantina (31) 

 

Tablica 3. Kemijski sastav smeđih algi (32) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Većina smeđih algi sadrži posebnu skupinu hidrofilnih fenolnih spojeva koji se nazivaju 

florotanini ( engl. Phlorotannins, PHT) koji pokazuju jaku sklonost vezanju za 

polisaharide, proteine, biopolimere te imaju širok spektar farmakoloških svojstava. PHT 

su heterogena i visokomolekulska skupina spojeva koja je važna u svim stadijima rasta i 

razvoja algi, od ranih razvojnih stadija do odraslih biljaka. PHT se dobivaju 

polimerizacijom floroglucinola (1,3,5-trihidroksibenzena) putem acetat malonatnog puta. 

Ova skupina fenolnih spojeva ima 10 do 100 puta jače antioksidativno djelovanje u 

odnosu na druge polifenole. (33) 

Smeđe alge obiluju i polisaharidima od kojih se najviše ističu fukoidan, alginat i laminarin 

(tablica 3, slika 5). (34) 

 

KOMPONENTA UDIO (%) 

Proteini 4,3-24 

Minerali 17-44 

Lipidi 0,3-4,5 

Makrominerali 1,3-7 

Ugljikohidrati 12,2-56,4 
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Slika 5. Kemijski sastav smeđih algi (33) 

Fukoidani su složeni sulfatirani polisaharidi bogati fukozom čije su jedinice povezane α-

(1,3) ili naizmjeničnim α-(1,3) i α-(1,4) glikozidnim vezama te rijetko α- (1,2) vezama. 

Uz fukozu prisutne su i galaktoza, glukoza, manoza, ramnoza, ksiloza i uronska kiselina 

čiji udio ovisi o vrsti alge i godišnjem dobu. Fukoidani su uglavnom karakteristični za 

smeđe alge i čine od 40 do 80% njihove ukupne suhe tvari, a nalaze u fibrilarnim 

staničnim stjenkama i međustaničnim prostorima. (35) Iako su poznati od 1913. g. njihova 

struktura je još uvijek  nepotpuno određena zbog njihove složenosti, heterogenosti i 

nepravilnosti (36). Dokazano je da fukoidani posjeduju različite biološke aktivnosti, 

uključujući antioksidacijsko, antibakterijsko, antitumorsko, antikoagulantno i 

protuupalno djelovanje. (37) 

Alginat je dominantna polisaharidna komponenta koja se nalazi u stjenkama stanica i u 

međustaničnom matriksu smeđih makroalgi (slika 6). To je linearni polisaharid sastavljen 

od dva konformacijski izomerna ostatka: β-D-manuorata (M) i njegovog C-5 epimera α-

L-guluronata (G) povezanih preko 1,4-glikozidnih veza. Proizvode ga također i neke 

bakterije iz rodova Pseudomonas i Azotobacter. U smeđim algama, alginat je zastupljen 

od 30 do 60%, a pronalazimo ga i u crvenim algama. (38) Njegova jedinstvena fizikalna 

svojstva omogućuju mu upotrebu kao stabilizator, viskozator i sredstvo za želiranje u 

hrani i piću, u proizvodnji papira i kod tiskanja, industriji biomaterijala, te farmaceutskoj 

industriji. (39) 

 

Laminarin

5,29-35%

Manitol

2,4-20%

Alginat

18,9-
66,7%

Fukoidan

3,94-
28,3%

Glukan

β1,3-1,4
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Slika 6. Kemijska struktura alginata (40) 

Laminarin (slika 7) je glukan koji se nalazi u morskim smeđim algama. Smatra se jednim 

od glavnih skladišnih ugljikohidrata smeđih makroalgi. (41) Najčešće ga pronalazimo u 

listovima makroalgi Laminaria i Saccharina, uključujući Ascophyllum, Fucus i Undaria. 

Također, koristi se u tradicionalnoj kineskoj medicini, a pokazalo se da ima nekoliko 

bioloških aktivnosti od kojih se posebno ističe antikancerogeno djelovanje. Laminarin je 

β-glukan, uglavnom sastavljen od ostataka β-1,3-D-glukopiranoze; većina glukoze je 6-

O-razgranata, dok dio ima β-1,6-intralančane veze. Laminarin vezan za D-manitol na 

reducirajućem kraju lanca naziva se M lanac, dok se laminarin bez manitola na 

reducirajućem kraju naziva G lanac. (42) 

 

Slika 7. Struktura Laminarina (42) 

Relativno visoka koncentracija fenolnih spojeva u brojnim vrstama morskih algi 

doprinosi njihovim biološkim svojstvima. Trenutačni dokazi snažno podupiru doprinos 

fenolnih spojeva u prevenciji kardiovaskularnih bolesti i raka te sugeriraju njihovu ulogu 

u prevenciji neurodegenerativnih bolesti i dijabetes melitusa. Antioksidativna aktivnost 

otkrivena u morskim algama povezana je s potencijalnim učincima protiv starenja, 

protuupalnim, antibakterijskim, antifungalnim, citotoksičnim, antimalarijskim, 

antiproliferativnim i antikancerogenim učincima. (43-49) 
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Mayer i sur proveli su istraživanje o morskim spojevima ( ekstrakti morskih algi, morske 

bakterije, morski krastavci, spužve, gljive) s antibakterijskim, antikoagulantnim, 

antidijabetičkim, antifungalnim, protuupalnim, antimalarijskim, antitrombocitnim, 

antituberkuloznim i antivirusnim djelovanjem; koji utječu na kardiovaskularni, 

imunološki i živčani sustav i druge razne mehanizme djelovanja. Zaključili su da je 

morski sustav bogat sa vrlo vrijednim spojevima uključujući i alge koje imaju dobro 

antioksidacijsko djelovanje tako što neutraliziraju štetne učinke slobodnih radikala. (45) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 8. Biološke aktivnosti ekstrakta algi (46, 47) 

 

1.3.1. Padina pavonica 

P. pavonica (slika 9) je smeđa alga poznata i kao paunov rep, a rasprostranjena je u 

Indijskom, Tihom i Atlantskom oceanu te Sredozemnom i Jadranskom moru. 

Klasifikacija P. pavonica prikazana je u tablici 4. (50) 
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Slika 9. Padina pavonica (51) 

 

Tablica 4. Klasifikacija smeđe alge P. pavonica (52) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P. pavonica živi u stjenovitim područjima, a za stijenu je pričvršćena rizoidima. Talus je 

kalcificiran na jednoj ili obje površine. Na donjoj površini nalaze se koncentrične linije 

od tankih bjelkastih niti. Donja površina alge je tamno-smeđe, svijetlo-smeđe ili 

maslinasto-zelene boje, dok je gornja površina obično prekrivena tankim slojem mulja. 

(50,52) 

Danas postoje 72 vrste koje pripadaju rodu Padina, od kojih je većina tek odnedavno 

taksonomski prihvaćena. (52) 

Domena Eukaryota 

Carstvo Chromalveolata 

Odjeljak Ochrophyta 

Razred Phaeophyceae 

Podrazred Dictyotophycidae 

Red Dictyotales 

Obitelj Dichtyophyceae 

Rod Padina 

Vrsta Padina pavonica 
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P. pavonica je prilično jedinstvena jer je jedna od dvije kalcificirane smeđe alge koje su 

danas. Taloži CaCO3 u mikroskopskom obliku aragonitnog igličastog oblika koji se 

makroskopski vidi kao okomite trbušne pruge. (53-55) 

 

1.3.2. Biološki potencijal Padine pavonica 

Poznato je da su antioksidansi aktivne tvari prisutne u hrani, koji imaju važnu ulogu u 

zaštiti ljudskog organizma od slobodnih radikala. Padina predstavlja potencijalni izvor 

biološki aktivnih metabolita što je potvrđeno mnogim provedenim istraživanjima. 

Antioksidativni spojevi P. pavonica proizvode se u njezinim tjelesnim tkivima kao 

odgovor na nepovoljne uvjete okoliša u kojima živi. (56) U istraživanju koje su proveli 

Alam i suradnici korišteno je nekoliko najpoznatijih metoda pomoću kojih se određuje 

antioksidacijski potencijal (DPPH, FRAP, ORAC i dr.). Autori su naglasi važnost 

primjene više antioksidacijskih testova kojima bi se opisala antioksidacijka aktivnost 

ekstrakta obzirom na razlike u mehanizmu djelovanja pojedinih metoda. (57) 

Znanstvenici ističu i antimikrobna svojstva algi prema mnogih gram-negativnim i gram-

pozitivnim bakterijskim patogenima vrstama. Izdvaja se istraživanje antimikrobnog 

djelovanja flavonoidnih ekstrakata dviju smeđih algi, P. pavonica i Cystoseira compressa 

koje su proveli Alghazeer i suradnici. Ovo istraživanje ističe antibakterijski potencijal 

prema rezistentnim gram-pozitivnim i negativnim bakterijskim izolatima, uključujući 

MRSA. (58) 

Ertűrk i suradnici u svojoj studiji analizirali su etanolne ekstrakte iz sedam vrsta morskih 

algi među kojima je P. pavonica pokazala antibakterijsko djelovanje protiv E. coli i S. 

aureus. Osim antibakterijskog djelovanja P. pavonica pokazala je i antifungalnu aktivnost 

prema Aspergillus niger. Minimalne koncentracije inhibicije (MIC) ekstrakta bile su u 

rasponu od 1,25 do 10 mg/mL. (59) 
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2. EKSPERIMENTALNI DIO 

 

2.1. Materijal  

U eksperimentalnom dijelu diplomskog rada korišteni su uzorci smeđe alge P. pavonica 

iz porodice Dictyotaceae prikupljeni na području Dalmacije u rujnu 2021. godine. 

Ekstrakti su pripravljeni korištenjem mikrovalova u uređaju Ethos X (Milestone, Italija) 

u trajanju od 15 min 600 W (10 g uzorka i 100 mL 50%-tnog etanola). Po završetku 

ekstrakcije uzorak je filtriran preko naboranog filter papira, potom liofiliziran i do 

trenutka analize skladišten na sobnoj temperaturi. Neposredno prije analize 40 mg 

liofiliziranog ekstrakta otopljeno je u 1 mL 4%-tnog DMSO i tako pripremljen ekstrakt 

je korišten u daljnjim analizama i pripremama binarnih smjesa. 

U tablici 5 prikazani su korišteni fenolni spojevi te fenolna podskupina kojoj pripadaju. 

Fenolni spojevi su pripravljeni u različitim koncentracijama: vanilinska kiselina, katehin 

i rutin pri koncentraciji 10 mg/mL, apigenin 4,09 mg/mL te oleuropein pri koncentraciji 

11,06 mg/mL. Binarne smjese su pripremljena miješanjem 2 mL ekstrakta smeđe alge P. 

pavonica i 2 mL otopine fenolnog spoja. 

 

Tablica 5. Odabirani fenolni spojevi 

 

Skupina Fenolni spoj 

Derivat benzojeve kiseline Vanilinska kiselina 

Flavan-3-oli (+)-Katehin 

Flavonoli Rutin 

Flavoni Apigenin 

Monoterpen Oleuropein 

 

  



14 

 

2.2. Reagensi i uređaji 

Reagensi korišteni za određivanje antimikrobne aktivnosti su kemikalije odgovarajuće 

analitičke čistoće. Proizvođači korištenih reagensa su Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, 

Njemačka); Fluka (Buchs, Švicarska); Kemika (Zagreb, Hrvatska); Merck (Darmstadt, 

Njemačka). 

Uređaji korišteni u eksperimentalnom dijelu istraživanja su: ultrazvučna kupelj 

(Transsonic 310/H,Elma, Njemačka); analitička vaga (Mettler P1210, SAD; 

Thermomixer comfort, Eppendorf, Njemačka); liofilizator (FreeZone 2,5L, Labconco, 

Kansas City, SAD); mikrovalna pečnica (Gorenje, Hrvatska) 

 

2.3. Bakterijske kulture 

Za određivanje antimikrobne aktivnosti korišteni su bakterijski sojevi ATCC (engl. 

American Type Culture Collection): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria 

monocytogenes ATCC 7644, Bacillus cereus ATCC 14579,  Enterococcus faecelis ATCC 

29219, Salmonella enteritidis ATCC 13076 i Escherichia coli ATCC 25922. Bakterijske 

kulture su prenesene s dubokog agara na hranjivi agar te inkubirane u aerobnim uvjetima 

pri 37 ºC. Ovako uzgojeni sojevi čuvani su u hladnjaku pri +4 ºC. 

 

2.4. Metode određivanja antimikrobne aktivnosti 

Antimikrobna aktivnost smeđe alge P. pavonica, odabranih fenolnih spojeva i njihovih 

smjesa ispitana je i određena pomoću MIC i MBC metoda. 

Eksperiment se izvodio u sterilnim uvjetima, korišteno posuđe i pribor prethodno je 

sterilizirano, a otapala korištena u eksperimentu pročišćena su prema standardnim 

uvjetima. 
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2.4.1. Priprema i kontrola inokuluma 

Prije početka eksperimenta bakterijske kulture su revitalizirane na hranjivom Mueller-

Hinton agaru (MHA) nakon čega su se koristile za pripremu inokuluma. 

Ezom je uzeta jedna kolonija kulture s krute podloge (MHA) i prenesena u 3-5 mL 

Mueller-Hinton bujona (MHB) kako bi se pripravila prekonoćna kultura (37 °C; 14-16 

h). Nakon inkubacije otpipetirano je 3 mL kulture u 27 mL MHB-a i smjesa je stavljena 

na inkubaciju 1-1,5 h (ovisno o bakteriji), uz miješanje (110 rpm/s) pri 37 °C. Gustoća 

bakterija očitana je pomoću dezitometra te se na osnovu umjerenih krivulja napravio 

izračun za pripravu željene koncentracije radnog inokuluma. U sterilnu posudicu s MHB 

otpipetiran je određeni volumen kulture, a pripravljeni radni inokulum imao je 

koncentraciju od 1-2 × 105 CFU/mL (engl. Colony Forming Units).  

Kao potvrda koncentracije bakterijskih stanica u radnom inokulumu koristila se metoda 

po Kochu. Od radnog inokuluma se pripravila serija decimalnih razrjeđenja u puferu te 

se po 10 μL nakapalo na hranjivu MHA podlogu i inkubiralo pri 37 ºC tijekom 24 h. 

Nakon provedene inkubacije izbrojane su porasle kolonije na hranjivoj podlozi te je 

izračunat broj živih stanica po mililitru uzorka, gdje CFU predstavlja broj živih stanica. 

 

CFU/ mL = 
𝑏𝑟𝑜𝑗 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑗𝑎 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑟𝑎𝑧𝑟𝑗𝑒đ𝑒𝑛𝑗𝑎

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎
 

 

2.4.2. Metoda određivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) 

Test minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) provodi se korištenjem MHA, koji je 

najbolji medij za rutinske testove osjetljivosti. Vrlo jednostavno se reproducira, ima nizak 

udio sulfonamida, trimetoprima i tetracikliĉnih inhibitora te daje zadovoljavajući rast 

većine patogenih bakterija. (60) 

MIC predstavlja najnižu koncentraciju antimikrobnog agensa koja u potpunosti inhibira 

rast mikroorganizama, a izražava se u μg/mL ili mg/L. (61, 62) 
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Testirani uzorak ekstrakta alge serijski se razrijedio duž pločice na način da se 50 μL 

uzorka prenijelo u sljedeći otvor na pločici, u kojem je bilo 50 μL MHB-a te izmiješalo. 

Postupak se ponavljao do kraja pločice te je ovim načinom razrjeđivanja svaka sljedeća 

koncentracija, odnosno jažica, sadržavala koncentraciju uzorka upola nižu od one u 

prethodnoj. Konačni volumen u svakoj jažici nakon razrjeđivanja bio je 50 μL. U svrhu 

kontrole rezultata na svakoj pločici pripremljena je slijepa proba (100 μL MHB), 

pozitivna kontrola (50 μL MHB + 50 μL bakterijske kulture) te negativne kontrole za 

uzorak (50 μL MHB + 50 μL ekstrakta smeđe alge P. pavonica, fenolnog spoja ili binarne 

smjese). Nakon toga, u sve otvore pločice, osim u slijepu probu i negativne kontrole se 

dodalo 50 μL ispitivanih kultura bakterija (radni inokulum), izmiješalo i inkubiralo 24 h 

pri 37 ºC. Nakon inkubacije i dodatka INT reagensa došlo je do promijene boje u jažicama 

u kojima je nastavljen rast bakterijskih stanica, a usporedbom promjene boje pozitivne 

kontrole, slijepe probe i negativne kontrole s obojenjima u jažicama s uzorcima odredila 

se MIC vrijednost. MIC vrijednost je ona koncentracija antimikrobnog agensa prisutna u 

prvom ne obojanom otvoru pločice, odnosno otvoru u kojem je inhibiran rast bakterijskih 

stanica.  

 

 

 

 

 

 

 

Slika 10. Izgled mikrotitarske pločice nakon dodatka INT-a (vlastita fotografija) 
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2.4.3. Metoda određivanja minimalne baktericidne koncentracije (MBC) 

MBC ili minimalna bakteridicna koncentracija definirana je kao najniža koncentracija 

antimikrobnog agensa potrebna da se ubije 99,9% konačnog inokuluma nakon inkubacije 

tijekom 24 sata pod standardnim uvjetima.  

Uzorci iz mikrotitarske pločice, odnosno iz jažica za koje je utvrđeno da predstvaljaju 

MIC vrijednosti, nasijani su na neselektivne MHA pločice. Pločice su potom stavljene na 

inkubaciju tijekom 24 h pri 37 °C. Nakon inkubacije odredio se broj preživjelih stanica 

mikroorganizma (CFU/mL) i MBC vrijednost za pojedini mikroorganizam. Primjer agar 

pločice korištene pri određivanju MBC vrijednosti nakon inkubacije prikazan je na slici 

21. Fotografija prikazuje kombinaciju ekstrakta smeđe alge P. pavonica s oleuropeinom 

te je vidljivo da ova kombinacija potpuno inhibira rast bakterije E. coli (jažica s MIC 

vrijednosti i jažica u kojoj je koncentracija smjese bila veća od MIC vrijednosti). 

 

 

 

 

 

 

Slika 11. Izgled agar pločica nakon 24-satne inkubacije (vlastita fotografija) 

 

2.4.4. Antimikrobna interakcija odabranih mješavina ekstrakta i fenola 

U eksperimentalnom dijelu rada istraživana je i  antimikrobna aktivnost ekstrakta smeđe 

alge P. pavonica u kombinaciji s odabranim fenolnim spojevima (vanilinska kiselina, 

katehin, rutin, apigenin i oleuropein) protiv najčešćih patogena koji se prenose hranom: 

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, E. faecalis, E. coli, te 

Salmonella enteritidis.  

 



18 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 12. Antimikrobna interakcija ekstrakta Padine pavonice s odabranim fenolnim 

spojevima (vlastita fotografija) 

 

Interakcija između spojeva u smislu antibakterijskog djelovanja određena je 

izračunavanjem frakcijskog inhibitornog koncentracijskog indeksa (FICI), koji je za 

svaku smjesu izračunat prema sljedećoj formuli: 

FICA + FICB = FICI, 

gdje je FICA = MIC alge (spoja A) u mješavini fenola i alge/ MIC same alge, te FICB = 

MIC fenolnog spoja (spoja B) u smjesi fenola i alge/ MIC samog fenola. Sinergistička 

interakcija definirana je kada FICI iznosi 0,5 ili manje, a antagonistička interakcija kada 

je FICI veći od 4. FICI vrijednosti između 0,5 i 1 tumačene su kao aditivna interakcije, a 

između 1 i 4 kao indiferentne interakcije. 
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3. REZULTATI I RASPRAVA 

U tablicama 6 i 7 prikazane su MIC i MBC vrijednosti čistih fenolnih spojeva i ekstrakta 

smeđe alge P. pavonica prema testiranim G(+) i G(-) patogenim bakterijama. Čisti 

ekstrakt smeđe alge P. pavonica s MIC i MBC vrijednosti od 2,5 mg/mL, pokazao je 

najbolji antimikrobni učinak protiv bakterije S. aureus, dok su MIC i MBC vrijednosti 

prema ostalim bakterijama iznosile 5 ili 10 mg/mL. Dobiveni rezultati su u skladu s 

rezultatima studije koju su proveli Erturk i suradnici (59) u kojima je P. pavonica 

pokazala MIC vrijednosti u rasponu od 1,25-10 mg/mL. 

Dobiveni rezultati antimikrobne aktivnosti čistih fenolnih spojeva ukazuju na sličnu 

aktivnost testiranih spojeva prema odabranim bakterijama, s MIC vrijednostima oko 1,25 

mg/mL, uz iznimku apigenina koji je pokazao najbolju aktivnost i najnižu MIC vrijednost 

(0,51 mg/mL) prema E. faecalis te katehina s najnižom MIC vrijednosti (0,63 mg/mL) 

prema L. monocytogenes.  

 

Tablica 6. Rezultati minimalne inhibitorne koncentracije (MIC, mg/mL) i minimalne 

baktericidne koncentracije (MBC, mg/mL) smeđe alge P. pavonica i čistih fenolnih 

spojeva za G(+) bakterije 

 

  

 S. aureus B. cereus E. faecalis L. monocytogenes 

UZORAK MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

P. pavonica 2,5 2,5 >10 / 10 10 5 5 

Vanilinska kiselina >1,25 / >1,25 / >1,25 / >1,25 / 

Katehin >1,25 / 1,25 >1,25 1,25 >1,25 0,63 >1,25 

Rutin >1,25  1,25 >1,25 1,25 >1,25 1,25 >1,25 

Apigenin >0,51 / >0,51 / 0,51 >0,51 >0,51 / 

Oleuropein >1,45 / >1,45 / >1,45 / >1,45 / 
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Tablica 7. Rezultati minimalne inhibitorne koncentracije (MIC, mg/mL) i minimalne 

baktericidne koncentracije (MBC, mg/mL) ekstrakta P. pavonica i čistih fenolnih spojeva 

za G(-) bakterije 

 

U uvodnom dijelu ovog rada već je istaknuta nutritivna vrijednost makroalgi kao i sve 

veći interes istraživača u otkrivanju kemijskog profila i biološkog potencijala algi iz 

različitih staništa. Brojna istraživanja fokusirana su na korištenje različitih metoda 

ekstrakcije kao i otapala za dobivanje bioaktivnih spojeva specifičnog biološkog 

djelovanja. Rezultati nekih studija ukazuju na značajan utjecaj metode i parametara 

ekstrakcije na fenolni profil ekstrakata algi. U dostupnoj literaturi izdvajaju se znanstvena 

istraživanja kojima je cilj bio optimizirati metodu ekstrakcije smeđe alge P. pavonica 

korištenjem ultrazvuka, mikrovalova, organskih otapala i primjenom različitih 

temperaturnih režima. (57, 59, 63, 64). Također, studije ističu kako različiti spojevi 

izolirani iz morskih algi, poput alkaloida i fenola, imaju dobro antimikrobno djelovanje. 

(65) 

Veliki broj studija ističu vodu i alkohol kao dva najbolja i najkorištenija ekstrakcijska 

otapala zbog ekonomskih, toksikoloških i ekoloških razloga, pri čemu se uglavnom 

navodi da etanolni ekstrakti sadržave više koncentracije fenola (fenolnih kiselina, 

floroglucinola i dr.). (66, 67).  

 E. coli S. enteridis 

UZORAK MIC MBC MIC MBC 

P. pavonica 10 10 10 10 

Vanilinska kiselina >1,25 / >1,25 / 

Katehin 1,25 >1,25 1,25 >1,25 

Rutin 1,25 >1,25 1,25 >1,25 

Apigenin >0,51 / >0,51 / 

Oleuropein >1,45 / >1,45 / 
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U znanstvenim radovima se uz zaključak da P. pavonica obiluje fenolnim spojevima 

stalno pojavljuje činjenica da ekstrakti posjeduju i brojna biološka svojstva poput 

antioksidacijske aktivnosti, antifugalnog i insekticidnog dijelovanja, antialergijske, 

antikancerogene i antimikrobne aktivnosti.  

Istraživanja koja su provedena na acetonskim ekstraktima Dictyota dichotoma, P. 

pavonica i Sargassum vulgare s jadranske obale u Crnoj Gori pokazala su da sve testirane 

alge imaju, osim visokog fenolnog sadržaja, antioksidativni, antimikrobni i citotoksični 

potencijal. Prema navedenim podacima, može se zaključiti da je ekstrakt P. pavonica 

pokazao jaču aktivnost u hvatanju slobodnih radikala u usporedbi s ekstraktima D. 

dichotoma i S. vulgare. Konkretnije, vrijednost IC50 za ekstrakt P. pavonica iznosi 

691,56 µg/L, dok se vrijednosti IC50 za ekstrakte D. dichotoma i S. vulgare ne spominju, 

pa se ne može izvesti usporedba s tim ekstraktima. Važno je napomenuti da se IC50 

odnosi na koncentraciju tvari koja je potrebna za inhibiciju polovice slobodnih radikala u 

uzorku, stoga se može smatrati da što je niža vrijednost IC50, to je jača aktivnost u 

hvatanju slobodnih radikala. (68) 

Tuney i suradnici u svojoj studiji proučavali su dietil eter, aceton i etanolni ekstrakt 11 

vrsta algi, uključujući i P. pavonica. Ispitivali su antimikrobno djelovanje prema Candida 

sp., E. faecalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus epidermidis, Pseudomonas 

aeruginosa i E. coli metodom disk difuzije. Kao rezultat usporedbe antimikrobne 

aktivnosti ekstrakta dobivenog iz suhe i svježe alge, utvrđeno je da su svi testirani 

organizmi bili osjetljiviji na ekstrakte iz svježe alge. (69)  

Istraživanje koje su proveli Khaled i suradnici (70) obuhvaćalo je alge P. pavonica i 

Sargassum vulgare. Proveli su dvije različite metode ekstrakcije metanolom, potom 

frakcioniranje (petrol eter, etil acetat, butanol i vodena otopina). DPPH metodom ispitali 

su antioksidativnu akivnost. Na temelju dobivenih rezultata autori su donijeli zaključak 

da P. pavonica obiluje fenolnim spojevima zbog kojih ima dobro antioksidacijsko i 

antimikrobno djelovanje, što je potvrđeno rezultatima gdje je etil acetatna frakcija alge P. 

pavonica pokazala značajno antifungalno djelovanje prema Candida glabrata i Candida 

krusei.  
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Dulger i Dulger proučavali su antimikrobni učinak dviju smeđih algi P. pavonica i C. 

compressa prema meticilin rezistentnom S. aureus. Testirali su antibakterijsku 

sposobnost etanolno-vodenog ekstrakta (7,2% za etanolni ekstrakt i 6,8% za vodeni 

ekstrakt) P. pavonica i rezultati su bili pozitivni za S. aureus, međutim rezultati nisu 

pokazali antifungalnu aktivnost. (71) 

Istraživanje antimikrobnog učinka endemskih vrsta koje je samostalno proveo Dulger 

pokazalo je da etanolni ekstrakt P. pavonica ima slabu aktivnost protiv Candida sp., E. 

faecalis, P. aeruginosa i E. coli. (72) 

Za razliku od alge P. pavonica, antimikrobna aktivnost pojedinih fenolnih spojeva je već 

ispitana i brojni radovi ukazuju na njihova dobra antimikrobna svojstva. Tako npr. 

Ibrahim i suradnici potvrđuju MIC vrijednosti prema G(+) S. aureus u iznosu od 2 mg/mL 

za vanilinsku kiselinu i 1,25 mg/mL za katehin. (73) Araruna i suradnici proučavali su 

antimikrobno djelovanje rutina prema različitih sojeva bakterija, E. coli, S. aureus, C. 

albicans, C. krusei, C. tropicalis. Rezultati njihovih istraživanja pokazali su visoki 

stupanj inhibicije rasta bakterija E. coli, dok su s druge strane rutin nije inhibirao rast S. 

aureusa. (74) Arima i suradnici u svom istraživanju također su ispitivali rutin koji je 

sinergistički pojačao antibakterijsko djelovanje drugih flavonoida prema B. cereus i S. 

enteritidis. U svojoj studiji ističu kempferol, čija je MIC vrijednost bila značajno 

smanjena dodatkom rutina u smjesu. (75) Osim rutina dokazan je i dobar antimikrobni 

učinak oleuropeina što su potvrdili Caturla i suradnici . (76) U svom istraživanju zaključili 

su da oleuropein ima snažno antimikrobno djelovanje prema G(+) i G(-) bakterijama, te 

da se njegov antibakterijski učinak temelji na oštećenju bakterijske membrane i/ili 

ometanju staničnih peptidoglikana. Oleuropein i drugi testirani fenolni spojevi (p-

hidroksibenzojeva, vanilijeva i p-kumarinska kiselina) potpuno su inhibirali razvoj 

Klebsiella pneumoniae, E. coli i B. cereus. (76) 

Iako brojni autori proučavaju mehanizam djelovanja fenolnih spojeva na bakterijske 

stanice, točan mehanizam antimikrobnog djelovanja još uvijek nije poznat. Cilj ovog rada 

bio je odrediti antimikrobnu aktivnost smjesa ekstrakta smeđe alge P. pavonica i 

odabranih fenolnih spojeva na patogene bakterije. Istraživanjem koje se provelo pokušalo 

se dokazati hoće li dodatak fenolnog spoja utjecati na bolji antimikrobni učinak ekstrakta 

smeđe alge P. pavonica.  
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Rezultati koji su dobiveni provedenim istraživanjem prikazani su u tablicama 8 i 9 iz 

kojih se jasno uočava da su smjese ekstrakta P. pavonica i odabranih fenolnih spojeva 

uglavnom pokazale aditivno djelovanje ili indiferentnu interakciju.  

 

Tablica 8. Rezultati minimalne inhibitorne koncentracije (MIC, mg/mL) i minimalne 

baktericidne koncentracije (MBC, mg/mL) ekstrakta P. pavonica i odabranih fenolnih 

spojeva za G(+) bakterije. 

 

Tablica 9. Rezultati minimalne inhibitorne koncentracije (MIC, mg/mL) i minimalne 

baktericidne koncentracije (MBC, mg/mL) ekstrakta P. pavonica i odabranih fenolnih 

spojeva za G(-) bakterije. 

 

 

  

 S. aureus B. cereus L.monocytogenes E. faecalis 

P. pavonica 

+ 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

Vanilinska 

kiselina 

2,5+0,63 >5+1,25 >5+1,25 / >5+1,25 / 5+1,25 >5+1,25 

Katehin 2,5+0,63 5+1,25 5+1,25 >5+1,25 5+1,25 >5+1,25 5+1,25 5+1,25 

Rutin 2,5+0,63 5+1,25 5+1,25 >5+1,25 5+1,25 >5+1,25 5+1,25 >5+1,25 

Apigenin 3,3+0,34 ≥3,3+0,34 >3,3+0,34 / >3,3+0,34 / >5+1,25 / 

Oleuropein 2,5+0,73 5+1,45 >5+1,45 / 5+1,25 >5+1,45 5+1,45 5+1,45 

 E. coli S. enteridis 

P. pavonica + MIC MBC MIC MBC 

Vanilinska kiselina 5+1,25 ≥5+1,25 >5+1,25 / 

Katehin 5+1,25 >5+1,25 5+1,25 5+1,25 

Rutin 5+1,25 >5+1,25 >5+1,25 / 

Apigenin >5+1,25 / 5+1,25 >5+1,25 

Oleuropein 5+1,25 >5+1,45 5+1,45 >5+1,45 
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Promatrajući rezultate antimikrobne aktivnosti pojedinih fenola i ekstrakta smeđe alge P. 

pavonica s rezultatima dobivenim za smjese, uočava se da binarne smjese imaju gotovo 

jednak učinak. Interakcijska aktivnost između pojedinih komponenti u smjesi može se 

interpretirati pomoću FICI faktora. U tablici 10 vidljivo je da binarne smjese imaju 

poprilično jednak učinak kao i individualni uzorci. 

 

Tablica 10. Interakcijska aktivnost smjesa ekstrakta i fenolnih spojeva izražena kao FICI 

FICI ili frakcijska vrijednost indeksa inhibitorne koncentracije predstavlja interakciju između spojeva u 

smjesama, u odnosu na antibakterijsko djelovanje. Vrijednost ≤0,5 označava sinergističku interakciju, FICI 

0,5-1 aditivnu, FICI 1-4 indiferentnu, a FICI > 4 označava antagonističku vrijednost među ispitivanim 

fenolnim spojevima. 

Smjesa ekstrakta alge i apigenina jedina je pokazala aditivno djelovanje dok su ostale 

smjese imale indiferentnu vrijednost. Najlošiji interakcijski učinak i najveće FICI 

vrijednosti (≥ od 2) zabilježene su za smjese ekstrakta smeđe alge P. pavonica uz dodatak 

katehina, rutina i vanilinske kiseline prema testiranoj bakterijskoj vrsti L. monocytogenes. 

Zbog nedostatka informacija o sličnim studijima, interakcijski učinak ekstrakta alge i 

fenolnih spojeva se ne mogu usporediti s istraživanjima drugih autora. 

Obzirom na navedeno možemo zaključiti da alge imaju potencijal za primjenu u 

prehrambenoj industriji, no potrebna su dodatna istraživanja koja bi potvrdila rezultate 

ovog rada. Također, prezentirani rezultati ukazuju na mogučnost korištenja i drugih 

koncentracija ili fenolnih spojeva, kao i brojnih drugih kombinacija fenola i ekstrakata 

algi u cilju pronalaska optimalnih smjesa s izraženim biološkim učinkom.   

 G (+) G (-) 

P. pavonica 

+ 

S. 

aureus 

B. 

cereus 

L. 

monocytogenes 

E. 

faecalis 

E.  

coli 

S. 

enteritidis 

Vanilinska 

kiselina 

1,50 1,50 2,00 1,50 1,50 1,50 

Katehin 1,50 1,50 2,98 1,50 1,50 1,50 

Rutin 1,50 1,50 2,00 1,50 1,50 1,50 

Apigenin 1,99 1,00 1,33 1,17 1,17 1,17 

Oleuropein 1,50 1,50 1,86 1,50 1,36 1,50 
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4. ZAKLJUČCI 

Na osnovu prezentiranih rezultata mogu se izvesti slijedeći zaključci: 

 Čisti ekstrakt smeđe alge P. pavonica s MIC i MBC vrijednosti od 2,5 mg/mL, 

pokazao je najbolji antimikrobni učinak protiv bakterije S. aureus, dok su MIC i 

MBC vrijednosti prema ostalim bakterijama bile znantno više.  

 Sve binarne smjese ekstrakta P. pavonica i odabranih fenolnih spojeva pokazale 

su vrlo dobru antimikrobnu aktivnost, ali su uglavnom ukazivale na aditivno 

interakcijsko djelovanje.  

 Najlošiji interakcijski učinak i najveće FICI vrijednosti (≥ od 2) zabilježene su za 

smjese ekstrakta smeđe alge P. pavonica i katehina, rutina i vanilinske kiseline 

prema L. monocytogenes. 

 Potrebna su daljnja istraživanja kako bi se dokazala mogućnosti primjene ovih 

smjesa u prehrambenoj industriji. 
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