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1. UVOD

Morske alge su ve¢ godinama neizostavan dio prehrane Azijskih zemalja, a danas se sve
vise proucava njihov sastav i moguca primjena u razli¢itim podrucjima. Predstavljaju izvor
razli¢itih bioloski aktivnih spojeva poput polifenola, vitamina, minerala, proteina i polisaharida
razli¢itih struktura i fizikalno-kemijskih svojstava te zanimljivih funkcionalnih karakteristika
(Hentati i sur., 2020). Posebno su bogate sulfatiranim polisaharidima koji privlace veliku
pozornost u prehrambenoj, kozmetickoj 1 farmaceutskoj industriji te se pokazalo da posjeduju
veliku Dbiolosku aktivnost, uklju¢ujuéi antitumorska, imunomodulirajuca, antivirusna,
antikoagulativna i antioksidativna svojstva (Barbosa i sur., 2019). Najznacajniji predstavnici
sulfatiranih polisaharida su karagenan iz crvenih algi, ulvan iz zelenih te laminarin, alginat i
fukoidan iz smedih algi (Ngo i Kim, 2013).

Fukoidan i ostali sulfatirani polisaharidi se najceS¢e izoliraju konvencionalnim
metodama ekstrakcije koje ukljucuju koristenje otapala poput vode, razrijedenih kiselina i soli
pri visim temperaturama uz vrijeme trajanja od nekoliko sati (Lim i Wan Aida, 2017). Takve
metode su pokazale slabu u¢inkovitost, dugotrajnost te potrebu za velikim koli¢inama otapala
Sto je dovelo do potrebe za razvojem novih metoda ekstrakcije (Nguyen i sur., 2020). Nove,
nekonvencionalne metode su ekoloski prihvatljivije te pokazuju odredene prednosti nad
konvencionalnima, a najceS¢e se koriste enzimima potpomognuta ekstrakcija (EAE),
ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija (UAE), ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku
(PLE) te ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE) (Dobrinc¢i¢ i sur., 2020).

Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj otapala, temperature i vremena ekstrakcije na prinos
polisaharida, koncentraciju ukupnih ugljikohidrata, udio sulfatnih grupa i udio fukoze u uzorku
smede alge Cystoseira barbata te utvrditi optimalne parametre ekstrakcije za dobivanje
najveceg prinosa. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima provedena je uz predtretman
acetonom i etanolom, a sama ekstrakcija se odvijala pri temperaturama od 40, 60 i 80 °C,
vremenu trajanja od 10, 15 i 20 min te pomocu otapala destilirane vode i 0,1 M HCl-a.
Konvencionalna ekstrakcija je provedena uz kontinuirano mijes$anje s otapalom (voda i 0,1 M
HCI) pri temperaturi od 80 °C i vremenu od 3 h te je usporedena s ekstrakcijom potpomognutom
mikrovalovima. Odredena je i koncentracija ukupnih fenola i pigmenata (klorofila a, klorofila

b i ukupnih karotenoida) u acetonskim i etanolnim ekstraktima iz predtretmana.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ALGE

Termin ,,alge* predstavlja skupinu autotrofnih 1 fotosintetskih organizama koji nemaju
zajedniCkog pretka i prema tome ne mogu biti svrstane u istu taksonomsku jedinicu, ali dijele
odredene karakteristike koje ih povezuju (Barsanti i Gualtieri, 2014). Veéinom su vodenog
podrijetla, no mogu biti i kopnene, a postoji i odredeni broj vrsta koje mogu rasti u ekstremnim
uvjetima (Sahoo i Baweja, 2015). Procijenjeno je da postoji izmedu 350 000 i 1 000 000 vrsta
algi (Lee, 2016), no prema globalnoj bazi podataka o algama, postoji tek 158.822 razli¢itih vrsta
1 podvrsta koje su istrazene (Guiry i Guiry, 2020). Prema svojoj gradi mogu biti jednostani¢ne
ili viSestani¢ne. Jednostani¢ne alge se mogu podijeliti na pokretne i nepokretne, ovisno o
prisutnosti ili odsutnosti izdanaka za pokretljivost, dok se visestani¢ne alge dijele na alge koje
tvore kolonije i alge koje tvore nitaste oblike (Sahoo i Baweja, 2015). Alge svojim izgledom
nalikuju na biljke, ali nemaju pravo korijenje, stabljiku i listove, ve¢ se njihovo tijelo naziva
talus (Barsanti i Gualtieri, 2014).

Alge se strukturno mogu podijeliti na mikroalge i makroalge (Griffiths i sur., 2016).
Mikroalge obuhvacaju raznoliku skupinu prokariotskih i eukariotskih organizama koji mogu
rasti na razli¢itim prirodnim staniStima. Mnoge proucavane Vvrste su fotoautotrofne, no postoji
i mali broj mikroalgi koje mogu biti miksotrofne i heterotrofne (Lee, 2016). Osim nacina na
koji osiguravaju nutrijente za prehranu, neka od obiljezja koja karakteriziraju mikroalge su ta
da sadrze razli¢ite fotosintetske pigmente koji im daju obojenje te su pretezno jednostanicne,
iako mogu tvoriti i kolonije nediferenciranih stanica (Olaizola i Grewe, 2019). Za razliku od
mikroalgi, makroalge su viSestani¢ni organizmi koji brzo rastu te mogu tvoriti strukture
dugacke i do 60 metara, a najéesce se koriste za proizvodnju hrane i ekstrakciju hidrokoloida
(Rajkumar i sur., 2014). Od vodenih algi, morske alge predstavljaju najmnogobrojnije
organizme u morima i oceanima te se na temelju kemijskog sastava i izrazenih fotosintetskih

pigmenata mogu svrstati u tri glavne skupine: zelene, smede i crvene alge (Xu i sur. 2017).

Zelene alge (Chlorophyta) su fotosintetski organizmi jednostavne grade, a karakterizira
ih prisutnost kloroplasta s dvostrukom membranom, a pigmenti koje naj¢esc¢e sadrze su klorofil
a i b (Arora i Sahoo, 2015). Prema gradi talusa mogu biti jednostani¢ne, nitaste, listolike,
cjevaste, sifonokladalne i sifonalne (Antoli¢ i sur., 2011). Smatraju Se najraznovrsnijom
skupinom algi s viSe od 7500 vrsta koje ve¢inom rastu u slatkoj vodi, dok mali broj raste i u

morskoj vodi te na kopnu (Arora i Sahoo, 2015).



Smede alge (Phaeophyta) su organizmi razli¢ite morfologije talusa. Postoje oblici koji
imaju sitno razgranati nitasti talus te oblici sloZenije grade, listolikog talusa dugog vise od 10
metara. Neke vrste imaju diferencirani talus kod kojeg se razlikuju dijelovi koji nalikuju na
korijen, stabljiku i listove (rod Sargassum). Vec¢ina ovih algi nastanjuje stjenovito, §ljuncano i
pjes€ano morsko dno, no mogu Zivjeti u talusu drugih algi ili na Zivotinjama poput morskih
puzeva ili spuzvi (Antoli¢ i sur., 2011). Karakterizira ih boja koja potjece od karotenoidnog
pigmenta, fukoksantina, koji se nalazi u kloroplastima. Najpoznatiji predstavnici su razli¢ite

vrste iz rodova Dictyota, Laminaria i Sargassum (Verma i sur., 2015).

Crvene alge (Rodophyta) dobile su naziv prema dominantnim pigmentima fikocijanu i
fikoeritrinu koji daju plavkasto i crveno obojenje. Opcenito se smatraju najvaznijim izvorom
mnogih bioloski aktivnih metabolita kada se usporede s drugim algama. NajceS¢e rastu u
morskoj vodi i slatkovodnim stanistima, ali postoje i kopnene vrste (Mayanglambam i Sahoo,
2015). Karakterizira ih nedostatak bi¢eva koji omogucuju kretanje, a od klorofila sadrze samo
klorofil a (Barsanti i Gualtieri, 2014). Vrste iz rodova Gracilaria, Gelidium i Pterocladia
koriste se u proizvodnji agara, medija koji sluzi kao hranjiva podloga za mikroorganizme te je

u Sirokoj laboratorijskoj i biotehnoloskoj upotrebi (El Gamal, 2010).

Osim tri navedene podjele algi, znacajnije su i cijanobakterije (Cyanobacteria), kremene
alge ili dijatomeje (Chrysophyceae), euglenoidi (Euglenozoa) i dinoflagelati (Dinophyceae)
(Guiry, 2012).

Morske alge bogate su polisaharidima, mineralima i odredenim vitaminima te drugim
bioaktivnim spojevima poput proteina, lipida i polifenola koji pokazuju antibakterijska,
antiviralna i antifungalna svojstva (Holdt i Stefan, 2011). Takoder, sadrze spojeve koji se ne
mogu pronaci u biljkama, a pokazali su se vrlo djelotvornima u farmaceutskoj, prehrambenoj i
kozmetickoj industriji te kao suplementi prehrani. Smede alge sadrze polisaharide kao Sto su
fukoidan, alginat i laminarin, crvene alge sadrze agar i karagenan, a zelene alge karakterizira
ulvan (Khotimchenko i sur., 2020). Spojevi izolirani iz odredenih algi roda Dictyota sp.
pokazali su citotoksi¢nu te antimalarijsku aktivnost, dok su vodeni ekstrakti vrsta Gracilaria
corticata i Sargassum oligocystum pokazali biolosku aktivnost protiv ljudskih kancerogenih

stanica leukemije (Gallimore, 2017).

Morske alge su vazan izvor svakodnevne prehrane u Kini i Japanu, a Koreja ima
najraznolikiju industriju uzgoja morskih algi na svijetu. Morske alge se pripremaju i

konzumiraju na razli¢ite nacine: sirove, przene, kuhane na pari ili u vodi (Hafting i sur., 2015).
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Takoder, agar i karagenan iz crvenih algi te alginati iz smedih algi se koriste u prehrambenoj
industriji kao sredstva za Zeliranje, a pigmenti izolirani iz razli¢itih algi, koriste se kao bojila i
aditivi u hrani (Griffiths i sur., 2016). Zbog svojih svojstava, smede alge se koriste kao gnojivo
I mogu posluziti u razli¢itim aspektima medicine te predstavljaju koristan i isplativ izvor za
proizvodnju biogoriva (Verma i sur., 2015). Od zelenih algi, vrsta koja se najcesce koristi u
prehrani je Chlorella sp. Osim za prehranu, Siroko je koristena kao suplement u prehrani, u
kozmetickoj industriji te za proizvodnju antibiotika, a brojne druge vrste mogu posluziti u
procesima za smanjenje emisije ugljikovog dioksida te kao izvor obnovljive energije (Arora i
Sahoo, 2015).

U Jadranskom moru obitava oko 170 vrsta smedih algi koje zauzimaju vecinu stjenovite
povrsine na dubini 20 — 30 metara, a vrste roda Cystoseira su najrasirenije. Od zelenih algi
poznato je oko 118 vrsta, od kojih najveci znacaj imaju vrste iz rodova: Ulva, Enteromorpha,
Cladophora i Ulothrix. Crvenih algi u Jadranskom moru ima oko 350 vrsta, a najznacajniji
predstavnici su Phymatolithon lenormandii, Lithophyllum incrustans, Tenarea undulosa i

Lithothamnium fruticulosum (Antoli¢ i sur., 2011).

2.1.1. Cystoseira barbata

Cystoseira je rod smedih algi koji obuhvaca oko 294 vrsta algi i najznacajniji je
predstavnik obitelji Sargassaceae, sastavljene od nekada$njih dviju porodica Sargassaceae i
Cystoseiraceae (Gouveia i sur., 2013) koja pripada redu Fucales (Sousa i sur., 2019). U
globalnoj bazi podataka o algama trenutno se nalazi 165 opisanih vrsta roda Cystoseira i 129
podvrsta, kultivara i varijeteta (Guiry i Guiry, 2020), a u Jadranskom moru ih se nalazi oko 56
(Rozi¢ i sur., 2012). Neke od najrasirenijih vrsta Jadranskog mora su C. barbata, C. compressa,

C. corniculata, C. crinita i C. spinosa (Antoli¢ i sur., 2010).

C. barbata (Slika 1.) je visegodisnja alga grmolikog izgleda, gradena od razgranatog
talusa koji je cilindricnog oblika i raste iz drvenaste strukture konusnog oblika. 1z centralnog
dijela alge uzdizu se osnovne grane koje se dijele u vlaknaste grane i grancice koje se ponekad
ne razviju i ne Sire daleko. Na malim gran¢icama se nalaze redovi malih vezikula (Chapman i
Chapman, 1973). Pripada endemskim vrstama Sredozemnog mora, a najbujnije raste tijekom
travnja i svibnja te se morfoloski moze razlikovati ovisno o stanistu i uvjetima okoline (Falace

i Bressan, 2006).



Slika 1. Cystoseira barbata (Razred: Phaepohyta; Red: Fucales; Rod: Cystoseira)
(ukrbin.com, pristupljeno 29. srpnja 2020.)

Prirodno staniste ove vrste je morsko dno otvorenih i zaklonjenih stjenovitih obala te
obalna podrucja laguna. Obi¢no raste u gornjoj sublitoralnoj zoni dubine do 0,2 metra (Guiry i
Guiry, 2020), no moze rasti i na dubinama od 20 — 30 metara, pri ¢emu ovisi 0 propusnosti
morske vode za svjetlost (Antoli¢ i sur., 2011). C. barbata obitava u Jadranskom moru, pri
¢emu najviSe raste u obalnom podrucju sjevernog Jadrana (Antoli¢ i sur., 2010). Njena
rasprostranjenost se takoder moze primijetiti kroz cijelo obalno podrucje Sredozemnog mora
(Antoli¢ i sur., 2011), a Siroko je rasprostranjena i na obalama Crnog mora (Trica i sur., 2019;
Falace i Bressan, 2006).

Istrazivanja su pokazala da C. barbata sadrzi razli¢ite spojeve koji imaju biolosku
aktivnost. Neki od njih su laminarin, fukoksantin i konjugati polifenola, proteina i polisaharida.
Laminarin ima antioksidacijska, antibakterijska i zacjeljujuca svojstva, fukoksantin se koristi
kao pojac¢ivac boja i oksidacijske stabilnosti mesnih proizvoda, a konjugati polifenola, proteina

i polisaharida se koriste kao konzervansi (Trica i sur., 2019).

2.2. POLISAHARIDI U ALGAMA

Polisaharidi ili glikani su polimeri velike molekulske mase, sastavljeni od jednostavnih
Secera, tj. monosaharida, koji su medusobno povezani glikozidnim vezama (Levstad Holdt i
Kraan, 2011). U prirodi je vise od 90 % ugljikohidrata u obliku polisaharida. Molekule
polisaharida mogu biti linearne i razgranate. Obje strukture sadrze jedan reducirajuci kraj te

jedan ili vise nereducirajucih krajeva, ovisno o tome jesu li linearne ili razgranate. Polisaharidi



sastavljeni od istih monosaharida nazivaju se homoglikani, a ako su sastavljeni od dvije ili vise

razli¢itih monomernih jedinica nazivaju se heteroglikani (BeMiller, 2019).

Zarazliku od biljaka, vec¢ina algi sadrzi sulfatirane, acetilirane ili metilirane polisaharide
(Wang i sur., 2014) koji imaju jedinstvena fizikalna i kemijska svojstva ovisna o wrsti,
geografskom podrucju rasta i godisnjem dobu (Dobrin¢i¢ i sur., 2020). Koncentracije
polisaharida u razli¢itim vrstama algi ¢ine 4 % do 76 % suhe tvari alge, a veée koncentracije se
mogu pronaci u vrstama iz rodova Ascophyllum, Porphyra, Palmaria i Ulva (Levstad Holdt i
Kraan, 2011). Mnoga istrazivanja su pokazala da sulfatirani polisaharidi imaju poseban
fizioloski utjecaj na ¢ovjekov organizam svojom razlicitom bioloskom aktivnoséu. Venugopal
(2019), Wang i sur. (2014) i Jesus Raposo i sur. (2013) navode kako sulfatirani polisaharidi iz
morskih algi pokazuju antikoagulativna, antiviralna, antikancerogena, antioksidativna i
imunomoduliraju¢a svojstva te da njihove strukturne karakteristike pogoduju primjeni u
biomedicini. Takoder, vaznost u medicini predstavlja i njihovo svojstvo prepoznavanja stanica
te mogucénost stani¢ne adhezije 1 regulacije funkcije receptora (Wang i sur., 2014), a Siroko su
implementirani i u farmaceutskoj, kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji (Jesus Raposo i sur.,
2013). Najvazniji predstavnici sulfatiranih polisaharida su karagenan iz crvenih algi, ulvan iz
zelenih (Muhamad i sur., 2019) te alginat, laminarin i fukoidan iz smedih algi (Dobrin¢i¢ i sur.,
2020).

2.2.1. Karagenan — crvene alge

Karagenani su skupina sulfatiranih polisaharida koji formiraju gelove i imaju svojstva
zguSnjivaca, a dobivaju se ekstrakcijom iz odredenih vrsta crvenih morskih algi rodova
Chondrus, Gigartina i Eucheuma (Necas i Bartosikova, 2013). Predstavljaju glavne
komponente stani¢nih stijenki osiguravaju¢i strukturu te medustani¢nu adheziju 1 signalizaciju
(Khotimchenko i sur., 2020). Karagenan se sastoji od naizmjeni¢nih jedinica D-galaktoze i 3,6-
anhidro-galaktoze koje su medusobno povezane a-(1—3) i B-(1—4) glikozidnim vezama
(Necas i Bartosikova, 2013). Postoje tri glavne strukture karagenana: Kappa, lota i Lambda, od
kojih svaka posjeduje razliCita gelirajuca svojstva (Levstad Holdt i Kraan, 2011). Sve tri
strukture sadrze 22 — 35 % sulfatnih skupina (Necas i Bartosikova, 2013) ugradenih tako da
molekule Secera imaju jednu ili dvije sulfatne skupine esterificirane na hidroksilnu skupinu na

ugljikovim atomima C2 ili C6.

Struktura karagenana omogucuje im topljivost u vodi te sposobnost tvorbe vrlo

viskoznih pseudoplasti¢nih otopina. Viskoznost tako nastale otopine je stabilna u Sirokom

6



rasponu pH vrijednosti zbog ioniziranih sulfatnih skupina koje molekulama daju negativan
naboj. Tvorba gela najvaznije je svojstvo Kappa i lota karagenana. Gelovi se mogu formirati u
vodi ili mlijeku te u prisutnosti kationa poput K*, Ca?* ili proteina, tvore gelove koji mogu biti
bistri, zamuceni, kruti, elasti¢ni, zilavi, mekani, toplinski stabilni i termicki reverzibilni
(BeMiller, 2019). Zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava, karagenani se koriste kao
emulgatori i sredstva za Zeliranje te kao zguSnjivaci i stabilizatori u prehrambenoj industriji pri

proizvodnji sladoleda, jogurta i drugih proizvoda (Venugopal, 2019).

Kao bioloski aktivni spojevi, karagenani su pokazali izrazito povoljan uc¢inak na ljudsko
zdravlje. Posjeduju antiviralna i antitumorska (Levstad Holdt i Kraan, 2011) te antikoagulativna
I imunomodulacijska svojstva in vitro i in vivo te se sve vise koriste u medicini kao terapijska
sredstva (Muhamad i sur., 2019).

2.2.2. Ulvan — zelene alge

Ulvan je najzastupljeniji sulfatirani polisaharid zelenih morskih algi (Jiao i sur., 2011)
koji se nalazi u medustanicnom prostoru i vlaknastim stijenkama talusa te se sastoji od
raminoze, ksiloze, glukuronske i iduronske kiseline (Surendhiran i Sirajunnisa, 2019). Topljiv
je u vodi i najcesce se dobiva ekstrakcijom iz algi rodova Ulva i Enteromorpha (Wang i sur.,
2014). Moze ¢initi 18 — 29 % suhe tvari alge, ovisno o vrsti, taksonomskom podrijetlu, sezoni,
uvjetima rasta i ekstrakcijskim postupcima (Pangestuti i Kurnianto, 2017). Strukturno je vrlo
slozene grade te pokazuje veliku varijabilnost ponavljajucih disaharidnih i oligosaharidnih
gradevnih jedinica koje se javljaju u nativnoj i kemijski modificiranoj strukturi ulvana, a
povezane su o- ili B-(1—4) glikozidnim vezama. Glavne dvije vrste disaharida koje ¢ine
strukturu ulvana su 3-sulfat ulvanobiuronska kiselina koja sadrzi glukuronsku kiselinu (tip A)

I ulvanobiuronska kiselina koja sadrzi iduronsku kiselinu (tip B) (Jiao i sur., 2011).

Zbog svoje kemijske strukture, ulvan tvori viskozne vodene otopine, a u prisutnosti
viSevalentnih kationa i borata, termoreverzibilne gelove. Pokazalo se da moze tvoriti i
komplekse s glinama koji mogu biti osnova za nove nanomaterijale (Robic i sur., 2008).
Takoder, pokazuje afinitet prema vezanju iona §to moze dovesti do vezanja teskih metala na

ulvan u stani¢nim stijenkama algi (Lahaye i Robic, 2007).

Kao bioloski aktivan spoj, ulvan se ucinkovito primjenjuje u farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji te kao nutraceutik. Osim antikoagulativnih i imunomodulirajucih

svojstava, pokazao je znacajnu citotoksicnu aktivnost protiv raka jetre, dojke te grlica



maternice. Novija istrazivanja usmjerena su prema tome da ga potpuno implementiraju u

postupcima previjanja rana te kao sastojak antimikrobnih premaza (Muhamad i sur., 2019).

2.2.3. Alginat — smede alge

Alginat je polisaharid izoliran iz stani¢ne stijenke brojnih vrsta smedih algi, a proizvode
ga i neke vrste bakterija u obliku izvanstani¢nog matriksa (Brownlee i sur., 2005). MozZe biti u
obliku kiseline kao linearna poliuronska kiselina koja se naziva alginska kiselina te u obliku
soli kao komponenta stani¢nih stijenki smedih algi (Levstad Holdt i Kraan, 2011). Glavna
funkcija alginata je strukturna, jer pruza ¢vrstocu i fleksibilnost tkivu alge (Skjik-Braek, 1992).
Komercijalno dostupan alginat je najceSce ekstrahiran iz algi: Laminaria hyperborea,
Laminaria digitata, Laminaria japonica, Ascophyllum nodosum i Macrocystis pyrifera, a udio
alginata u njima varira od 22 — 44 % suhe tvari alge (Lee i Mooney, 2012). Alginat se sastoji
od (1—4) linearnih kopolimera a-L guluronske kiseline (G) i -D manuronske kiseline (M) koji
su kovalentno povezani u razli¢itim nizovima ili blokovima. Kopolimeri se kombiniraju tako
da strukturno daju podrucja bogata G, MG i M jedinicama (G blokovi, MG blokovi i M blokovi)
(Brownlee i sur., 2005).

Alginati izolirani iz razli¢itih vrsta algi imaju razlicite udjele G, MG i M blokova, te
posljedi¢no i razli¢ita biokemijska i biofizicka svojstva te molekulske mase (BeMiller, 2019).
Otopine alginata bogate G blokovima imaju veéu viskoznost, pokazuju pseudoplasti¢no
ponasanje i viskoelasti¢na svojstva, a dodatkom Ca?* iona tvore gelove (Hentati i sur., 2020).
Alginatni gelovi nisu termoreverzibilni i koriste se u prehrambenoj industriji, ali nemaju
svojstvo topljenja u ustima (BeMiller, 2019). Zbog biokompatibilnosti i lakoc¢e geliranja
alginati su nasli brojne primjene u biomedicini i inzenjerstvu. Alginatni hidrogelovi posebno su
korisni u zacjeljivanju rana, a koriste se i pri aplikaciji lijekova te u tkivnom inzenjerstvu
(Muhamad i sur., 2019).

Bioloska aktivnost alginata ukljuCuje antibakterijska, prebioticka i antihipertenzivna
svojstva te pozitivan ucinak na smanjenje pretilosti i pojavu Cireva. Alginati s visokim
sadrzajem M blokova su imunogeni te induciranju proizvodnju citokina, a pokazuju i efekte
zgrusavanja krvi te aktiviraju trombocite (Venugopal, 2019). U literaturi se takoder navodi da
alginska kiselina dovodi do smanjenja vrijednosti koncentracije kolesterola, sprje¢ava
apsorpciju toksi¢nih kemijskih tvari i ima veliku ulogu kao prehrambeno vlakno za odrzavanje
zdravlja zivotinja i ljudi (Levstad Holdt i Kraan, 2011).



2.2.4. Laminarin — smede alge

Laminarin je glavni skladi$ni polisaharid smedih algi roda Laminaria i ¢ini do 36 %
suhe tvari alge ovisno o sezoni (Deville i sur., 2004). Neke od vrsta bogatih laminarinom su
Laminaria japonica i Laminaria hyperborea te u manjoj mjeri alge rodova Ascophyllum, Fucus
i Undaria (Venugopal, 2019). Laminarin je linearni homopolisaharid molekulske mase oko 5
kD ovisno o stupnju polimerizacije, koji se sastoji od B-(1—3) i B-(1—6) glukana u omjeru 3:1
(Dobrinci¢ i sur., 2020). Sadrzi izmedu 50 1 69 % D-glukoze i prosje¢no oko 1,3 % manitola
(Venugopal, 2019). Opisane su dvije vrste laminarina, jedan s M-lancima, gdje lanci laminarina
sadrze D-manitol na reduciraju¢em terminalnom kraju te laminarin s G-lancima gdje se na
reducirajuéem terminalnom kraju nalazi D-glukozna jedinica. Ovisno o udjelu M-lanaca u
strukturi, mogu se razlikovati topljivi laminarin koji ima oko 75 % M-lanaca i netopljivi
laminarin koji sadrzi manje od 45 % M-lanaca (Hentati i sur., 2020).

Za razliku od do sada opisanih polisaharida, laminarin ne formira viskozne otopine i
gelove, ali ima primjenu u razvoju prehrambenih proizvoda jer se koristi kao izvor vlakana i
kao prebiotik te pokazuje svojstva povoljna za imunoloski sustav ¢ovjeka (Venugopal, 2019).
Pokazalo se i da laminarin ima veliki potencijal u medicini i farmaceutici kao prah za kirurske
potrebe, sredstvo sa svojstvima inhibicije tumora te ako je u obliku sulfatnog estera kao
antikoagulans. Takoder, pruza zastitu protiv infekcija uzrokovanih bakterijskim patogenima,
pojacava imunoloSki sustav, smanjuje razinu kolesterola u serumu i sistolicki krvni tlak te
razinu ukupnog kolesterola, slobodnog kolesterola, triglicerida i fosfolipida u jetri (Lovstad
Holdt i Kraan, 2011). Pokazano je i da laminarin moze sprijeciti aktivnost virusa HIV, tako §to
sprjecava adsorpciju virusa na limfocite te inaktivira HIV reverznu transkriptazu (Ahmadi i
sur., 2015).

2.2.5. Fukoidan — smede alge

Fukoidan je termin koji predstavlja sulfatirane polisaharide izolirane iz smedih algi i
nekih morskih beskralje$njaka i prvi put je izoliran 1913. godine (Barbosa i sur., 2019). Odnosi
se na polisaharide gradene od uglavnom sulfatirane L-fukoze i drugih monosaharida (Ahmadi
i sur., 2015) poput manoze, galaktoze, glukoze i ksiloze kojih je manje od 10 %, a mogu
sadrzavati i uronsku kiselinu, acetilne skupine i proteine (Lovstad Holdt i Kraan, 2011).
Struktura fukoidana (Slika 2.) je raznolika te fukoidani dobiveni iz rodova Fucus, Sargassum,
Pelvetia, Ascophyllum i Cystoseira imaju glavnu okosnicu od a-L-fukoze povezane (1—2),

(1-3) i (1—4) glikozidnim vezama, dok fukoidani iz rodova Laminaria, Ecklonia i Eisenia



imaju linearni lanac a-L-fukopiranonozilnih ostataka povezanih (1—3) glikozidnim vezama.
Sulfati i acetatne skupine vezu se na a-L-fukozne ostatke i smjesteni su na polozajima C2 i C4,

a povremeno i na C3 (Hentati i sur., 2020).
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Slika 2. Strukturni prikaz molekule fukoidana s naizmjeni¢nim o-(1—3) i a-(1—4)

glikozidnim vezama (Ahmadi i sur., 2015)

Prosjec¢na relativna molekulska masa fukoidana varira od 7 kDa do 2300 kDa, a udio fukoidana
iznosi otprilike 5 do 10 % suhe tvari alge, dok udio sulfatnih skupina varira izmedu 5 i 38 %,
ovisno o vrsti alge (Dobrin¢i¢ i sur., 2020). Za vrstu smede alge Fucus vesiculosus, pokazano
je da sadrzi najvecu koncentraciju fukoidana i to do 20 % suhe tvari alge (Levstad Holdt i
Kraan, 2011).

Topljivost fukoidana povezana je sa stupnjem razgranatosti ovisno o sadrzaju sulfatnih
skupina. Moze tvoriti viskozne otopine u vrlo niskim koncentracijama i podlozan je raspadanju
kada se tretira razrijedenim kiselinama i bazama. Moze tvoriti gelove tako da se u vodenu

otopinu fukoidana visoke koncentracije doda glicerol (Venugopal, 2019).

Fukoidan se opsezno istrazuje zbog svoje bioloSke aktivnosti, koja je povezana s
molekulskom masom, vrstom i udjelom Seéera, stupnjem sulfatacije i molekularnom
strukturom koji uvelike ovise o stanistu, prinosu i uvjetima ekstrakcije alge (Barbosa i sur.,
2019). Dokazane su raznolike bioloske funkcije i moguca terapeutska svojstva koja ukljucuju
antitumorsko, antivirusno, imunomodulacijsko, protuupalno i antikoagulativno djelovanje

(Besednova i sur., 2020; Venugopal, 2019; Ale i Meyer, 2013). Pokazan je izravan

10



antiproliferativni u¢inak fukoidana protiv odredenih stanica raka, gdje je uofeno znatno
smanjenje broja stanica raka pluc¢a i melanoma in Vitro te je zabiljeZeno da primjena fukoidana
izaziva apoptozu stanica melanoma, raka dojke i raka debelog crijeva (Ale i Meyer, 2013).
Takoder, pokazana je i antiviralna aktivnost protiv mnogih RNA i DNA virusa in vivo i in vitro,
ukljucujuéi vazne ljudske patogene kao s§to su HIV, HSV1-2 i virus denge (Ahmadi i sur.,
2015). Istrazivanje provedeno na smedoj algi Turbinaria conoides pokazalo je da fukoidan ima
najvecu antioksidacijsku aktivnost, nakon kojeg slijede alginat i laminarin, a takoder je istrazen
I antialergijski u¢inak fukoidana na induciranoj preosjetljivosti misjih di$nih puteva, gdje je
pokazano da fukoidan smanjuje koncentraciju interleukina 4 (IL-4) i 13 (IL-13) u
bronhoalveolarnoj tekucini za ispiranje i inhibira porast antigen specifi¢cnog imunoglobulina E

(IgE) (Ngo i Kim, 2013).

2.3. EKSTRAKCIJA POLISAHARIDA 1Z ALGI

Svedski botani¢ar Kylin je 1913. prvi ekstrahirao i okarakterizirao fukoidan iz raznih
vrsta algi rodova Laminaria i Fucus te je od tada do danas razvijen niz razli¢itih tehnika
ekstrakcije fukoidana (Lim i Wan Aida, 2017). Postoji nekoliko glavnih koraka koje je potrebno
provesti kako bi proces ekstrakcije fukoidana bio uspjesan (Slika 3.). Prvi korak je priprema
uzorka alge, gdje se alge prikupljene iz mora prvo ispiru vodom kako bi se uklonile necistoce,
zatim se suSe na umjerenim temperaturama te na kraju melju kako bi se dobio veéi omjer
povrsine i volumena te kako bi se osigurala homogena smjesa. Daljnji koraci su predtretman,
ekstrakcija te procis¢avanje i frakcioniranje (Garcia-Vaquero i sur., 2016; Hahn i sur., 2012).
Predtretman je korak prije same ekstrakcije i posljednjih je godina postao uobicajen zbog
poboljsanja ucinkovitosti i olakSanja postupka ekstrakcije te povecanja prinosa Zeljenog
ekstrakta (Zayed i Ulber, 2020). Ekstrakcija je nestacionaran, heterogeni postupak za odvajanje
spojeva i/ili frakcija iz Cvrste tvari, gdje dolazi do prijenosa mase iz ¢vrste tvari pomocu
selektivnog otapala. Najvaznije faze ekstrakcije su: difuzija otapala unutar ¢vrste matrice,
hidroliza i/ili otapanje ciljanih komponenata u otapalu, difuzija otopljenih tvari kroz ¢vrstu
matricu te prijenos mase u zavr$nu otopinu s otapalom (Florez-Fernandez i sur., 2018). Nakon
ekstrakcije, provode se postupci frakcioniranja i procis¢avanja kako bi se osigurala izolacija
fukoidana maksimalne ¢istoce, a nakon izolacije, potrebno je osusiti fukoidan kako bi se mogle
provoditi daljnje analize. Susenje se provodi razli¢itim metodama, a neke od njih su suSenje u
razli¢itim izvedbama suSionika ili pomoc¢u vakuuma te liofilizacija (Lim i Wan Aida, 2017).

Nakon su$enja, za utvrdivanje sastava monosaharida, molekulske mase te odnosa strukture i
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funkcije fukoidana mogu se koristiti metode poput masene spektrometrije, nuklearne

magnetske rezonance te razlicitih kromatografskih metoda (Xu i sur., 2017).
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Sirovi fukoidan ) FRAKCIONIRANIJE P
(membrane/kromatografija) SUSENJE

B

Proéiicene frakeije
Slika 3. Glavni koraci ekstrakcije fukoidana (Torres i sur., 2020)

Predtretman se koristi za uklanjanje spojeva koji predstavljaju necistoce te kako bi se
sprijecila ekstrakcija drugih komponenata alge tijekom izolacije fukoidana. Prilikom
provodenja predtretmana koriste se organska otapala poput acetona, toluena, heksana,
izopropanola 1 etanola, jer se fukoidan zbog svoje strukture 1 negativnog naboja nece otapati u
njima (Zayed i Ulber, 2020). Predtretman koji se najces¢e primjenjuje je ispiranje osusenog i
samljevenog uzorka alge smjesom metanola, kloroforma i vode u omjeru (4:2:1) ¢ime se
uklanjaju fenoli, lipidi i terpeni te razne druge molekule (Garcia-Vaquero i sur., 2016; Ale i
Meyer, 2013; Hahn i sur., 2012; Ale i sur.,, 2011), a postupak se provodi pri nizim
temperaturama da se ne zapo¢ne prerana ekstrakcija fukoidana zbog njegove topljivosti u vodi
(Lim i Wan Aida, 2017). Fenoli imaju visok afinitet za fukoidane i ¢vrsto se adsorbiraju na njih
tijekom ekstrakcije pa ih je u postupku predtretmana potrebno ukloniti, zbog moguénosti
narusavanja antioksidativnih i antitumorskih aktivnosti fukoidana (Zayed i Ulber, 2020). Druge
vrste predtretmana koje se mogu Koristiti su: upotreba acetona ili etanola pri razli¢itim
temperaturama za uklanjanje lipida, proteina, fenola, manitola i klorofila (Garcia-Vaquero i
sur., 2016), ispiranje formaldehidom za uklanjanje polifenola i flavina (Hahn i sur., 2012),

talozenje i uklanjanje drugih polisaharida poput alginata dodatkom CaCl; pri ¢emu se dobije
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netopljivi kompleks kalcija s alginatom (Zayed i Ulber, 2020) te dodatak proteolitickih enzima
za uklanjanje proteina (Ale i Meyer, 2013).

Ekstrakcija sirovog fukoidana treba biti optimirana kako bi se osigurao najveci prinos
bez utjecaja na strukturu i bioloSku aktivnost fukoidana. Parametri Koji utjecu na prinos i sastav
ekstrahiranog fukoidana su temperatura, pH, vrijeme i broj stupnjeva ekstrakcije, a najvazniji
parametar predstavlja omjer ¢vrste tvari i tekuéine, odnosno alge i otapala (Florez-Fernandez i
sur., 2018). Konvencionalne metode ekstrakcije ukljucuju koristenje otapala poput vode,
razrijedenih kiselina i soli pri razli¢itim temperaturama (0d sobne do 120 °C) uz vrijeme trajanja
od nekoliko sati. Od kiselina se najéesc¢e koriste klorovodi¢na i sumporna kiselina, a od soli
kalcijev klorid (January i sur., 2019; Florez-Fernandez i sur., 2018; Lim i Wan Aida, 2017,
Garcia-Vaquero i sur., 2016). Ekstrakcija vru¢om vodom je metoda koja se ¢esto koristi za
ekstrakciju sulfatiranih polisaharida topljivih u vodi, a za prednost ima to $to je za njeno
provodenje potrebno vrlo malo kemikalija (Florez-Fernandez i sur., 2018). Ekstrakcija se
provodi pri vis$im temperaturama (70 — 100 °C) uz mehani¢ko mijesanje, ali nije dovoljno
selektivna za ekstrakciju odredenog polisaharida ve¢ dolazi do ekstrakcije i drugih polisaharida
prisutnih u stani¢noj stijenki alge te je potrebno provesti vise koraka kako bi se povecala Cistoca
i dobila frakcija s ciljanim polisaharidom (Lim i Wan Aida, 2017). Za razliku od ekstrakcije
vodom, pokazano je da ekstrakcija kiselinama i solima ima bolji utjecaj na prinos i ¢isto¢u
ekstrahiranog polisaharida. Upotreba 0,1 M otopine klorovodi¢ne kiseline pokazala se
u¢inkovitom jer omoguéuje hidrolizu stani¢nih stijenki i olakSava ekstrakciju fukoidana i
laminarina iz matrice (Dobrin¢i¢ i sur., 2020). Daljnja prednost upotrebe kiselina prilikom
ekstrakcije je u sposobnosti vodikovih iona da ometaju vodikove veze izmedu razli¢itih
polisaharida, uzrokuju¢i njihovo talozenje te povecanje prinosa. Takoder, ponavljanjem
ekstrakcije kiselinom te neutralizacijom dobivenih frakcija moZe se sprijeciti razgradnja
ciljanog polisaharida, u ovom slucaju fukoidana (Hahn i sur., 2012). Za uc¢inkovito uklanjanje
alginata prisutnog u stani¢énim stijenkama u obliku kalcijevih, magnezijevih i natrijevih soli
alginske kiseline, koristi se 2 % otopina kalcijevog klorida. Kalcijevi ioni u kontaktu s
natrijevim alginatom zamjenjuju natrijeve ione te nastaje Cvrsti kalcijev alginat koji nije topiv
u vodi i lako se odvaja (Dobrin¢i¢ i sur., 2020). U usporedbi s ekstrakcijom vru¢om vodom,
upotrebom vodene otopine kalcijevog klorida dobije se sirovi fukoidan s nizim sadrzajem

laminarina, uronskih kiselina i polifenola (Florez-Fernandez i sur., 2018).

Parametri konvencionalne ekstrakcije mogu se podesiti kako bi se optimirao prinos, sastav i

svojstva ekstrakata (Torres i sur., 2020), ali nedostaci poput dugotrajnosti, toksi¢nosti, slabe
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ucinkovitosti te moguénosti utjecaja na strukturu fukoidana sto potencijalno moze imati Stetan
uc¢inak na njegovu bioaktivnost, doveli su do potrebe za razvojem novih metoda ekstrakcije
(Nguyen i sur., 2020).

Nove, nekonvencionalne, inovativne i ekoloski prihvatljivije metode ekstrakcije
fukoidana i drugih sulfatiranih polisaharida razvijene su kako bi se unaprijedili nedostaci
konvencionalnih metoda. Takve metode su pokazale nekoliko prednosti u odnosu na
konvencionalne metode, ukljucujuci smanjenu koli¢inu upotrijebljenog otapala, krace vrijeme
ekstrakcije i rad pri nizim temperaturama. Takoder, imaju bolju selektivnost za izolaciju
zeljenih spojeva te se njihovom upotrebnom moze izbjeci stvaranje nusproizvoda i nezeljenih
reakcija tijekom ekstrakcije (Cikos i sur., 2018). Metode koje se najcesce koriste su: enzimima
potpomognuta ekstrakcija (EAE), ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija (UAE), ekstrakcija
tekuc¢inama pri povisenom tlaku (PLE) te ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE)
(Dobrinci¢ 1 sur., 2020)

Enzimima potpomognuta ekstrakcija (EAE) je metoda visoke specificnosti i kataliticke
ucinkovitosti te je pogodna za rad u blagim uvjetima reakcije. Uz to, enzimi su ekoloski,
netoksic¢ni te prikladni za rad s prehrambenim proizvodima (Garcia-Vaquero i sur., 2016).
Prema definiciji, enzimi predstavljaju katalizatore koji u blagim uvjetima povecavaju brzinu
pretvorbe supstrata u produkt. Prilikom izolacije fukoidana iz algi, posreduju u degradaciji
stani¢ne stijenke i time omogucavaju lakSe izdvajanje fukoidana u blagim uvjetima reakcije uz

ocuvanje njegove bioloske aktivnosti (Hahn i sur., 2012).

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija (UAE) je zbog svoje jednostavnosti, kratkog vremena
ekstrakcije te mogucnosti ostvarenja velikih prinosa zeljene komponente, najprakti¢nija
alternativna tehnika za primjenu na industrijskoj razini (Dobrinci¢ i sur., 2020). Metoda se
bazira na upotrebi ultrazvu¢nih valova pri frekvencijama od 20 do 100 kHz koji uzrokuju
stvaranje mjehuri¢a te zona visokog i niskog tlaka. Takva pojava se naziva kavitacija te dovodi
do kolapsa i implozije mjehuri¢a koji uzrokuju razgradnju stani¢ne stijenke te povecanje
prijenosa mase i oslobadanje bioaktivnih spojeva iz matrice (Ciko$ i sur., 2018). Prednosti
ultrazvukom potpomognute ekstrakcije uklju¢uju nisku potro$nju otapala, visoku razinu
automatizacije, manje troSkove te mogucnost kombiniranja s drugim konvencionalnim i

nekonvencionalnim tehnikama (Garcia-Vaquero i sur., 2016).

Ekstrakcija tekué¢inama pri poviSenom tlaku (PLE) temelji se na primjeni visokog tlaka za

odrzavanje tekuceg otapala iznad njegove temperature vrelista te ima utjecaj na bolju topljivost
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1 bolji prijenos mase Zeljene komponente. Takoder je pokazano da utjeCe na brzinu ekstrakcije
i povecanje prinosa (Florez-Fernandez i sur., 2018). Ovisno o otapalu koje se koristi za
ekstrakciju 1 parametrima vaznim za proces, postoje: ekstrakcija fluidima pri poviSenom tlaku
(PFE), ekstrakcija otapalima pri povisSenom tlaku (PSE), ubrzana ekstrakcija otapalima pri
povisenom tlaku (ASE), ekstrakcija subkriticnom vodom (SWE) i ekstrakcija vruéom vodom

(HWE) (Dobrinéi¢ i sur., 2020).

Nakon ekstrakcije, dobije se smjesa polisaharida razli¢ite molekulske mase, sastava
monosaharida i sadrzaja sulfatnih skupina uz proteine i druge spojeve male molekulske mase
koji predstavljaju necistoc¢e. Kako bi se uklonili drugi polisaharidi i dobio fukoidan maksimalne
Cisto¢e koriste se procesi pro¢is¢avanja i frakcioniranja (Xu i sur., 2017). Frakcioniranje je
postupak klasifikacije analita ili skupine analita iz odredenog uzorka prema fizikalnim ili
kemijskim svojstvima i provodi se tako da se sirova smjesa spojeva kontinuirano razdvaja u
manje frakcije razli¢itih sastava (Templeton i sur., 2000). Membranska filtracija koja ukljucuje
dijafiltraciju, ultrafiltraciju, reverznu osmozu i nanofiltraciju te razli¢ite kromatografske
metode dobre su tehnike za provodenje frakcioniranja. lako ne postoji univerzalna metoda za
procis¢avanje fukoidana, postoje metode koje su se pokazale u¢inkovite te se najcesce koriste.
Tehnike proci$¢avanja ukljucuju talozenje spojeva dodatkom etanola, membransku filtraciju te
kolonsku kromatografiju putem ionske izmjene ili iskljucivanjem prema veli¢ini ili afinitetu
(Xu 1 sur., 2017). Dodatak etanola je jedan od postupaka koji se najcesce koristi za
proc¢iséavanja ekstrahiranog fukoidana. Dodatkom CaCl: taloze se alginati koji se potom
uklanjaju centrifugiranjem, a fukoidan u supernatantu se dalje moze podvrgnuti postupku
dijalize ili membranske filtracije kako bi se uklonile zaostale necisto¢e male molekulske mase
(Lim i Wan Aida, 2017).

2.3.1. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE)

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima je nova, nekonvencionalna metoda koja se
uspjesno primjenjuje za ekstrakciju mnogih biolosko aktivnih spojeva iz razli€itih prirodnih
resursa (Rodriguez-Jasso i sur., 2011). Pogodna je za ekstrakciju funkcionalnih sastojaka hrane
i aktivnih farmaceutskih spojeva iz biomaterijala (Sosa-Hernandez i sur., 2018) te je jedna od
najcesce koristenih metoda ekstrakcije fenolnih spojeva i sulfatiranih polisaharida iz morskih
algi (Xu i sur., 2017). Princip ove metode bazira se na zagrijavanju mikrovalovima.
Mikrovalovi nastaju rotacijom dipola, odnosno separacijom pozitivnog i negativnog naboja iste
magnitude. Ova pojava uzrokuje obrnuto polje koje stvara inverziju na silu koja djeluje na

njega. Daljnjom separacijom naboja dolazi do oscilacija, a oscilacije generiraju elektri¢no i
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magnetsko polje. Oscilacijom tih dvaju polja nastaje elektromagnetsko zracenje koje se mjeri
u frekvencijama. Mikrovalovi se nalaze u rasponu frekvencija od 300 MHz do 300 GHz i
pripadaju neionizirajuéem zracenju jer ne utje¢u direktno na molekulsku strukturu (Aguilar-
Reynosa 1 sur., 2017). Uspjesno mikrovalno zagrijavanje postize se pretvorbom
elektromagnetske energije u toplinu. Isto tako, uc¢inkovitost mikrovalnog zagrijavanja ovisi o
dielektri¢nim svojstvima materijala i njegovoj sposobnosti da apsorbira mikrovalnu energiju i

pretvori ju u toplinu (Florez-Fernandez i sur., 2018).

Prilikom ekstrakcije mikrovalovima, mikrovalni reaktor (Slika 4.) inducira mikrovalove
koji simultano zagrijavaju cijeli volumen uzorka te ostecuju vodikove veze poti¢uci rotaciju
dipola (Bleki¢ i sur., 2011), ¢ime dolazi do vibracije molekula vode koje se nalaze u uzorku
alge. Zbog vibracija se povecava temperatura unutarstani¢ne tekuéine, voda pocinje isparavati
te stvara tlak na staninu stijenku uzorka alge, a zatim dolazi do pucanja stani¢ne stijenke 1

izlijeva unutarstani¢nog sadrzaja u okolni medij (Hahn i sur., 2012).

Postoje dvije vrste sustava za mikrovalnu ekstrakciju, a to su ekstrakcija u zatvorenim
posudama pri kontroliranoj temperaturi i tlaku ve¢em od atmosferskog te ekstrakcija u
otvorenim posudama pri atmosferskom tlaku. Zbog rada pod atmosferskim tlakom, ekstrakcija
u otvorenim posudama je uc¢inkovitija i sigurnija te je moguce obraditi ve¢e uzorke. Takoder,
procesni uvjeti su pogodni za termolabilne spojeve (Cikos i sur., 2018). Mikrovalna ekstrakcija
u zatvorenim posudama se opcenito koristi za ekstrakciju pri uvjetima niske ili visoke

temperature ekstrakcije, a tlak u posudi ovisi o koli¢ini i vrelistu otapala (Bleki¢ 1 sur., 2011).
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Slika 4. Mikrovalni reaktor, Ethos Easy (Milestone, Italija) (fotografija: Vranci¢, 2020)

Za postizanje vecih prinosa ekstrakcije i bolje izolacije zeljenog spoja bitno je optimirati
uvjete ekstrakcije poput snage i frekvencije mikrovalova, omjera otapala i ¢vrste tvari,
temperature i vremena odvijanja ekstrakcije (Ciko$ i sur, 2018). Rodriguez-Jasso i sur. (2011)
pokazali su da je MAE u reakcijskim uvjetima najviseg tlaka (8,28 bar) i najkraceg vremena
odvijanja reakcije (1 min) te omjera alge i vode 19/25 ml, bila u¢inkovita metoda za ekstrakciju
fukoidana iz smede alge F. vesiculosus s najve¢im prinosom fukoidana od 18,22 %. Yuan i
Macquarrie (2015a) navode da fukoidan dobiven pomo¢u MAE ima sli¢an sastav i molekulsku
masu kao i fukoidan ekstrahiran konvencionalnim metodama, a antioksidativnim testovima su
pokazali da ima vec¢i redukcijski potencijal, dok Okolie i sur. (2019) navode da visoki prinos

fukoidana dobivenog pomocu MAE moze biti zbog necisto¢a prisutnih u tretiranom uzorku.

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima je u¢inkovita metoda prihvatljiva za okolis,
a bitno je istaknuti i druge prednosti poput visoke uc¢inkovitosti ekstrakcije, male potrosnje
otapala i smanjene potrosnje energije Sto ju ¢ini isplativom za koristenje (Cao i sur., 2018).
Takoder, ovom metodom je moguée dobiti vece prinose u kracem vremenu odvijanja
ekstrakcije te metoda ima potencijal za industrijsku primjenu. Najve¢i nedostaci MAE su
potencijalna degradacija odredenih spojeva uzrokovana temperaturom koja se generira tijekom
procesa ekstrakcije (Florez-Fernandez i sur., 2018) te raspodjela mikrovalova kada dodu u
kontakt s nehomogenom smjesom gdje moze doc¢i do lokalnog pregrijavanja. Takoder,
mikrovalovi nece imati dobar u¢inak na materijale koji zbog svojih dielektri¢nih svojstava slabo

apsorbiraju energiju (Aguilar-Reynosa i sur., 2017).
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2.4. PRIMJENA FUKOIDANA

Posljednjih godina fukoidan je iscrpno istraZzen u mnogim znanstvenim istraZivanjima
te se pokazalo da posjeduje veliku bioloSku aktivnost, ukljuuju¢i antitumorska,
imunomodulirajuca, antivirusna, antikoagulativna, protuupalna i antioksidativna svojstva te da
pokazuje pozitivan ucinak na razliite bubrezne i jetrene poremecaje (Leandro i sur., 2020;
Oliveira i sur., 2020; Alboofetileh i sur., 2019; Barbosa i sur., 2019; Cikos i sur., 2018; Garcia-
Vaquero i sur., 2016; Wu i sur., 2016; Wijesinghe i Jeon, 2012; Ale i sur., 2011), $to ga Cini
pogodnim za upotrebu u farmaceutske i biomedicinske svrhe. Isto tako, fukoidan se koristi i u
kozmetickoj industriji zbog svojstva dobrog upijanja i zadrzavanja vlage (Leandro i sur., 2020),
a novija istrazivanja navode kako fukoidan takoder pokazuje potencijal za implementaciju u
medicini za prijenos i kontrolirano otpustanje lijekova. Zbog svoje bioloske aktivnosti, sve vise
se koristi u prehrambenoj industriji kao dodatak prehrani i kao funkcionalni sastojak hrane
(Fitton i sur., 2019).

Americka agencija za hranu i lijekove (FDA) dodijelila je ekstraktima fukoidana iz
smedih algi Undaria pinnatifida i Fucus vesiculosus status ,,Opéenito prepoznati kao sigurni®,
odnosno (GRAS) status, a Europska unija je 2017. godine iste ekstrakte odobrila Uredbom (EU)
2017/2470 o utvrdivanju Unijina popisa nove hrane u skladu s Uredbom (EU) 2015/2283
Europskog parlamenta i Vijeca o novoj hrani, pri ¢emu je propisana najveca dopustena koli¢ina
za dnevnu konzumaciju od 250 mg (Fitton i sur., 2019). U SAD-u i Velikoj Britaniji, fukoidan
je dostupan u prodaji kao suplement prehrani u obliku napitaka i tableta. U Japanu je
proizvodnja fukoidana visoko zastupljena, a najvazniji izvori Su smede morske alge
Cladosiphon okamuranus (Mozuku), Undaria pinnatifida (Mekabu) i Laminaria japonica
(Kombu). Mnoge Japanske tvrtke proizvode fukoidan kao dodatak prehrani u obliku praha,
kapsula i napitaka za poboljsanje imunoloskog sustava ili kao protuupalni sastojak koji se

dodaje napitcima i funkcionalnoj hrani (Ale i Meyer, 2013).

Na globalnoj razini, Azija je najveci potroSac fukoidana, s Kinom i Japanom na prvom
i drugom mjestu. U 2017. godini u Aziji je potroseno 6751 kg fukoidana, od kojih se 38,54 %
odnosi samo na Kinu. Nakon Azije slijede Sjedinjene Americke Drzave kao drugi najveci
potrosa¢ fukoidana na svijetu, s potroSenih 5248 kg fukoidana u 2017. godini. Profit na
svjetskom trzistu fukoidana u2019. godini iznosio je 30 milijuna americkih dolara, a u sljede¢ih
5 godina, ocekuje se da ¢e porasti za 3,8 % i doseé¢i 37 milijuna americkih dolara (Fior Market

Research, 2020).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERUALI

3.1.1. Smeda alga Cystoseira barbata

Za istrazivanje su koriSteni uzorci smede alge Cystoseira barbata izronjene u prosincu
2018. godine s obalnog podrué¢ja Zadra (44°12'42 N; 15°09'23 E). Vrstu alge identificirao je
biolog Donat Petricioli. Svjezi uzorci alge isprani su u slatkoj i destiliranoj vodi te odmah
zamrznuti na -60 °C u zamrzivacu ScanCool SCL210P (Labogene ApS, Danska) te je proveden
proces liofilizacije 24 sata na liofilizatoru CoolSafe, Model: 55-9 PRO, (Labogene, Danska).
Masa od oko 500 g smrznute alge u jednom je sloju rasporedena na 6 plitica nakon cega je
proveden postupak liofilizacije koji je trajao ukupno 24 sata. Primarno suSenje (sublimacija)
provedeno je pri vakuumu 0,130 — 0,155 hPa i temperaturi od -30 do 0 °C/18 sati, a izotermna
desorpcija pri 20 °C/6 sati. OsuSena alga samljevena je elektricnim mlincem (CM 3260,

Grundig, Njemacka), a prah je skladiSten na -20 °C do provodenja ekstrakcije.

3.1.2. Kemikalije

e aceton (Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska)

e 96 %-tni etalnol (CARLO ERBA Reagents, Italija)

e (destilirana voda

e klorovodic¢na kiselina (TKI Hrastnik, Slovenija)

e apsolutni etanol (CARLO ERBA Reagents, Italija)

e natrijev karbonat 20 %-tni
PRIPREMA: 200 g anhidrida natrijeva karbonata (Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska)
otopi se u 800 mL vruée destilirane vode u odmjernu tikvicu volumena 1000 mL, a
zatim ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristali¢a natrijeva karbonata i
tikvica se nadopuni destiliranom vodom do oznake. Nakon 24 sata pripremljena otopina
se filtrira.

e Folin-Ciocalteau reagens (Merck KGaA, Njemacka)

e sumporna kiselina, 95 % (Scharlab S.L., Spanjolska)

e D (+)-glukoza (Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska)

e fenol, 5 %-tna otopina
PRIPREMA: 5 g kristala fenola (nestabiliziranog, pro¢is¢enog redestilacijom) (Sigma-
Aldrich, SAD) otopi se u 100 mL destilirane vode
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kalijev sulfat (Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska)

zelatina, 3 %-tna otopina

PRIPREMA: 0,3 g Zzelatine (Acros Organics, Belgija) otopi se u 100 mL vode
temperature 70 °C 1 pohrani preko no¢i u hladnjak na 4°C.

otopina zelatine (3 %)-barijev klorid

PRIPREMA: 2 g barijeva klorida (GmbH, Njemacka) otopi se u prethodno
pripremljenoj otopini zelatine i ostavi mirovati 2 — 3 h na 25 °C.

trikloroctena kiselina (TCA)

PRIPREMA: 3 g TCA (Fisher Scientific, UK) otopi se u 100 mL destilirane vode
L-cistein, 3 %-tni

PRIPREMA: 3 g L-cisteina (Sigma-Aldrich, SAD) otopi se u 100 mL destilirane vode

3.1.3. Aparatura

analiticka vaga, AX224 (Ohaus, New Jersey)

analiticka vaga, ABT 220-4M (Kern, Njemacka)
centrifuga, Rotofix 32 (HETTICH, Njemacka)

elektri¢éni mlinac, CM3260 (Grundig, Njemacka)
liofilizator, CoolSafe, Model: 55-9 PRO (Labogene, Danska)
magnetna mijesalica, RT 5 (IKA, Njemacka)

mikrovalni reaktor, Ethos Easy (Milestone, Italija)
spektrofotometar, UV-1600PC (VWR International, SAD)
sterilizator, ST-01/02 (Instrumentaria, Hrvatska)

vodena kupelj, Rotavapor R-205 (Biichi, Svicarska)
vortex mijesalica, MS2 Minishaker (IKA, Njemacka)
zamrziva¢ ScanCool SCL210P (Labogene ApS, Danska)

3.1.4. Pribor

Erlenmeyerove tikvice (100 mL, 200 mL, 500 mL)
filter papir

laboratorijske ¢ase (25 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL)
mikropipete (100 uL, 1000 pL i 5000 pL)

magnetni stapi¢

menzure (50 mL, 100 mL)

20



e odmjerne tikvice (50 mL, 100 mL, 250 mL, 1000 mL)
e petrijeve zdjelice

e plasti¢ne kivete (15 mL, 50 mL)

e plasticne Zlice

e staklene epruvete

e stakleni lijevak

e Spatula

3.2. METODE

3.2.1. Predtretman

Postupak koji prethodi ekstrakciji polisaharida provodi se na nain da se u
Erlenmeyerovu tikvicu od 500 mL izvaze 10 g uzorka alge C. barbata, potom se dodaje 250
mL acetona te magnetni Stapi¢. Tikvica se zatim prekriva parafilmom te stavlja na magnetnu
mijesalicu (brzina mijesanja — 5). Nakon 18 sati, sadrzaj tikvice se filtrira te se filtrat prenosi u
odmjernu tikvicu od 250 mL, nadopuni se do oznake acetonom i ¢uva pri 4 °C do provodenja
analiza (odredivanje koncentracije ukupnih fenola i pigmenata). Na talog se ponovo stavlja
magnetni Stapi¢ te se dodaje 250 mL etanola koji je prethodno zagrijan na 70 °C. Tikvica se
zatvori vatom te stavi na magnetnu mijesalicu uz grijanje na 70 °C. Nakon 4 sata sadrzaj tikvice
se filtrira, filtrat se prenosi u odmjernu tikvicu od 250 mL, nadopuni do oznake etanolom i ¢uva
u hladnjaku do provodenja analiza. Talog se prebaci u Petrijevu zdjelicu te se susi na zraku 3
dana. OsuSeni talog ¢uva se u plastinoj posudi do provodenja postupka ekstrakcije

polisaharida.

3.2.2. Konvencionalna ekstrakcija polisaharida

Za provodenje postupka ekstrakcije polisaharida na analitickoj vagi izvaze se 1 g
predtretiranog i osuSenog uzorka alge C. barbata u Erlenmeyerovu tikvicu od 100 mL. Zatim
se u tikvicu dodaje 30 mL odgovarajuc¢eg ekstrakcijskog otapala (voda ili 0,1 M HCI)
zagrijanog na 80 °C i magnetni Stapi¢. Tikvica se zatvori vatom i postavlja 3 sata na magnetnu

mijesalicu uz zagrijavanje na 80 °C (brzina mijeSanja — 5).
3.2.3. Ekstrakcija polisaharida potpomognuta mikrovalovima (MAE)

Ekstrakcija polisaharida potpomognuta mikrovalovima (MAE) odvija se u
mikrovalnom reaktoru Ethos Easy (Milestone, Italija). Uzorak se priprema tako da se u

ekstrakcijsku celiju odvaze 1 g predtretiranog i osusenog uzorka te se dodaju magnetni Stapic i
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30 mL odgovarajuéeg otapala. Celija se zatvara i postavlja na postolje mikrovalnog reaktora na
kojem se zatim postavljaju temperatura i vrijeme ekstrakcije prema planu eksperimenta
prikazanom u tablici 1. Maksimalna snaga uredaja je 1900 W, a primijenjena snaga ovisi o
postavljenoj temperaturi. Vrijeme potrebno za zagrijavanje na zeljenu temperaturu postavi se

na 5 min, a vrijeme hladenja nakon ekstrakcije takoder na 5 min.

Tablica 1. Uvjeti provodenja ekstrakcije polisaharida potpomognute mikrovalovima iz alge

Cystoseira barbata

Oznaka Otapalo Vrijeme (min) Temperatura (°C)
V1 H.O 10 40
V2 H.0 10 60
V3 H.O 10 80
V4 H.0 15 40
V5 H.O 15 60
V6 H.0 15 80
V7 H20 20 40
V8 H.0 20 60
V9 H.O 20 80
C1 0,1 M HCI 10 40
C2 0,1 M HCI 10 60
C3 0,1 M HCI 10 80
C4 0,1 M HCI 15 40
C5 0,1 M HCI 15 60
C6 0,1 M HCI 15 80
C7 0,1 M HCI 20 40
C8 0,1 M HCI 20 60
C9 0,1 M HCI 20 80

3.2.4. Postupci nakon ekstrakcije

Nakon provedbe konvencionalne ekstrakcije polisaharida i ekstrakcije polisaharida
potpomognuta mikrovalovima, ekstrakt se profiltrira kroz filter papir u Erlenmeyerovu tikvicu
od 100 mL u koju se zatim dodaje 60 mL apsolutnog etanola. Sadrzaj tikvice se promijesa,
zatvori parafilmom te stavlja u hladnjak na 4 °C preko noci kako bi se istalozili polisaharidi.
Iduceg dana, sadrzaj tikvice se prebacuje u plasti¢ne kivete i centrifugira 20 minuta na 5000
okretaja/min. Nakon filtracije, filtrat se prebacuje u odmjernu tikvice od 100 mL, nadopuni do
oznake ekstrakcijskim otapalom i ¢uva u hladnjaku na 4 °C do provodenja analize (odredivanje

koncentracije ukupnih ugljikohidrata). Talog se metalnom S$patulom prenosi na prethodno
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izvagane i oznacene Petrijeve zdjelice te se susi do konstantne mase nakon ¢ega se tuckom
dodatno usitnjava. Prenosi se u plasticne kivete od 15 mL i cuva u hladnjaku do provodenja
analiza (odredivanje koncentracije fukoze i sulfatnih grupa). Iz dobivenih masa ra¢una se prinos

polisaharida (% PS) prema formuli [1] (Rodriguez-Jasso i sur., 2011):
% PS = XX x 100 [1]
MO

gdje su:
% PS — prinos polisaharida
Mt — masa (g) nakon taloZenja etanolom

Mo — masa alge (g) koriStena za eksperiment

3.2.5. Odredivanje koncentracije ukupnih ugljikohidrata
Princip metode:

Za odredivanje koncentracije ukupnih ugljikohidrata koristena je fenol-sumporna
metoda (Dubois i sur., 1956). Metoda se temelji na reakciji ugljikohidrata poput jednostavnih
Secera, oligosaharida, polisaharida i njihovih derivata u prisutnosti jake kiseline i topline, pri
¢emu se stvaraju derivati furana koji se kondenziraju s fenolom te nastaju stabilni zuto-zlatni
spojevi. Takvi spojevi se mjere spektrofotometrijski na valnoj duljini od 490 nm (Nielsen,
2010).

Postupak rada:

U staklenu epruvetu otpipetira se 400 uL uzorka i 400 uL 5 %-tne otopine fenola. Zatim
se dodaje 2 mL koncentrirane HoSO4 pri ¢emu je potrebno paziti da se kiselina dodaje u jednom
mlazu direktno u epruvetu, bez diranja stjenki. Na isti nacin se priprema i slijepa proba, ali se
umjesto uzorka uzima voda ili 0,1 M HCI, ovisno o tome koje otapalo je koristeno pri
ekstrakciji. Svako mjerenje provodi se u paraleli. Sadrzaj epruveta se promijes$a na vortexu te
se epruveta stavlja 20 minuta u vodenu kupelj na 25 °C. Nakon termostatiranja u vodenoj
kupelji, mjeri se apsorbancija pri 490 nm na spektrofotometru (UV-1600PC, VWR
International, SAD) (Li i sur., 2012).

Izrada bazdarnog pravca i izracun rezultata:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 10 mg glukoze koja se otopi u 100 mL vode u

odmijernoj tikvici od 100 mL Iz tako pripremljene otopine glukoze (100 mg L) rade se
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razrjedenja koncentracija 20, 40, 60 i 80 mg L. Od svakog razrjedenja otpipetira se 400 uL i
postupa po propisu za odredivanje ukupnih ugljikohidrata. 1z izmjerenih vrijednost

apsorbancija nacrta se bazdarni pravac ¢ija jednadzba [2] glasi:

y = 0,0092x + 0,0149 [2]
R?=0,9938
gdje je:
y — apsorbancija pri 490 nm

x — koncentracija otopine glukoze (mg L)

3.2.6. Odredivanje koncentracije fukoze
Princip metode:

Odredivanje koncentracije fukoze se provodi spektrofotometrijskom metodom koju su
razvili Dische i Shettles (1948). Ekstraktu polisaharida dodaje se razrijedena sumporna kiselina,
a nakon zagrijavanja na 100 °C nastaje obojeni produkt te se potom dodaje L-cistein koji se
veze s kromoforom. Nastali obojeni produkt ima maksimum apsorpcije na 396 nm te gotovo ne
apsorbira na 427 nm. Drugi SeCeri takoder stvaraju obojeni produkt s L-cisteinom i imaju
maksimum apsorpcije na 396 nm, ali i na 427 nm. Zbog toga je razlika u apsorpciji na te dvije

valne duljine apsorpcija same fukoze.
Postupak rada:

U staklenu epruvetu se odvaze 5 mg uzorka polisaharida, doda 5 mL destilirane vode te
se uzorak dobro promijeSa na vortex Mmijesalici. Nakon toga se u novu staklenu epruvetu
otpipetira 1 mL tako pripremljenog uzorka te se u epruvetu, koja je uronjena u ledenu kupelj,
zatim dodaje 4,5 mL razrijedene sumporne kiseline (1:6, H2O:H>SO4). Uzorak se potom stavlja
u vodenu kupelj (Rotavapor R-205, Biichi, Svicarska) 10 minuta na 100 °C, a zatim se u ledenoj
kupelji hladi na sobnu temperaturu. Nakon hladenja dodaje se 0,1 mL otopine 3 %-tnog L-
cisteina, ostavlja se 30 minuta na sobnoj temperaturi te se mjeri apsorbancija pri 396 i 427 nm
(Baba i sur., 2018) na spektrofotometru (UV-1600PC, VWR International, SAD). Slijepa proba

priprema se na isti nacin, ali se ne dodaje L-cistein. Sva mjerenja se provode u paraleli.

Izrada bazdarnog pravca i izracun rezultata:
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Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 5 mg standarda fukoidana koji se otopi u 5 mL
destilirane vode. Iz tako pripremljene otopine fukoidana rade se razrjedenja u rasponu od 0,05
do 0,2 mg mL™. Od svakog razrjedenja otpipetira se po 1 mL i postupa po propisu za
odredivanje koncentracije fukoze. Iz izmjerenih vrijednost apsorbancija nacrta se bazdarni

pravac ¢ija jednadzba [3] glasi:

y = 3,5584x — 0,0769 [3]
R? = 0,9945
gdje je:
y — razlika apsorbancija pri 396 nm i 427 nm

x — koncentracija otopine fukoidana (mg L)

3.2.7. Odredivanje koncentracije sulfatnih grupa
Princip metode:

Odredivanje koncentracije sulfatnih grupa provodi se spektrofotometrijskom metodom
koja se temelji na talozenju sulfatnih grupa dodatkom BaCl,-Zelatine, standardne otopine
K2SO4 te trikloroctene kiseline u otopinu polisaharida. Oslobodeni BaSOs4 mijeri se
spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 360 nm (Dodgson, 1961).

Postupak rada:

U staklenu epruvetu s navojem odvaze se 8 mg uzorka polisaharida te se dodaje 3 mL 1
M HCI. Epruveta se zatvori ¢epom, promijes$a na vortexu i stavlja u ultrazvuénu kupelj na 3
minute. Nakon toga, uzorak se stavlja u pe¢nicu ST-01/02 (Instrumentaria, Hrvatska) na 5 sati
pri 105 °C. Nakon hidrolize, 0,2 mL uzorka se pomijesa s 3,8 mL trikloroctene kiseline i 1 mL
otopine BaCly-zelatine. Nakon 15 minuta termostatiranja na sobnoj temperaturi, na
spektrofotometru (UV-1600PC, VWR International, SAD) se mjeri apsorbancija pri 360 nm
(Song i sur., 2018). Na isti nacin se priprema i slijepa proba, samo §to se umjesto standardne

otopine K>SO4dodaje destilirana voda. Sva mjerenja su napravljena u paraleli.
Izrada bazdarnog pravca i izracun rezultata:
Za izradu bazdarnog pravca potrebno je pripremiti otopinu standarda K>SO4na nacin da

se prah K2SO4 osusi pri 105 °C i zatim se izvaze to¢no 181,4 mg te se otopi u 100 mL 1 mol L
LHCI. 1z tako pripremljene otopine K2SO4, koja sadrzi 1 g L sulfatnih grupa, radi se niz od 5
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razrjedenja. Od svakog razrjedenja otpipetira se 200 pL i postupa po propisu za odredivanje
koncentracije sulfatnih grupa. Dobivene vrijednosti apsorbancije sluze za izradu bazdarnog

pravca s jednadzbom [4]:
y =0,265x — 0,0161 [4]
R?=10,989
pri ¢emu je:
y — apsorbancija pri 360 nm
x — koncentracija sulfata (g L)

3.2.8. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola
Princip metode:

Odredivanje koncentracije ukupnih fenola provodi se spektrofotometrijskom metodom
koja se temelji na oksidaciji fenolnih skupina dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa i nastajanjem
obojenog produkta. Folin-Ciocalteau reagens, odnosno smjesa fosfovolframove i
fosfomolibden kiseline, reagira s fenoksid ionom iz uzorka pri ¢emu se fenoksid-ion oksidira,
a Folin-Ciocalteau reagens reducira do plavo obojenih volframovih i molibdenovih oksida.
Izmjereni intenzitet nastalog obojenja pri valnoj duljini 765 nm je direktno proporcionalan

koncentraciji fenola (Shortle i sur., 2014).
Postupak rada:

U staklenu epruvetu se otpipetira 100 uL razrijedenog ekstrakta, 200 uL Folin Ciocalteu
reagensa i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL 20 %-tne zasi¢ene otopine
natrijeva karbonata i promijesa pomocu vortexa. Uzorak se termostatira u vodenoj kupelji 25
min na 50 °C, a zatim se na spektofotometru (UV-1600PC, VWR International, SAD) mjeri
apsorbancija pri 765 nm. Slijepa proba se priprema na isti nacin, ali se umjesto uzorka dodaje

destilirana voda. Sva mjerenja su provedena u paraleli.
Izrada bazdarnog pravca i izracun rezultata:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline koja se otopi u 10 mL 96
%-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake. Iz

tako pripremljene otopine galne kiseline rade se razrjedenja koncentracija 50, 100, 150, 250 i
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500 mg L. Od svakog razrjedenja otpipetira se 100 pL i postupa po propisu za odredivanje
ukupnih fenola. 1z izmjerenih vrijednost apsorbancija nacrta se bazdarni pravac ¢ija jednadzba
[5] glasi:

y = 0,0035 x x [5]
R?=0,9995
gdje je:
y — apsorbancija pri 765 nm
x — koncentracija galne kiseline (mg L™)

Dobivene masene koncentracije (mg L) preracunate su i izrazene kao mg ekvivalenta

galne kiseline na gram suhe tvari praha (mg GAE/g s.tv.).

3.2.9. Odredivanje klorofila a, klorofila b i karotenoida UV/Vis spektrofotometrijom
Princip metode:

Spektrofotometrijsko odredivanje udjela klorofila a, klorofila b i karotenoida temelji se
na jakim apsorpcijskim spektrima tih pigmenata. Apsorpcijski maksimumi ekstrahiranih
pigmenata uvelike ovise o vrsti otapala te u odredenoj mjeri o tipu spektrofotometra koji se
koristi (Lichtenthaler i Buschmann, 2005).

Postupak odredivanja:

Kvantitativno odredivanje provodi se spektrofotometrom UV-1600PC (VWR
International, SAD) pri valnim duljinama od: 644,8 nm, 661,6 nm, 664 nm i 649 nm za klorofil
a i klorofil b te 470 nm za karotenoide. Svako mjerenje provodi se u paraleli, a kao slijepa proba
koriste se otapala koristena za ekstrakciju, tj. aceton i etanol. Udjeli klorofilaa i b te karotenoida

racunaju se prema sljede¢im jednadzbama (Lichtenthaler i Buschmann, 2005):

Aceton:
Ca (ng mL™) = 11,24 Agsrs— 2,04 Assss 6]
Cb (g mL™) = 20,13 Asass— 4,19 Acers [7]
Cixre) (ug mL™) = (1000A470 — 1,9C, — 63,14Cp)/214 [8]
Etanol:
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Ca (ng mL™) = 13.36 Asss — 5.19 Asag [9]
Cpb (ng mLY) = 27.43 Agag — 8.12 Ases [10]
Cix+o) (ng mL™) = (1000 As7o — 2.13Ca — 97.63 Cp)/209 [11]
gdje je:
A = apsorbancija
Ca = klorofil a
Cb = Kklorofil b

Ci+c) = karotenoidi (ksantofili + karoteni)

3.2.10. Statisti¢ka obrada rezultata

Statisticka obrada podataka provedena je pomocu programa Statistica 8 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, SAD). Zavisne varijable bile su: % PS, koncentracija ukupnih ugljikohidrata (mg g°
1y, koncentracija sulfatnih grupa (%) i koncentracija fukoze (%) dok su neovisne varijable bile:
(a) otapalo (voda i 0,1 M HCI), (b) vrijeme (10, 15 i 20 min), (c) temperatura (40, 60 i 80 °C).
Kontinuirane varijable analizirane su uz pomo¢ multivarijantne analize varijance
(multifaktorska ANOVA), a viSestruko usporedivanje provedeno je Tukey LSD testom

visestrukog usporedivanja. Razina znacajnosti za sve testove je bila o < 0,01.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istrazivanju provedena je konvencionalna ekstrakcija polisaharida iz smede
alge Cystoseira barbata gdje je kao otapalo koristeno 30 mL destilirane vode i 0,1 M HCI, pri
temperaturi od 80 °C i vremenu trajanja od 3 sata te mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija
(MAE) gdje je kao otapalo koristeno 30 mL destilirane vode i 0,1 M HCI pri razli¢itim
temperaturama (40, 60 i 80°C) i vremenu ekstrakcije (10, 15 i 20 min). Napravljena je
usporedba konvencionalne ekstrakcije i MAE te je istrazen utjecaj uvjeta ekstrakcije i njihovih
kombinacija na prinos polisaharida, koncentraciju ukupnih ugljikohidrata, udio sulfatnih grupa

i udio fukoze. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Rezultati mjerenja prinosa polisaharida (%), koncentracije ukupnih ugljikohidrata
(mg g?), udjela sulfatnih grupa (%) i udjela fukoze (%) iz ekstrakata polisaharida dobivenih

ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima (V1 — V9 i C1 — C9) te konvencionalnom

ekstrakcijom (KV i KC)

Ukupni
Uzorak Otapalo Temperatura Vrijfame ] & . ugljiko:idrati Sulfatne Fukoza (%0)
(°O) (min) Polisaharida grupe (%)
(mgg?)
V1 H.0 40 10 3,53 +£0,00 1,46 +£ 0,06 70,31 +1,58 | 5,90+0,04
V2 H20 60 10 4,37 £ 0,00 1,83 +0,02 55,20+ 1,60 | 5,63+0,02
V3 H.O 80 10 5,39 +£ 0,00 1,94 +0,02 52,84 +1,58 | 6,95+0,06
V4 H-0 40 15 3,81 £0,00 1,27 +0,01 65,89 £6,10 | 5,60+ 0,06
V5 H20 60 15 4,78 £ 0,00 1,74 +0,02 60,11 +0,79 | 5,18+0,12
V6 H20 80 15 2,85+ 0,00 1,64 +£0,04 26,26 £2,10 | 9,10+0,08
V7 H20 40 20 0,75 £ 0,00 2,28 +0,01 2520+0,21 | 7,71+0,22
V8 H20 60 20 2,12+ 0,00 1,67 +£0,01 37,13+1,62 | 12,11 +0,52
V9 H.O 80 20 2,80 + 0,00 1,18 £ 0,03 25,59 +0,30 | 10,48 + 0,64
C1 0,1 M HCI 40 10 4,22 +0,00 1,40 +£0,07 92,00+£2,20 | 7,46+0,06
Cc2 0,1 M HCI 60 10 5,13+0,00 2,50 £ 0,06 75,79+£0,70 | 22,40+ 1,05
C3 0,1 M HCI 80 10 7,54 £ 0,00 5,87 £ 0,03 35,77 £0,20 | 42,01 +0,74
C4 0,1 M HCI 40 15 4,43 £ 0,00 1,70+ 0,06 7494+290 | 7,98+0,12
C5 0,1 M HCI 60 15 5,35+0,00 2,42 £ 0,12 62,56 + 3,06 | 20,32 +0,79
C6 0,1 M HCI 80 15 3,40 £ 0,00 2,14 + 0,04 36,45+0,70 | 30,85+ 2,34
Cc7 0,1 M HCI 40 20 2,36 + 0,00 1,64 + 0,08 68,86 +£5,10 | 15,59 + 1,56
C8 0,1 M HCI 60 20 2,81 +£0,00 1,39+0,01 54,78 £0,20 | 17,69+ 1,29
C9 0,1 M HCI 80 20 4,28 £ 0,00 4,64 £ 0,10 39,29 +£2,17 | 61,74 + 3,62
KV H20 80 180 6,65 + 0,00 1,58 +0,01 4530+0,98 | 8,79+0,68
KC 0,1 M HCI 80 180 9,53 +£ 0,00 4,88 £ 0,21 37,72+1,26 | 20,04 +0,14
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Tablica 3. Utjecaj otapala, temperature i vremena ekstrakcije potpomognute mikrovalovima te

kombinacije navedenih parametara na prinos polisaharida (%), koncentraciju ukupnih

ugljikohidrata (mg g%), udio sulfatnih grupa (%) i udio fukoze (%)

Ukupni
N . % . ugljikor?idrati Sulfatne Fukoza (%)
Polisaharida 1 grupe (%)
(mgg)

Otapalo p<0.01f p<0.01T p<o0.01f p<o0.01f
H.0 18 | 3,38+0,01* | 1,67 +0,01° 46,51 +0,57% | 7,63+0,28°
0,1 M HCI 18 | 4,39+0,01° | 2,63+0,01° 60,05 +0,57° | 2511+0,28

Temperatura (°C) p<0.01T p<0.01T p<0.01T p<0.01T
40 12 | 3,18+0,01* | 1,63+0,02 66,20 +£0,70° | 15,06 + 0,35
60 12 | 4,09+0,01> | 1,92 +0,02° 57,60 +0,70° | 13,17 + 0,35
80 12 | 4,38+0,01° | 2,90 +0,02° 36,04 +0,70* | 20,89 +0,35°

Vrijeme (min) p<o0.01f p<o0.01f p<o0.01f p<0.01f
10 12 | 5,03+0,01° | 2,50 +0,02° 63,65 +0,70° | 8,37 + 0,352
15 12 | 4,10+0,01° | 1,82+0,02 54,37 +0,70° | 13,89 +0,35
20 12 | 2,52+0,012 | 2,13+0,02° 41,81+0,70° | 26,86 +0,35°

Otapalo; temperatura (°C) p<o0.01f p<o0.01f p<o0.01f p<o0.01f
H.0; 40 6 | 2,70+0,01 | 1,67+0,022> |5380+1,00° | 6,40 +0,49°
H.0; 60 6 | 3,76 0,01 | 1,74 +0,02° 50,81 +1,00° | 7,64 + 0,492
H.0; 80 6 |3,68+0,01° |1,59+0,022 34,90 +1,00% | 8,84 +0,49%¢
0,1 M HCI; 40 6 | 3,67+0,01° |1,58+0,022 78,60 1,009 | 10,34 +0,49°
0,1 M HCI; 60 6 | 443+0,01¢ |2,10+0,02° 64,38 +1,00° | 20,13 +0,49¢
0,1 M HCI; 80 6 | 507+0,01° | 4,22+0,02¢ 37,17 £1,00° | 44,87 +0,49°

Otapalo; vrijeme (min) p<0.01t p<0.01t p<0.01T p<0.01t
H0; 10 6 | 443+0,01¢ | 1,74 +0,02° 59,45 +1,009 | 6,16 +0,49°
H.0; 15 6 |3,81+0,01° | 1,550,022 50,75 +1,00° | 6,63 +0,49°
H.0; 20 6 | 1,89+0,012 |1,71+0,02° 29,31 +1,00* | 10,10 +0,49
0,1 M HCI; 10 6 |563+0,01° |3,25+0,02° 67,85 +1,00° | 23,96 +0,49¢
0,1 M HCI; 15 6 | 4,39+0,01¢ |2,090,02° 57,98 +1,00°¢ | 19,72 +0,49°
0,1 M HCI; 20 6 | 3,15+0,01° | 2,56 +0,02¢ 54,31 +1,00°¢ | 31,67 +0,49°

Vrijeme (min); temperatura (°C) p<0.01T p<0.01T p<0.01f p<o0.01f
10; 40 4 |387+0,01° |1,43+0,03 81,15 +1,22¢ | 6,68 +0,60°
10; 60 4 | 4,75+0,01° | 2,16 +0,03¢ 65,50 +1,22¢¢ | 14,01 +0,60°¢
10; 80 4 |6,47+0,01 |3,91+0,03f 4431 +1,22> | 24,48 +0,60°
15; 40 4 | 41240,01F |1,49+0,03 70,42 1,229 | 6,79 + 0,602
15; 60 4 |507+0,01" |208+0,03%¢ |61,33+1,22¢ | 12,75+0,60°
15; 80 4 |3,1340,01° |1,90+0,03° 31,36 £1,22¢ | 19,98 +0,60°
20; 40 4 |156+0,01¢ |1,96+0,03>¢ |47,03+1,22" | 11,65+0,60°
20; 60 4 | 2474001 |1,53+0,03 4595 +1,22b | 14,90 +0,60°
20; 80 4 |354+0,01¢ |291+0,03° 32,44 +1,22% | 36,11 +0,60f

Prosjecna vrijednost 36 | 3,88 2,15 53,28 16,37

Biljeska. Vrijednosti s razli¢itim slovom su statisticki znacajne kod p < 0,01.
*Rezultati su izraZzeni kao srednje vrijednosti & standardna pogreska.
+ Statisti¢ki znacajni parametar kod p < 0,01.
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Statistickom obradom podataka istrazen je utjecaj otapala, temperature i vremena te
njihov kombinirani utjecaj na prinos polisaharida (%), koncentraciju ukupnih ugljikohidrata
(mg g%, udio sulfatnih grupa (%) i udio fukoze (%), a rezultati su prikazani u tablici 3.
Dobiveni rezultati ukazuju na to da su svi parametri pojedinacno i kombinirano statisticki
znacajni (p <0,01).

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima je metoda koja se uspjesno koristi u
ekstrakceiji razlicitih bioloSki aktivnih spojeva, ali je do sad rijetko koriStena za ekstrakciju
polisaharida iz smedih algi, ¢ime je ograni¢en broj dostupnih istrazivanja. Prema tablici 3,
dobivena prosjecna vrijednost prinosa polisaharida iznosi 3,88 % $to odgovara istrazivanju koje
su proveli Okolie i sur. (2019) usporeduju¢i MAE s drugim nekonvencionalnim tehnikama
ekstrakcije polisaharida iz smede alge Ascophyllum nodosum gdje su dobili prosje¢nu
vrijednost prinosa od 5,71 %. Proucavajuci utjecaj nekonvencionalnih metoda ekstrakcije
polisaharida na antibakterijsku i antivirusnu aktivnost polisaharida izoliranog iz smede alge
Nizamuddinia zanardinii, Alboofetileh i sur. (2019) su primjenom MAE dobili malo vecu
prosje¢nu vrijednost prinosa polisaharida koja iznosi 6,17 %. U usporedbi s navedenim
istrazivanjima, gdje prosjecne vrijednosti prinosa polisaharida odgovaraju vrijednosti ovog
istrazivanja, Rodriguez-Jasso i sur. (2011) koriste¢i MAE za izolaciju fukoidana iz smede alge
Fucus vesiculosus dobili su znacajno vecu prosjec¢nu vrijednost prinosa koja iznosi 10,30 %, a
Yuan i Macquarrie (2015a), izoliraju¢i polisaharide iz smede alge A. nodosum dobili su
vrijednost od 11,97 %. Prinos polisaharida dobiven konvencionalnom ekstrakcijom prikazan u
tablici 2 (6,65 % i 9,53 %) veci je od prinosa koji su za algu C. barbata dobili Sellimi i sur.
(2014) koji iznosi 5,45 % te je veci od prinosa koji su za vrste roda Cystoseira dobili Hadj
Ammar i sur. (2015) koji iznosi oko 3 %. Razlog razlicitih vrijednosti prinosa polisaharida
moze biti zbog toga Sto alge mogu imati razli¢it sastav ovisno o vrsti alge, godiSnjem dobu i
geografskom podrucju rasta (Hentati i sur., 2020). Takoder bitni parametri koji utje¢u na prinos
polisaharida i razli¢iti kemijski sastav alge su vrijeme izrona i metoda kojom se provodi
ekstrakcija (Hadj Ammar i sur., 2015).

Prema tablici 3, prosje¢na vrijednost koncentracije ukupnih ugljikohidrata iznosi 2,15
mg g'! §to je znacajno manje nego to je dobiveno u drugim istraZivanjima gdje je za ekstrakciju
polisaharida koristena MAE. Yuan i Macquarrie (2015b) su za smedu algu A. nodosum dobili
prosjeénu vrijednost ukupnih ugljikohidrata od 10,87 %, a Alboofetileh i sur. (2019) su u svom
istrazivanju za smedu algu N. zanardinii dobili prosje¢nu vrijednost ukupnih ugljikohidrata od

51,27 %. Osim vrste i geografskog podrucja rasta, veliki u¢inak na udio ugljikohidrata u algi
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ima starost alge i godiSnje doba u kojem se odvija izron. Odabir neodgovarajuc¢eg godisnjeg
doba za izron alge moze biti razlog velikom odstupanju rezultata prosjeéne vrijednosti
ugljikohidrata dobivenih u navedenim istrazivanjima. Alge u proljec¢e krecu stvarati rezerve
ugljikohidrata kako bi prezivjele zimu u kojoj skoro pa i nemaju mogucnost fotosinteze. Zbog
toga je pozeljno obaviti izron algi po¢etkom zime jer ¢e tada one sadrzavati vecu koli¢inu
polisaharida (Rodriguez-Jasso i sur., 2011). Prosje¢na vrijednost udjela sulfatnih grupa u ovom
istrazivanju iznosi 53,28 % Sto je znatno viSa vrijednost u usporedbi s rezultatima Rodriguez-
Jasso i sur. (2011) koji su dobili 24,34 %, Alboofetileh i sur. (2019) koji su dobili 24,09 % te
Okolie i sur. (2019) s prosjecnom vrijednosti udjela sulfatnih grupa od 18,8 %. Prema tablici 3,
dobivena prosjecna vrijednost udjela fukoze od 16,37 % je manja od prosje¢ne vrijednosti koju
su dobili Yuan i Macquarrie (2015b) (41,25 %), Okolie i sur. (2019) (37,0 %) te Alboofetileh i
sur. (2019) (36,29 %).

41. USPOREDBA KONVENCIONALNE EKSTRAKCIE | EKSTRAKCUE
POTPOMOGNUTE MIKROVALOVIMA

Fukoidan i drugi sulfatirani polisaharidi koji se nalaze u stani¢nim stijenkama algi
najces¢e se ekstrahiraju konvencionalnim metodama koje ukljucuju koristenje vruce vode,
razrijedenih kiselina ili luzina uz dugo vrijeme ekstrakcije i upotrebu velikih volumena otapala
(Rodriguez-Jasso i sur., 2011). Opcenito, konvencionalna ekstrakcija polisaharida pokazuje
nedostatke poput visoke temperature ekstrakcije, dugog vremena ekstrakcije 1 velike potro$nje
otapala i energije (Ren i sur., 2017). Konvencionalne metode ekstrakcije su se pri odredenim
uvjetima pokazale uspjesne u izolaciji polisaharida s izrazenom bioloSkom aktivnosti kao §to
je citotoksi¢no djelovanje na P388 stanice misje leukemije (Liu i sur., 2016), inhibitorna
aktivnost za herpes virus HSV-2 (Alboofetileh i sur., 2019), antitumorsko djelovanje na ljudske
stanice raka debelog crijeva HCT 116 (Foley i sur., 2011) te znacajno poboljsanje stope rasta

probiotic¢ke bakterije L. delbruecki ssp bulgaricus (Okolie i sur., 2019).

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE) je nova, nekonvencionalna tehnika
ekstrakcije koja je razvijena tijekom proteklog desetljeca te je privukla znacajnu pozornost zbog
svog mehanizma zagrijavanja, umjerenih troskova i dobrih performansi gdje se postizu sli¢ni
ili bolji prinosi u usporedbi s konvencionalnim metodama ekstrakcije, koriste¢i manje energije
i volumena otapala uz krace vrijeme ekstrakcije (Mussatto, 2015). Takoder se pokazala kao

bioloski aktivnih spojeva te bi mogla prevladati nedostatke tradicionalnih metoda ekstrakcije.
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Potrebno je provesti jo$ istrazivanja i dodatno optimirati metodu zbog mogucih nedostataka
poput narusavanja kemijske strukture i bioaktivnosti fukoidana ili drugih ciljanih spojeva (Ren
i sur., 2017) te moguce degradacije spojeva osjetljivih na toplinu (Garcia-Vaquero i sur., 2016).
Za sada se MAE pokazala kao obecavaju¢a metoda za izolaciju bioloski aktivnih spojeva iz
morskih algi, $to su pokazali i Alboofetileh i sur. (2019) ekstrakcijom polisaharida iz alge N.
zanardiinii, pri ¢emu ekstrakt polisaharida izoliran pomo¢u MAE pokazuje snaznu antivirusnu
aktivnost protiv virusa herpesa HSV-2 te inhibitorno djelovanje na E. coli. Okolie i sur. (2019)
su usporedbom razli¢itih metoda ekstrakcije uz pomo¢ MAE izolirali polisaharide (fukoidan)
iz alge A. nodosum koji je pri koncentraciji od 0,5 % poboljsao stopu rasta probioticke bakterije
L. delbruecki ssp. bulgaricus za 24,5 %, §to je znatno vise od ekstrakata fukoidana dobivenih
drugim metodama ekstrakcije. Takoder, Yuan i Macquarrie (2015a) su utvrdili da polisaharidi
iz alge A. nodosum izolirani pomo¢u MAE, pokazuju antioksidacijska svojstva te da bi mogli

sluziti kao prirodni izvor antioksidansa.

U ovom istrazivanju, dobivena prosje¢na vrijednost prinosa polisaharida
konvencionalnom ekstrakcijom iznosi 8,09 %, a MAE 3,88 %. 1z navedenih rezultata je vidljivo
da je dvostruko veéi prinos polisaharida dobiven upotrebom konvencionalne ekstrakcije u
odnosu na MAE, $to je i u skladu s istrazivanjem Okolie i sur. (2019) gdje je prinos polisaharida
iz alge A. nososum izoliranog konvencionalnom ekstrakcijom iznosio 11,9 %, a prinos
polisaharida upotrebom MAE iznosio je 5,71 %. Yuan i Macquarrie (2015a) su za istu algu
takoder dobili veéi prinos polisaharida konvencionalnom ekstrakcijom (20,08 %), nego
primjenom MAE (11,97 %). Razlog smanjenog prinosa djelovanjem MAE bi mogla biti velika
razlika izmedu vremena trajanja konvencionalne ekstrakcije (3 h) i MAE (10 — 20 min) te je
potrebno provesti daljnja istrazivanja u kojima bi vrijeme trajanja MAE bilo duze od vremena

postavljenih u ovom istrazivanju.

Prosjecna vrijednost koncentracije ukupnih ugljikohidrata u ovom istraZivanju je nesto
veca pri koristenju konvencionalne ekstrakcije (3,21 mg g1) nego MAE (2,15 mg g?), $to
odgovara istrazivanju Alboofetileh i sur. (2019) gdje je za algu N. zanardiinii konvencionalnom
ekstrakcijom dobiveno 58,13 %, dok je koristenjem MAE dobiveno 51,27 % ukupnih
ugljikohidrata. Takoder, u istom istrazivanju, dobivena prosjecna vrijednost udjela sulfatnih
grupa veca je kod ekstrakata dobivenih MAE (24,09 %) u odnosu na konvencionalnu
ekstrakciju (18,44 %), Sto odgovara ovom istrazivanju gdje je konvencionalnom ekstrakcijom
dobiveno 41,51 % sulfatnih grupa, a djelovanjem MAE 53,28 %. S druge strane, Okolie i sur.
(2019) te Yuan i Macquarrie (2015a) dobili su vec¢i udio sulfatnih grupa upotrebom
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konvencionalne ekstrakcije u odnosu na MAE. Prosjecna vrijednost udjela fukoze u ovom
istrazivanju upotrebom konvencionalne ekstrakcije je nesto manja (14,42 %) nego upotrebom
MAE (16,37 %), sto se slaze s istrazivanjem Alboofetileh i sur. (2019), gdje je pomo¢u MAE
dobivena malo veca vrijednost udjela fukoze (36,29 %) u odnosu na konvencionalnu ekstrakciju
(31,29 %), dok su Yuan i Macquarrie (2015a) dobili dvostruko veéi udio fukoze upotrebom

konvencionalne ekstrakcije u odnosu na MAE.

4.2. UTJECAJ OTAPALA NA PRINOS POLISAHARIDA, KONCENTRACIJU UKUPNIH
UGLJIKOHIDRATA, UDIO SULFATNIH GRUPA | UDIO FUKOZE

U ovom istrazivanju provedena je ekstrakcija polisaharida iz smede alge Cystoseira
barbata primjenom MAE. Koristena otapala su destilirana voda i 0,1 M HCI te je istrazen
njihov utjecaj na prinos polisaharida, koncentraciju ukupnih ugljikohidrata, udio sulfatnih
grupa i udio fukoze. Statistickom obradom podataka (Tablica 3.) pokazano je da je otapalo

statisticki znaCajan parametar za Sve promatrane varijable.

4.2.1. Utjecaj otapala na prinos polisaharida

Otapala koja se najcesce koriste pri ekstrakciji polisaharida iz algi su voda, razrijedene
kiseline (najéesce klorovodi¢na i sumporna kiselina) i soli od kojih se najcesc¢e koristi kalcijev
klorid (Florez-Fernandez i sur., 2018). Ekstrakcija vru¢om vodom je jednostavna metoda koja
je prikladna za industrijsku upotrebu te pruza relativno visok prinos polisaharida. Pokazuje
nisku stopu ekstrakcije te je veoma dugotrajna, no njenom primjenom se moze izbje¢i promjena
strukture fukoidana i drugih spojeva, ako se ne koriste jako visoke temperature (Zhang i sur.,
2020). Koristenje razrijedenih Kiselina u ekstrakciji omoguéuje hidrolizu stani¢nih stijenki,
olaksavajuéi ekstrakciju fukoidana iz matrice povecavajuéi prinos fukoidana uz istovremeno
prevodenje alginata u alginsku kiselinu, koja nije topljiva u vodi i moze se jednostavno izdvojiti
ostavljajuéi relativno Cisti fukoidan u ekstraktu (Lim i Wan Aida, 2017). lako Koristenje
razrijedenih Kiselina povecava brzinu i prinos ekstrakcije polisaharida, takoder dovodi i do
razgradnje sulfatnih grupa sto utje¢e na aktivnost polisaharida, dok je za ekstrakciju vru¢om
vodom pokazano da ne¢e uzrokovati promjenu strukture (Zhang i sur., 2020). Prema tablici 3,
upotrebom 0,1 M HCI u MAE dobiven je prinos polisaharida od 4,39 %, $to je vise od 3,38 %
dobivenih upotrebnom destilirane vode. | primjenom konvencionalne ekstrakcije veci prinos
polisaharida dobiven je primjenom 0,1 M HCI (9,53 %) nego vodom (6,65 %) $to je prikazano
u tablici 2. Takoder, vece prinose polisaharida upotrebom HCI-a kao otapala za algu L. japonica
dobili su Zhang i Row (2015) gdje su ekstrakcijom 0,1 M HCl-om pri 4 h i 80 °C dobili prinos
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polisaharida od 16,92 %, dok su primjenom destilirane vode pri istoj temperaturi i vremenu
trajanja dobili puno manji prinos od oko 2 %. Istrazivanje koje su na algi S. fusiforme proveli
Liu i sur. (2020) pokazalo je da primjena kiseline takoder dovodi do veceg prinosa polisaharida.
Upotrebom 1 M HCl-a, pri 25 °C i 6 h dobili su prinos polisaharida od 11,24 %, dok su
primjenom destilirane vode dobili prinos od 4,63 %.

Na slici 5 su prikazani ekstrakti polisaharida dobiveni MAE neposredno nakon talozenja
i centrifugiranja, a prije susenja. Vidljivo je da su ekstrakti dobiveni destiliranom vodom smede
boje, a ekstrakti dobiveni 0,1 M HCIl-om svijetlije, gotovo bijele boje. 1z navedenog, moZzemo
zakljuciti da otapalo ima utjecaj i na boju ekstrakata, a time i ¢istocu koja se moze vizualno
odrediti. Tamnija boja ekstrakta ukazuje na to da ekstrakt ima nisku ¢isto¢u, dok svjetlija boja
ukazuje na vecu cistocu, a time i kvalitetu (Baba i sur., 2018). Smeda boja polisaharida
ekstrahiranih u destiliranoj vodi potje¢e iz pigmenata smedih algi kao $to su fukoksantin, B-
karoten te klorofil a i ¢ koji zaostaju u polisaharidima prilikom procesa ekstrakcije (Saepudin i
sur., 2017). 1z navedenog se moze zakljuéiti da upotreba 0,1 M HCl-a kao otapala za ekstrakciju

polisaharida rezultira ekstraktima s manje necistoca.

dest.
voda

0,1M
HCI

Slika 5. Ekstrakti polisaharida dobiveni upotrebom destilirane vode (smedi) i 0,1 M HCl-a
(bijeli), (fotografija: Vranci¢, 2020)
4.2.2. Utjecaj otapala na koncentraciju ukupnih ugljikohidrata

U ovom istrazivanju, prema tablici 3, koriste¢i 0,1 M HCI kao otapalo dobiveno je 2,63

mg g’ ukupnih ugljikohidrata, sto je vise od koncentracije od 1,67 mg g dobivene upotrebom
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destilirane vode kao otapala. Konvencionalnom ekstrakcijom je isto dobivena veca
koncentracija ukupnih ugljikohidrata upotrebom 0,1 M HCl-a (4,88 mg g), nego vode (1,58
mg g1) (Tablica 2.). Takoder, u istrazivanju Ahmada (2015) za algu L. hyperborea u istim
uvjetima temperature i trajanja ekstrakcije, upotrebom 0,1 M HCl-a dobiveno je 7,0 % ukupnih
ugljikohidrata, a ekstrakcijom destiliranom vodom dobiveno je 4,2 % ukupnih ugljikohidrata.
U istrazivanju Liu i sur. (2020) na algi S. fusiforme, takoder je pokazano da upotreba kiseline
rezultira ve¢om koncentracijom ukupnih ugljikohidrata. Ekstrakciju vru¢om vodom su proveli
pri 80 °C i 3 h te dobili 63,53 % ukupnih ugljikohidrata, dok su upotrebom 1,0 M HCl-a pri 25
°Ci 6 h dobili 67,43 %.

4.2.3. Utjecaj otapala na udio sulfatnih grupa

Sulfatirani polisaharidi imaju poseban fizioloski utjecaj na covjekov organizam, a razlog
njihove velike bioloske aktivnosti je upravo prisutnost sulfatnih grupa. Za polisaharide koji nisu
podrijetlom iz algi i nemaju sulfatne grupe, provodi se sulfatacija, odnosno hidroksilne skupine
se supstituiraju sulfatnima i takav postupak se ¢esto koristi za promjenu sastava, molekulske
mase, naboja, topljivosti i konformacije polisaharida kako bi se povecala bioloska aktivnost
takvih polisaharida (Florez-Fernandez i sur., 2018). Upotreba razrijedenih Kiselina ili luZina
prilikom ekstrakcije povecava brzinu ekstrakcije polisaharida, ali dovodi do desulfatacije, $to
utjece na njihovu biolosku aktivnost, dok ekstrakcija vodom neée izazvati promjenu Strukture
(Zhang i sur. 2020). U ovom istrazivanju, prema tablici 3, ekstrakcijom polisaharida
destiliranom vodom dobiveno je 46,51 % sulfatnih grupa, dok je ekstrakcijom sa 0,1 M HCI-
om dobiven ve¢i udio sulfatnih grupa koji iznosi 60,05 %. Konvencionalnom ekstrakcijom,
takoder je veci udio sulfatnih grupa dobiven upotrebom 0,1 M HCl-a (45,39 %), dok je
upotrebom vode dobiveno 37,72 % sulfatnih grupa, sto je vidljivo iz tablice 2. Dobiveni
rezultati se slazu s istrazivanjem January i sur. (2019) koji su za algu E. maxima, ekstrakcijom
0,15 M HCl-om pri 2 h i 65 °C dobili koncentraciju sulfatnih grupa od 136 mg g2, sto je vise
od koncentracije koju su dobili ekstrakcijom vru¢om vodom pri 24 h i 70 °C koja je iznosila 44
mg g1. Fawzy i Gomaa (2020) su takoder u svom istrazivanju za algu C. trinodis dobili veéu
koncentraciju sulfatnih grupa upotrebom 1 M HCI-a pri 8 h i 100 °C koja je iznosila 1,60 mg
gL, dok su upotrebom destilirane vode pri istim uvjetima dobili 0,98 mg g*. Takvi rezultati su
oc¢ekivani jer polisaharidi (fukoidan) u svojoj strukturi sadrze jako puno sulfatnih grupa, koje

se ekstrakcijom s kiselinom hidroliziraju s molekule (January i sur., 2019).

4.2.4. Utjecaj otapala na udio fukoze
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Iz tablice 3, moze se primijetiti da udio fukoze dobiven primjenom destilirane vode kao
otapala iznosi 7,63 %, dok je ve¢i udio (25,11 %) dobiven primjenom 0,1 M HCl-a. Takoder,
kod konvencionalne ekstrakcije, prema tablici 2, ve¢i udio fukoze dobiven je upotrebom HCI-
a (20,04 %), nego vode (8,79 %). Dobiveni rezultati su u skladu s istrazivanjem Ponce i sur.
(2003) koji su za algu A. utricularis takoder dobili ve¢i udio L-fukoze primjenom HCl-a
razrijedenog do pH 2 pri sobnoj temperaturi i vremenu od 7 sati, Koji iznosi 84 %, dok su
upotrebom destilirane vode dobili udio od 74 % pri istim uvjetima. Ale i sur. (2012) su u svom
istrazivanju proveli ekstrakciju polisaharida pri razli¢itim koncentracijama HCl-a koriStenog za
otapalo. Zakljucili su da je struktura polisaharida bila ofuvana pri ekstrakciji HCI-om niske
koncentracije (0,03 — 0,1 M) dok je ve¢ koncentracija od 0,2 M narusila strukturu polisaharida
Sto je rezultiralo smanjenjem udjela fukoze, ali pri povisenoj temperaturi i vremenu trajanja.
January i sur. (2019) su usporedbom 0,15 M HCl-a i destilirane vode kao otapala, izolirajuci
polisaharide iz alge E. maxima, dobili vecu vrijednost koncentracije L-fukoze koristenjem
destilirane vode (63 mg g*) nego 0,15 M HCl-a (26 mg g!) s time da se ekstrakcija vodom
odvijala pri temperaturi od 70 °C i 24 h, dok je ekstrakcija kiselinom bila pri 65 °C i 2 h pa pri
tome treba uzeti u obzir vrijeme trajanja koje je kod ekstrakcije vodom puno duze nego kod
ekstrakcije 0,15 M HCI-om, sto je moguéi razlog veée koncentracije fukoze pri ekstrakciji

vodom.

4.3. UTJECAJ TEMPERATURE NA PRINOS POLISAHARIDA, KONCENTRACHNU
UKUPNIH UGLJIKOHIDRATA, UDIO SULFATNIH GRUPA | UDIO FUKOZE

Ekstrakcija pomocu MAE provedena je pri temperaturama od 40, 60 i 80 °C te je
istrazen utjecaj temperature na prinos polisaharida, koncentraciju ukupnih ugljikohidrata, udio
sulfatnih grupa i udio fukoze. Statistickom obradom podataka pokazano je da temperatura

predstavlja statisti¢ki znacajan parametar za Sve promatrane varijable.

4.3.1. Utjecaj temperature na prinos polisaharida

Povisenje temperature ekstrakcije smanjuje viskoznost otapala i ubrzava kretanje
molekula, ubrzavaju¢i prijenos mase unutarstani¢nih tvari iz stanica. Medutim, visa
temperatura moze uzrokovati razgradnju termolabilnih spojeva, $to moze rezultirati smanjenim
prinosom (Ren i sur., 2017). Prema tablici 3, najveca vrijednost prinosa polisaharida iznosi 4,38
% pri temperaturi od 80 °C, dok je nesto manji prinos od 4,09 % dobiven pri temperaturi od 60
°C, anajmanji prinos od 3,18 % dobiven je pri najnizoj temperaturi od 40 °C. Yuan i Macquarrie

(2015a) su proveli istrazivanje na algi A. nodosum gdje su koristili MAE pri temperaturama od
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90, 120 i 150 °C te su dobili najmanji prinos polisaharida (7,5 %) pri najvisoj temperaturi (150
°C), dok su najveci prinos (14,86 %) dobili pri temperaturi od 120 °C, a najnizi prinos (13,54
%) pri najnizoj temperaturi (90 °C). Ovdje se u obzir treba uzeti razlika u temperaturama posto
su temperature od 90, 120 i 150 °C puno vece od temperatura koristenih u ovom istrazivanju te
je temperatura od 150 °C pri kojoj dolazi do naglog pada prinosa previsoka za ekstrakciju
polisaharida jer uzrokuje degradaciju. Sli¢no, Cao i sur. (2018) su u svom istraZivanju na algi
S. pallidum, koriste¢i MAE pri temperaturama 70, 901 110 °C dobili najveéi prinos polisaharida
pri 90 °C, a najmanji prinos od 5,60 % su dobili pri najnizoj temperaturi, odnosno pri 70 °C.
Prema navedenim istrazivanjima te literaturi, moze se zakljuciti da porastom temperature raste
i prinos polisaharida, sve do odredene temperature gdje zapocinje degradacija te je potrebno

pronaci optimalnu temperaturu za postizanje najboljih rezultata (Tsubaki i sur., 2016).

4.3.2. Utjecaj temperature na koncentraciju ukupnih ugljikohidrata

Povisenje temperature ekstrakcije izravno je proporcionalno porastu tlaka te ubrzava
prijenos mase ciljanih spojeva iz matrice, zbog povecanja topljivosti i brzine difuzije te
smanjenja viskoznosti i povrSinske napetosti. Takoder uzrokuje i pucanje veza izmedu analita
i matrice §to rezultira olakS§anom ekstrakcijom (Morais, 2013). U ovom istrazivanju, prema
rezultatima iz tablice 3, najmanja koncentracija ukupnih ugljikohidrata (1,63 mg g*) dobivena
je pri najnizoj temperaturi, odnosno pri 40 °C. Nesto veca koncentracija, koja iznosi 1,92 mg
g dobivena je pri temperaturi od 60 °C, dok je pri najveéoj temperaturi od 80 °C dobivena
najve¢a koncentracija koja iznosi 2,90 mg g. Yuan i Macquarrie (2015a) su takoder
povecanjem temperature primijetili porast koncentracije ukupnih ugljikohidrata. Pri 90 °C su
dobili oko 13 % ukupnih ugljikohidrata, pri 120 °C oko 27 %, a pri temperaturi od 150 °C su
dobili oko 59 % ukupnih ugljikohidrata $to ukazuje na to da temperatura od 150 °C koja je
uzrokovala nagli pad prinosa polisaharida, nije dovoljno visoka da bi smanjila koncentraciju
ukupnih ugljikohidrata. Zha i sur. (2012) su u svom istrazivanju na algi L. japonica htjeli
utvrditi utjecaj temperature na ekstrakciju polisaharida te su proveli ekstrakciju pri razlicitim
temperaturama od 4 — 100 °C uz vrijeme trajanja od 2 h. Rezultati su pokazali da je pri nizim
temperaturama (4 — 40 °C) koncentracija ukupnih ugljikohidrata manja, ali raste s porastom
temperature. Izmedu 40 i 60 °C dolazi do najveceg porasta koncentracije, a pri 60 °C je
dobivena najveca koncentracija. Daljnjim porastom temperature dolazi do blagog pada
koncentracije. Prema navedenim rezultatima zakljucili su da je temperatura bila vazan ¢imbenik
za ekstrakciju jer ima utjecaj na topljivost ugljikohidrata te da se povecanjem temperature

olakSava ekstrakcija Sto rezultira ve¢im prinosom polisaharida i ve€om koncentracijom ukupnih
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ugljikohidrata. Takoder su zakljucili da previsoka temperatura moze uzrokovati razgradnju
polisaharida na ugljikohidrate malih molekulskih masa. Tsubaki i sur. (2016) su proveli
istrazivanje na zelenim algama i primijetili da su se neutralni ugljikohidrati poceli raspadati

iznad 160 °C, a pri toj temperaturi se i prinos polisaharida po¢eo smanjivati.
4.3.3. Utjecaj temperature na udio sulfatnih grupa

Najveci udio sulfatnih grupa dobiven u ovom istrazivanju je pri 40 °C i iznosi 66,20 %.
Pri 60 °C je dobiven nesto manji udio od 57,60 %, a pri 80 °C je dobiven najmanji udio od
36,04 %, sto upucuje na to da povecanjem temperature dolazi do pada koncentracije sulfatnih
grupa (Tablica 3.). Rezultati istrazivanja Yuan i Macquarrie (2015a) u skladu su s ovim
istrazivanjem jer je takoder povecanjem temperature uoc¢en pad koncentracije sulfatnih grupa.
Pri najnizoj temperaturi koja je iznosila 90 °C dobili su 27,85 % sulfatnih grupa, pri temperaturi
od 120 °C dobili su 15,60 %, dok su pri najvi$oj temperaturi od 150 °C dobili znac¢ajno manji
udio sulfatnih grupa (7,72 %).

4.3.4. Utjecaj temperature na udio fukoze

Prema tablici 3, najveci udio fukoze dobiven je pri temperaturi od 80 °C i iznosi 20,89
%, pri 60 °C je dobiven udio od 13,17 %, a najmanji udio od 15,06 % dobiven je pri najnizoj
temperaturi, odnosno 40 °C. Moze se primijetiti da za razliku od udjela sulfatnih grupa, udio
fukoze raste s povec¢anjem temperature, $to su zakljuéili i Ale i sur. (2012) koji su u svom
istrazivanju pri temperaturi od 30 °C dobili koncentraciju fukoze od oko 8 mg g?, pri
temperaturi od 60 °C su dobili koncentraciju oko 12 mg g, a pri najvisoj temperaturi od 90 °C

su dobili najveéu koncentraciju fukoze koja je iznosila oko 15,8 mg g™.

44. UTJECAJ VREMENA EKSTRAKCIE NA PRINOS POLISAHARIDA,
KONCENTRACIU UKUPNIH UGLJIKOHIDRATA, UDIO SULFATNIH GRUPA 1 UDIO
FUKOZE

Ekstrakcija pomo¢u MAE provedena je pri vremenu trajanja od 10, 15 i 20 min te je
istrazen utjecaj vremena ekstrakcije na prinos polisaharida, koncentraciju ukupnih
ugljikohidrata, udio sulfatnih grupa i udio fukoze. Statistickom obradom podataka pokazano je

da je vrijeme trajanja ekstrakcije statisticki znac¢ajan parametar za sve promatrane varijable.

4.4.1. Utjecaj vremena ekstrakcije na prinos polisaharida

Za razliku od dugotrajne konvencionalne ekstrakcije, primjenom MAE moze se postici

vrijeme trajanja ekstrakcije od 10 — 30 minuta, Sto predstavlja veliku ustedu vremena i energije.
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Vrijeme ekstrakcije takoder je moguce optimirati kako bi se dobio najveci prinos polisaharida.
Prema tablici 3, najveci prinos polisaharida dobiven je pri vremenu trajanja od 10 min i iznosi
5,03 %, a duzim odvijanjem ekstrakcije dolazi do pada prinosa. Pri vremenu trajanja od 15 min,
prinos polisaharida iznosi 4,10 %, a pri 20 min, prinos polisaharida je najmanji i iznosi 2,52 %.
Yuan i Macquarrie (2015a) su u svom istrazivanju dobili najmanji prinos polisaharida (11,68
%) pri najduzem vremenu trajanja ekstrakcije (30 min), dok su pri 15 min dobili najveci prinos
(12,38 %), a pri 5 min su dobili prinos polisaharida od 11,85 %. Cao i sur. (2018) su takoder
dobili sli¢ne rezultate i primijetili da se prinos polisaharida znacajno povecao povecanjem
vremena trajanja s 5 na 10 min, a kada je vrijeme ekstrakcije preslo 10 min, prinos se postupno
smanjivao. Zakljucili su da je vrijeme ekstrakcije vazan ¢imbenik koji utjece na prinos
polisaharida te da dugo vrijeme ekstrakcije potpomognute mikrovalovima moze ostetiti

strukturu polisaharida i utjecati na prinos.

4.4.2. Utjecaj vremena ekstrakcije na koncentraciju ukupnih ugljikohidrata

Dobiveni rezultati prikazani u tablici 3 pokazuju da je najveca koncentracija ukupnih
ugljikohidrata od 2,50 mg g* dobivena je pri najkra¢éem vremenu trajanja od 10 min. Najmanja
koncentracija dobivena je pri vremenu trajanja od 15 min i iznosi 1,82 mg g%, dok je pri 20 min
dobivena koncentracija ukupnih ugljikohidrata od 2,13 mg g™*. Rodriguez-Jasso i sur. (2011) u
svom su istrazivanju upotrebom MAE pri razli¢itim tlakovima i vremenu trajanja ekstrakcije
dobili najvec¢u koncentraciju ukupnih ugljikohidrata (14,33 %) pri najduljem vremenu trajanja
od 31 min. Pri vremenu trajanja od 16 min dobili su 9,90 % ukupnih ugljikohidrata, a pri

najkra¢em vremenu trajanja od 1 min dobili su 10,71 % ukupnih ugljikohidrata.

4.4.3. Utjecaj vremena ekstrakcije na udio sulfatnih grupa

Udio sulfatnih grupa u uzorku ovisi o sulfatiranosti prisutnih polisaharida. U tablici 3,
moze se primijetiti da je najmanji udio sulfatnih grupa od 41,81 % dobiven pri najduzem
vremenu trajanja, odnosno pri 20 min. Pri vremenu trajanja od 15 min dobiven je udio od 54,37
%, a pri najkracem vremenu trajanja (10 min) dobiven je najveci udio sulfatnih grupa od 63,65
%. Sli¢no, Lorbeer i sur. (2014) su u svom istrazivanju proveli MAE pri razli¢itom vremenu
trajanja ekstrakcije fukoidana iz alge E. radiata te su primijetili da se sadrzaj sulfatnih grupa u
ekstraktima bogatim fukoidanom takoder smanjio s duljim vremenom ekstrakcije te su
zakljucili da je razlog tome vjerojatno postupno odvajanje sulfatnih grupa iz strukture

fukoidana. Yuan i Macquarrie (2015a) u svom istrazivanju nisu dobili znacajnu razliku u udjelu
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sulfatnih grupa primjenom razlic¢itog vremena trajanja ekstrakcije. Pri 5 min su dobili 17,06 %

sulfatnih grupa, pri 15 min su dobili 17,02 %, a pri 30 min su dobili 17,76 % sulfatnih grupa.

4.4.4. Utjecaj vremena ekstrakcije na udio fukoze

Prema Lorbeer i sur. (2014) sadrzaj fukoze u ekstraktima bogatim fukoidanom,
predstavlja odraz Cisto¢e fukoidana te njegov sadrzaj. U ovom istrazivanju, najmanji udio
fukoze dobiven je pri najkra¢em vremenu trajanja, odnosno pri 10 min i iznosi 8,37 %, a duljim
odvijanjem ekstrakcije dolazi do porasta udjela fukoze. Pri 15 min dobiven je udio od 13,89 %,
a pri 20 min dobiven je udio fukoze od 26,86 % (Tablica 3.). Yuan i Macquarrie (2015a) su
dobili suprotne rezultate, odnosno povecéanjem vremena trajanja ekstrakcije udio fukoze se
smanjivao. Pri 5 min su dobili udio fukoze od 21,73 %, pri 15 min su dobili 20,54 %, a pri 30
min dobiven udio fukoze iznosio je 15,74 %. Ovdje treba uzeti u obzir i temperature pri kojima
se odvijala MAE, posto su koristene temperature puno vise (90, 120 i 150 °C) od temperatura
koje su se koristile u ovom istrazivanju. Ale i sur. (2012) su takoder primijetili da se uz krace
vrijeme ekstrakcije dobije veéi sadrzaj fukoze, ali uz nizi prinos polisaharida, dok duljim
vremenom ekstrakcije dolazi do pada udjela fukoze, a Lorbeer i sur. (2014) su u svom
istrazivanju dobili da je tijekom prvih 6 min ekstrakcije sadrzaj fukoze ostao stabilan ili se

povecavao, a nakon 6 min postupno padao.

4.5. UTJECAJ KOMBINACIJE UVJETA EKSTRAKCIE NA PRINOS POLISAHARIDA,
KONCENTRACIJU UKUPNIH UGLJIKOHIDRATA, UDIO SULFATNIH GRUPA | UDIO
FUKOZE

Prou¢avanjem kombiniranog utjecaja uvjeta ekstrakcije (otapalo, temperatura, vrijeme)
na prinos polisaharida, koncentraciju ukupnih ugljikohidrata, udio sulfatnih grupa i udio fukoze
vidi se (Tablica 3.) da su sve kombinacije imale statisticki znacajan utjecaj na sve promatrane

varijable (p<0,01).

Iz kombiniranog utjecaja otapala i temperature na prinos polisaharida, prikazanog u
tablici 3, moze se vidjeti da je statisticki znacajno veéi prinos postignut primjenom 0,1 M HCI-
a kod svake od koristenih temperatura. Upotrebom 0,1 M HCl-a, povecanjem temperature
povecava se 1 prinos polisaharida dok je upotrebom vode povecanjem temperature sa 60 na 80
°C doslo do laganog pada prinosa. Koncentracija ukupnih ugljikohidrata nesto je veca
primjenom 0,1 M HCl-a pri 60 i 80 °C nego pri ostalim kombinacijama i raste s porastom
temperature. Udio sulfatnih grupa smanjuje se s porastom temperature te je kod oba otapala
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najnizi na 80 °C bez statisticke razlike (p>0,01) izmedu otapala. Ve¢i udio fukoze dobiven je
upotrebom 0,1 M HCl-a neovisno o koristenoj temperaturi te se kod primijene oba otapala moze
primijetiti porast koncentracije fukoze s porastom temperature. 1z navedenih rezultata moze se
zakljuciti da 0,1 M HCI pri temperaturi od 80 °C daje najveci prinos polisaharida, najvecu
koncentraciju ukupnih ugljikohidrata i fukoze, ali najmanju koncentraciju sulfatnih grupa. U
odnosu na destiliranu vodu, 0,1 M HCl lakSe razara stani¢nu stijenku alge i olakSava ekstrakciju
¢ime se povecava prinos i koncentracija ukupnih ugljikohidrata te fukoze, ali uzrokuje hidrolizu
sulfatnih grupa s molekula polisaharida ¢emu dodatno pogoduje i visoka temperatura, $to

potencijalno moze imati negativan utjecaj na biolosku aktivnost polisaharida.

Iz kombiniranog utjecaja otapala i vremena trajanja na prinos polisaharida moze se
vidjeti da je statisticki znacajno veci prinos postignut primjenom 0,1 M HCl-a kod svakog
vremena trajanja. Za oba otapala, primjecuje se smanjenje prinosa polisaharida duljim trajanjem
ekstrakcije. Koncentracija ukupnih ugljikohidrata veca je primjenom 0,1 M HCI-a. Pri 10 min
je postignuta najveéa koncentracija, pri 15 min dolazi do blagog pada koncentracije, a zatim pri
20 min do ponovnog rasta. Isti trend je uocen i kod koriStenja vode kao otapala. Ve¢i udio
sulfatnih grupa dobiven je upotrebom HCI-a u odnosu na vodu. Kod primijene oba otapala
uoceno je da se udio sulfatnih grupa smanjuje s vremenom trajanja ekstrakcije. Vec¢i udio
fukoze dobiven je upotrebom HCl-a, gdje je primije¢eno da udio fukoze pada od 10 do 15 min,
a zatim raste 1 doseZe najvecu vrijednost pri 20 min. Promatrajuci oba otapala, najvec¢i udio
fukoze dobiven je pri najduljem vremenu trajanja. 1z navedenih rezultata vidljivo je da su
najve¢i prinos polisaharida, najve¢a koncentracija ukupnih ugljikohidrata i najveca
koncentracija sulfatnih grupa dobiveni upotrebom 0,1 M HCl-a pri najkratem vremenu trajanja
(10 min), dok je koncentracija fukoze najvec¢a upotrebom 0,1 M HCI-a pri 20 min. Prema tome,
dulje vrijeme trajanja ekstrakcije negativno utjeCe na prinos i strukturu polisaharida te je za

bolje rezultate ekstrakciju potrebno provesti pri kracem vremenu.

Iz kombiniranog utjecaja vremena trajanja i temperature moZe se primijetiti da pri
najkra¢em 1 najduzem vremenu trajanja, povecanjem temperature raste prinos polisaharida. Pri
vremenu trajanja od 15 min, prinos raste porastom temperature s 40 na 60 °C, a zatim pada pri
80 °C. Koncentracija ukupnih ugljikohidrata pri 10 min raste povec¢anjem temperature, dok se
za vrijeme trajanja od 15 min moZe primijetiti da porastom temperature od 40 do 60 °C dolazi
do rasta, a zatim pada koncentracije pri 80 °C. Pri vremenu trajanja od 20 min vidljivo je da
koncentracija ukupnih ugljikohidrata pada od 40 do 60 °C, a zatim raste pri 80 °C. Udio

sulfatnih grupa je najvec¢i pri najniZzoj temperaturi i najkra¢em vremenu trajanja te pada
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porastom temperature neovisno o vremenu trajanja. Udio fukoze je najve¢i pri 20 min i 80 °C
te se moze primijetiti da raste porastom temperature, neovisno o vremenu trajanja, a
primijeceno je 1 da pri 40 °C nema statisticki zna€ajne razlike izmedu vremena trajanja od 10 1
15 min. Prema rezultatima je vidljivo da su najveci prinos polisaharida i koncentracija ukupnih
ugljikohidrata dobiveni pri najkraem vremenu trajanja i najvecoj temperaturi, a najveca
koncentracija sulfatnih grupa pri najkratem vremenu trajanja i najniZzoj temperaturi. Prema
tome, ekstrakciju je bolje provoditi krace vrijeme, pri ¢emu ¢e vise temperature doprinijeti
boljem prinosu polisaharida, s manjim udjelom sulfatnih grupa, a ako se Zzeli proucavati
bioloska aktivnost polisaharida bez potrebe za ve¢im prinosom, onda je povoljnije provesti

ekstrakciju na nizim temperaturama kako bi se ocuvale sulfatne grupe u strukturi polisaharida.

4.6. ANALIZA EKSTRAKTA IZ PREDTRETMANA

Predtretman je postupak koji se izvodi prije same ekstrakcije kako bi se iz uzorka alge
uklonili spojevi poput fenola, pigmenata i lipida koji smetaju pri ekstrakciji polisaharida.
Uklanjanjem takvih spojeva olakSava se ekstrakcija polisaharida i omogucuju ¢isc¢e frakcije
dobivenih polisaharida. Predtretman je proveden s acetonom i etanolom, a dobiveni filtrat je
iskoristen za odredivanje koncentracije ukupnih fenola i pigmenata alge. Koncentracija ukupnih
fenolate klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida odredena je UV/Vis spektrofotometrijom,

a dobiveni rezultati prikazani su u tablicama 4 i 5.

4.6.1. Koncentracija ukupnih fenola

Fenoli su sekundarni metaboliti koji se definiraju kao aromatski spojevi koji u svojoj
strukturi imaju benzenski prsten na koji je vezana jedna ili vise hidroksilnih skupina. Mogu biti
veoma razli¢itih struktura, od jednostavnih molekula do polimera velike molekulske mase, a
pokazalo se i da posjeduju antioksidacijska svojstva (Generali¢ Mekini¢ i sur., 2019). U ovom
istrazivanju, proveden je postupak predtretmana uz otapala aceton i etanol te je odredena
koncentracija ukupnih fenola u ekstraktima. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja
koncentracije ukupnih fenola nalaze se u tablici 4.

Tablica 4. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije ukupnih fenola (mg g™)

Otapalo Ukupni fenoli (mg g™%)
Aceton 15,84+ 1.34
Etanol 11,14 +£ 0,40

43



Prema tablici 4, koristenjem acetona dobivena je koncentracija ukupnih fenola od 15,84
mg g}, a koristenjem etanola dobivena je koncentracija od 11,14 mg g*. Neto i sur. (2018) su
u svom istrazivanju za smedu algu S. latissima primjenom acetona kao otapala dobili
koncentraciju ukupnih fenola od 0,52 g GAE/100 g ekstrakta, dok su upotrebom etanola dobili
0,19 g GAE/100 g ekstrakta. Airanthi i sur. (2011) su za smedu algu E. bicyclis dobili
koncentraciju ukupnih fenola od 4,11 mg PCE/g ekstrakta upotrebom acetona, a upotrebom
etanola su dobili koncentraciju od 1,87 mg PCE/g ekstrakta. Prema navedenim istrazivanjima,
vece koncentracije ukupnih fenola dobivene su upotrebom acetona kao otapala, ali se
koncentracija ukupnih fenola razlikuje medu vrstama. Pretpostavka je da aceton ima sposobnost
inhibicije formiranja kompleksa izmedu proteina i polifenola tijekom ekstrakcije te da cijepa
vodikove veze nastale izmedu fenolnih skupina i karboksilnih grupa proteina (Wang i sur.,
2009) te je zato pogodnije otapalo od etanola koji je polarniji. Razlog vece koncentracije fenola
u acetonskim ekstraktima moze biti i to $to je aceton koristen u prvom koraku predtretmana pa
je i dostupna kolic¢ina fenola veca nego u drugom koraku kad je dio fenola ve¢ ekstrahiran.
Razli¢iti ¢cimbenici poput starosti alge, staniSta, saliniteta, veli¢ine i izlozenosti svjetlu mogu
utjecati na koncentraciju fenola u algi, a bitni faktori su i vrsta alge te vrijeme izrona (Generali¢
Mekini¢ i sur., 2019).

4.6.2. Koncentracija klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida

U posljednjih nekoliko godina interes za prirodnim pigmentima sve vise raste, zbog
njihovog farmaceutskog i biomedicinskog potencijala te zbog toga $to se mogu Koristiti u
prehrambenoj industriji kao zamjena za umjetna bojila. Najces¢i pigmenti koji se nalaze u
smedim algama su klorofili i karotenoidi (Osoério i sur., 2020). U ovom istrazivanju, proveden
je postupak predtretmana uz otapala aceton i etanol te je odredena koncentracija klorofila a,

klorofila b i ukupnih karotenoida, a rezultati se nalaze u tablici 5.

Tablica 5. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije klorofila a, klorofila b i

ukupnih karotenoida (mg g

Otapalo Klorofil a (mgg?) | Klorofil b(mgg?) ' Ukupni karotenoidi (mg g*)

Aceton 0,38 0,05 0,22
Etanol 0,24 0,07 0,13

Upotrebom acetona dobiveno je 0,38 mg g* klorofila a, 0,05 mg g klorofila b te 0,22

mg g ukupnih karotenoida. Primjenom etanola kao otapala dobiveno je 0,24 mg g* klorofila
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a, 0,07 mg g klorofila b te 0,13 mg g* ukupnih karotenoida. Iz rezultata je vidljivo da ovisno
o otapalu nema velike razlike izmedu koncentracija pigmenata. NeSto vece koncentracije
dobivene su za klorofil a i ukupne karotenoide primjenom acetona, dok je neznatno veca
koncentracija klorofila b dobivena upotrebom etanola. Koncentracija klorofila b dobivena
koriStenjem oba otapala je znatno manja od koncentracija klorofila a i ukupnih karotenoida.
Navedene razlike takoder mogu biti posljedica upotrebe acetona u prvom koraku predtretmana,
a etanola u drugom koraku. Durmaz i sur. (2008) su upotrebom acetona kao otapala odredili
koncentraciju klorofila a i ukupnih karotenoida iz vrsta roda Cystoseira te su dobili
koncentraciju klorofila od 0,36 mg g* sto odgovara koncentraciji klorofila a dobivenoj u ovom
istrazivanju, dok su za ukupne karotenoide dobili ve¢u vrijednost koncentracije koja je iznosila
0,81 mg g*. Pardilh¢ i sur. (2020) u svom su istraZivanju na smedoj algi S. polyschides koristili
razlicita otapala za odredivanje pigmenata 1 zakljucili su da je aceton najpovoljnije otapalo za
ekstrakciju klorofila a. Osorio i sur. (2020) su u svom istrazivanju na smedoj algi L. ochroleuca
koristili razliCita otapala za odredivanje pigmenata te su acetonom i etanolom dobili
koncentraciju klorofila a i b, a za ukupne karotenoide su koristili metanol. Upotrebom acetona
koncentracija klorofila a je iznosila 183,5 pug g%, a koncentracija klorofila b je iznosila 14,1 pg
g, dok je upotrebom etanola dobivena koncentracija klorofila a od 114 pg g%, a koncentracija
klorofila b nije detektirana. U ovom istrazivanju, primjena acetona rezultirala je malo vecom
koncentracijom pigmenata od koncentracija dobivenih primjenom etanola. Prema Osoério i sur.
(2020) utvrdeno je da aceton predstavlja uobicajeno otapalo za odredivanje klorofila jer je
moguce posti¢i vrlo razliite pikove apsorpcije klorofila, ali se takoder pokazalo da nije toliko

uc¢inkovit kao otapalo za ekstrakciju klorofila iz zelenih algi.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave, moze se zakljuciti sljedece:

1. Konvencionalnom ekstrakcijom se postize veci prinos polisaharida (8,09 %) i veca
koncentracija ukupnih ugljikohidrata (3,21 mg g*) u odnosu na prinos polisaharida (3,88 %) i
koncentraciju ukupnih ugljikohidrata (2,15 mg g*) dobivenu mikrovalovima potpomognutom
ekstrakcijom. Dobiveni udio sulfatnih grupa te udio fukoze veci su upotrebom mikrovalovima

potpomognute ekstrakcije.

2. Primjena 0,1 M HCl-a kao ekstrakcijskog otapala rezultirala je ve¢im prinosom polisaharida,
ve¢om koncentracijom ukupnih ugljikohidrata, ve¢im udjelom sumpornih grupa te veéim

udjelom fukoze u odnosu na rezultate dobivene upotrebom destilirane vode.

3. Najve¢i prinos polisaharida (4,38 %) te najveca koncentracija ukupnih ugljikohidrata (2,90
mg g?) i udio fukoze (20,89 %) dobiveni su pri najvisoj temperaturi (80 °C), dok je najveci
udio sulfatnih grupa (66,20 %) dobiven pri najniZzoj temperaturi, odnosno pri 40 °C, §to ukazuje
na to da porast temperature pozitivno utjeCe na prinos polisaharida, koncentraciju ukupnih

ugljikohidrata i udio fukoze, ali negativno utjece na udio sulfatnih grupa.

4. Pri najkraéem vremenu trajanja ekstrakcije (10 min) dobivene su najvece vrijednosti prinosa
polisaharida (5,03 %), koncentracije ukupnih ugljikohidrata (2,50 mg g?) i udjela sulfatnih
grupa (63,65 %). Duzim vremenom trajanja dolazi do pada prinosa polisaharida, smanjenja
koncentracije ukupnih ugljikohidrata te smanjenja sulfatnih grupa, ali dolazi do porasta udjela

fukoze koji je najvec¢i nakon 20 min (26,86 %).

5. Optimalni ekstrakcijski uvjeti pri kojima je dobiven najveéi prinos polisaharida te najveca
koncentracija ukupnih ugljikohidrata su 0,1 M HCI, vrijeme trajanja od 10 min i temperatura
od 80 °C, najveci udio sulfatnih grupa dobiven je upotrebom 0,1 M HCl-a pri 40 °C u trajanju
od 10 min, a najvec¢i udio fukoze dobiven je upotrebom 0,1 M HCl-a pri 80 °C u trajanju od 20

min.

6. Analizom acetonskih i etanolnih ekstrakata iz predtretmana odredene su koncentracije
klorofila a i b, ukupnih karotenoida te ukupnih fenola te je vidljivo da su upotrebom acetona

dobivene neznatno vece koncentracije u odnosu na etanol.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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