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1. UVOD

Uz povecanje svijesti o funkcionalnim sastojcima iz hrane na morske alge se sve vise gleda
kao na potencijalni izvor bioaktivnih spojeva. Morske alge sadrze velik broj bioaktivnih spojeva
medu koje se ubrajaju polisaharidi, lipidi, proteini, polifenoli 1 pigmenti. Alge sintetiziraju velike
koli¢ine polisaharida koji su poznati po svojoj primjeni u izradi biomaterijala. Stani¢ne stijenke
morskih algi bogate su sulfatiranim polisaharidima, uklju¢ujuéi karagenan u crvenim algama,
ulvan u zelenim algama i fukoidan u smedim algama. Navedeni polisaharidi ekstrahiraju se iz algi
razli¢itim metodama ekstrakcije, a svoju primjenu nalaze u prehrambenoj, farmaceutskoj i
kozmetickoj industriji. Razlicite studije pokazale su da smede alge sadrze bioloski aktivne tvari
koje pokazuju antikoagulacijsko, protuupalno, antitumorno i antivirusno djelovanje (Synytsya i
sur., 2010; Wang i sur., 2010a). Takva svojstva dolaze od sulfatiranog polisaharida fukoidana koji
se nalazi u stani¢noj stijenci smedih algi (Berteau i Mulloy, 2003). Fukoidan se najces¢e iz smedih
algi ekstrahira konvencionalnim metodama koje ukljuuju predtretman alge zbog uklanjanja
necistoca, ekstrakciju fukoidana s otapalima poput vruée vode, razrijedene kiseline ili luzine,
izolaciju i prociS¢avanje fukoidana frakcijskim taloZzenjem etanolom, olovnim solima, kalcijevim
solima, kvarternim amonijevim solima i kona¢no susenje zamrzavanjem ekstrakta fukoidana. Neki
od nedostataka konvencionalnih metoda su dugo vrijeme ekstrakcije i1 koristenje velikog volumena
otapala. Danas su razvijene brojne nove metode ekstrakcije s naglaskom na povecanje brzine 1
ucinkovitosti ekstrakcije, a neke od najpoznatijih su upotreba enzima, ultrazvuka i mikrovalova.
Ove metode pokazuju u€inkovitost izolacije bioaktivnih tvari iz algi uz koristenje manje koli¢ine
otapala, krace vrijeme ekstrakcije te uz manji utroSak energije.

Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj vremena ekstrakcije i temperature ekstrakcije na
prinos fukoidana (% Fuk), postotak degradacije alge (% DA) i koncentraciju ukupnih
ugljikohidrata (mg g*) u uzorku smede alge Cystoseira compressa, te utvrditi optimalne parametre
ekstrakcije pri kojima se dobivaju najveci prinosi. Konvencionalna ekstrakcija ¢e se provesti uz
kontinuirano mijesanje otapala (0.2M H2SO4) 1 uzorka magnetskom mijeSalicom pri temperaturi
od 60 °C i vremenu od 4 h. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima provest ¢e se pri
temperaturama od 40, 60, 80 i 100 °C te vremenu od 5, 10 i 20 min. Odredene su i koli¢ine
pigmenata (klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida) i fenola u filtratu iz postupka

predtretmana.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. ALGE

Alge su raznolika skupina vodenih organizama koji imaju sposobnost provodenja
fotosinteze. Izraz "alge" obuhva¢a mnogo razli€itih organizama koji su sposobni stvarati kisik
fotosintezom. Ti organizmi nisu nuzno usko povezani. Medutim, neke ih znacajke spajaju,
razlikujuéi ih od druge velike skupine fotosintetskih organizama: kopnenih biljaka (Vidyasagar,
2016). Svojom veli¢inom mogu varirati izmedu nekoliko mikrometara u promjeru kao sto je slucaj
kod jednostani¢nih algi, pa sve do preko 30 metara dugih kelpova. Morske alge mogu se razvrstati
u tri glavne skupine na temelju izrazenih fotosintetskih pigmenata: smede, crvene 1 zelene (Adl 1

sur., 2005).

1. Smede alge ili morska trava (Phaeophyta) - duzine do 60 m, rastu oko 20 cm dnevno. Smede
morske alge obi¢no su velike i1 krecu se od divovskih kelpova ¢esto duljine i 20 m, debelih
morskih trava duljine 2-4 m, do manjih vrsta duljine 30-60 cm. Najpoznatiji predstavnici su:
Diktiota (lat. Dyctiota dichotoma), Padina (lat. Padina pavonica), Jadranski brac¢i¢ (lat. Fucus
virsoides), Cistozira (lat. Cystoseira). Vec¢ina smedih morskih algi sadrzi pigment fukoksantin,
koji je odgovoran za izrazitu zelenkasto-smedu boju po kojoj su dobile ime. Smede morske
alge takoder proizvode niz aktivnih komponenti, ukljucujuéi jedinstvene sekundarne
metabolite kao Sto su florotanini i mnogi od njih imaju specificne bioloSke aktivnosti koje daju

mogucnosti za njihovo ekonomsko iskoristavanje (McHugh 1 sur., 2003).

2. Crvene alge (Rhodophyta) - cesto zive u dubokim oceanima gdje nema ostalih algi. Proizvode
agar koji se koristi u mikrobioloskim hranjivim podlogama. Crvene morske alge su obicno
manje, krecu se od nekoliko centimetara do oko metra duljine. Zanimljivo je da crvene morske
alge nisu uvijek crvene, ponekad su ljubicaste, Cak smede-crvene, ali ipak se klasificiraju kao
Rhodophyceae zbog drugih karakteristika (EI Gamal, 2010).

3. Zelene alge (Chlorophyta) - prethodnici su danasnjih biljaka, produciraju slobodni kisik, imaju
klorofil, pohranjuju Skrob, u stani¢nim stijenkama sadrze celulozu. Zelene morske trave su

takoder male, s rasponom veli€ine sli¢nim crvenim morskim algama (El Gamal, 2010).
Od ostalih vrsta znac¢ajne su :

e Kremene alge (Chrysophyta ili dijatomeje) - su zlatnosmede i Zutozelene alge. Produciraju

kisik te mogu proizvoditi vitamine A i D. Odgovorne su za najvecu koli¢inu nafte na



Zemlji. Dijatomejska zemlja koristi se za filtriranje.
e FEuglenoidi (Euglenophyta) - zeleni bi¢as (Euglen)

e Dinoflagelati (Pyrrophyta) - uzrokuju paralizu nakon hranjenja Skoljkasima. Cvjetanje
dinoflagelata naziva se «crvena plima». Cvjetanje algi indikator je oneciS¢enja
(kontaminacije). Alge cvjetaju u okoliSu koji ima visoki sadrzaj organske tvari pri cemu se

jako smanjuje razina kisika koji je otopljen u vodi.

Kao najraznolikija skupina zivih bi¢a na Zemlji, s oko 40 000 vrsta, alge se Siroko
upotrebljavaju u industriji. Zbog svoje velike raznolikosti mogu naseljavati i1 razliCite tipove
staniSta, te ih tako nalazimo ve¢inom u vodi 1 vlaznim stanistima, ali i na zemlji, snijegu, kamenu,
drvecu i u zraku te u razli¢itim, ponekad i ekstremnim, ekoloSkim uvjetima. Uzgoj mikrofitskih i
makrofitskih algi i cijanobakterija je jeftin i brz proces, a dobit od njih je neusporediva u odnosu
na dobiti od ostalih skupina organizama i njihovih derivata. Alge predstavljaju obnovljiv izvor
energije, a primarnom produkcijom godiS$nje proizvedu oko 52 milijarde tona organskog ugljika
(Cribb, 1954). Zbog moguénosti uzgoja u vodi i na kopnu, i to na mjestima neodgovaraju¢im za
uzgoj kultiviranih biljaka, ¢esto se koriste u proizvodnji goriva. Kao hrana, alge su popularne u
Europi i Aziji, a poznato je da predstavljaju idealan oblik prehrane zbog savr§enih omjera hranjivih
tvari. SkladiStenjem velikih koli¢ina lipida, proteina i ugljikohidrata korisne su u proizvodnji
mnogih prehrambenih 1 neprehrambenih artikala. Osim $to se same mogu koristiti kao hrana ili
dodatak prehrani, u biofertilizaciji se alge koriste kao bogat izvor dusika, fosfora, kalija, joda,

zeljeza, kalcija, silicija te raznih minerala i vitamina (Venkatesan i sur., 2016).

2.1.1. Cystoseira compressa

Rod Cystoseira ukljucuje otprilike 294 vrsta i jedan je od najreprezentativnijih u obitelji
Sargassaceae (sastavljena nedavnim spajanjem dvije bivse obitelji Sargassaceae 1 Cystoseiraceae).
Alge tog roda rasprostranjene su po cijelome svijetu s oko 80 % vrsta koje se javljaju duz
Sredozemlja i susjedne Atlantske obale. Kemijski sastav roda Cystoseira, posebno mediteranskih
vrsta, intenzivno se proucavao uglavnom do 1995. Vaznost vrsta Cystoseira, zbog njihove
prehrambene vrijednosti i njihove farmakoloske primjene dovele su do pojave opseZznog broja

publikacija (Gouveia i sur., 2013).
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Slika 1. Cystoseira compressa alga (Razred: Phaepohyta; Red: Fucales; Rod: Cystoseira)

(blue-ecosystems.com, pristupljeno 25. Kolovoza 2019)

Cystoseira znac¢i "lanac vezikula" dok se compressa odnosi na spljoSteni oblik grana.
Cystoseira compressa (Slika 1.) je smeda grmolika alga, koja se sastoji od jedinstvene
(kompaktne) jedinice iz koje proizlazi nekoliko kratkih grana. Alga ima dva oblika grana od kojih
su neke neke spljostene, koje vrsti daju ime, a neke su vise cilindri¢ne. Flotacijski vezikuli su
unutar bo¢nih grana. Vecina pronadenih algi je duljine od 15-30 cm, ali mogu se naci i vece.
Cystoseira compressa dolazi u nijansama svijetlosmede i krem boje, ponekad je jednolike boje, a
ponekad je pjegava. Kad se osusi, dobiva tamniju nijansu. Cystoseira compressa se moze nac¢i na
mjestima koja nisu izloZena zraku 1 gdje struja nije jaka. Raste na kamenitim 1 pjeS¢anim
podlogama u plitkim bazenima. Cystoseira compressa je viSegodisnja vrsta, uobi¢ajena za nasu
obalu gdje raste tijekom cijele godine, iako se u nekim sezonama grane razgraduju i dolazi do

smanjenja populacije.

Ekstrakti i podfrakcije C. compresse koriSteni su za ispitivanje in vivo protuupalnog i in
vitro antiproliferativnog ucinka na tri ljudske stanice karcinoma (Gouveia i sur., 2013). Rezultati
su pokazali da protuupalno djelovanje frakcija s kloroformom 1 etil acetatom ovisi o koristenoj
dozi. Obje su aktivnosti bile povezane sa sadrZajem fenolnih spojeva alge. Isti su autori takoder
otkrili da ekstrakt C. sedoides pokazuje najvecu antioksidativnu aktivnost i vazna

antiproliferativna svojstva prema proucavanim stanicama raka.

Ekoloski zahtjevi rezultiraju proizvodnjom bioaktivnih tvari iz algi koje mogu postati
potencijalno korisne ljudima, na primjer kao izvor ekoloskih pesticida, agrokemijskih spojeva i
lijekova. Posljedi¢no dolazi do upotrebe prirodnih proizvoda od morskih algi u proizvodnji novih
farmaceutskih proizvoda. Ipak razumijevanje kemijskih sastojaka makroalgi vazno je ne samo za

otkri¢e novih terapijskih supstanci, nego 1 za one koji su zainteresirani za znanstvene osnove



tradicionalne medicine (Gouveia i sur., 2013).

2.2. POLISAHARIDI U ALGAMA

Polisaharidi su ugljikohidrati ve¢e molekularne mase i sloZenije grade, koji se sastoje od
velikog broja monosaharida tj. jednostavnih Secera, medusobno povezanih glikozidnom vezom.
Posebni enzimi povezuju male monomere zajedno, stvaraju¢i velike polimere Seéera, ili
polisaharide koji se nazivaju i glikani. Polisaharidi mogu biti u obliku homopolisaharida, u kojima
su svi monosaharidi isti, ili heteropolisaharida u kojima su monomerne jedinice razli¢ite. Ovisno
o0 tome koji su monosaharidi povezani, i koji ih ugljik u monosaharidima povezuje, polisaharidi
poprimaju razli¢ite oblike. Molekula s ravnim lancem monosaharida naziva se linearni polisaharid,

dok je lanac koji ima razgranati lanac poznat kao razgranati polisaharid (BeMiller, 2019).

Morske alge vrijedan su izvor strukturno raznolikih bioaktivnih spojeva. Stani¢ne stijenke
morskih algi bogate su sulfatiranim polisaharidima, ukljucujuéi karagenan u crvenim algama,

ulvan u zelenim algama te fukoidan i laminarin u smedim algama.

2.2.1. Crvene alge - karagenan

Karagenan je opce ime za obitelj galaktana, naj€esS¢ih i najobilnijih sastojaka stani¢nih
stjenki koji se nalaze u crvenim algama. Struktura okosnice ovog polisaharida temelji se na
linearnim lancima ponavljajuc¢ih galaktoznih jedinica u D konfiguraciji (D-Secer) i 3,6-anhidro-
galaktozni kopolimer, spojenih naizmjeni¢nim a-(1—3) i B-(1— 4) vezama. Crvene morske alge
proizvode ekstrakte koji ¢ine veliku obitelj hidrokoloida, ukljucujuéi agar, furcelaran i tri vrste

karagenana - Kappa, lota i Lambda (Slika 2.) (Cunha i sur., 2016).
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Slika 2. Struktura Kappa, lota i Lambda karagenana (Simon, pristupljeno 2. Rujna 2019.)
Svima im je okosnica galaktoza, ali se razlikuju po polozaju i koli¢ini ester sulfatnih
skupina i anhidro- galaktoza, Sto rezultira time da su gelovi agara vrlo krhki, Kappa i Iota
karagenani manje, dok Lambda karagenani ne tvore gel (Cunha i sur., 2016). Karagenani
ekstrahirani iz crvenih morskih algi ne asimiliraju se u ljudsko tijelo, te doprinose samo masi, a ne

sadrze hranjive tvari. S prehrambenog aspekta, karagenani su klasificirani kao topljiva vlakna.



Ipak, karagenani pruzaju izvanredna funkcionalna svojstva, koja se mogu Koristiti za kontrolu
vlage i teksture te za stabilizaciju raznih prehrambenih proizvoda. Kao §to je ve¢ spomenuto
karagenani imaju nekoliko primjena u hrani i unutar podskupina ovog prirodnog hidrokoloida se
moze razviti vrlo Sirok raspon tekstura koriste¢i se njihovim razliCitim svojstvima i koristeci
sinergizam s nekim drugim hidrokoloidima kao 1 s mlije¢nim proteinima. Kappa karagenan
formira gel u prisutnosti kalijevih iona, te se to svojstvo uvelike iskoriStava u industriji mesa, u

desertnom gelu i glazurama za kolace.

2.2.2. Zelene alge - ulvan

Zelene morske alge rasprostranjene su Sirom svijeta i smatraju se vaznim izvorom hrane.
Ulva spp. (uobicajeno poznata kao morska salata) je bogat prirodni izvor ugljikohidrata
(polisaharid ulvan), vitamina, esencijalnih aminokiselina, minerala i prehrambenih vlakana.
Brading i sur., (1954) i Percival i sur., (1964) ustanovili su da su sulfat, ksiloza, ramnoza i
glukuronska kiselina glavni dijelovi ulvana. Ramnozni ostaci se sulfatiraju uglavnom na polozaju
C-3 ili na oba polozaja C-2 i C-3. U nekim ekstraktima ulvana mogu se pojaviti ostaci ksiloze ili
sulfatirane ksiloze na oba polozaja C-2 i C-3 umjesto uronskih kiselina. Ulvanu se trenutno pridaje
velika paznja zahvaljujuci njegovim fizikalno-kemijskim 1 bioloskim svojstvima i potencijalnoj
primjeni u poljoprivredi i farmaceutskoj industriji. Svojstva ulvana ovise o kemijskom sastavu,
gustoc¢i elektricnog naboja 1 molekularnoj tezini ulvana $to je uobicajeno 1 za ostale polisaharide.
Nadalje, kao $to je primijeceno i kod drugih vrsta morskih algi, prinos i specifican sastav
polisaharida iz zelenih algi ovisi o okoli§nim ¢imbenicima, kao $to su vrste algi, godiSnjem dobu

u kojem se alge sakupljaju te koriStenoj metodi ekstrakcije. (Alves i sur., 2013).

Ulvan pokazuje antioksidativno djelovanje koje uvelike ovisi 0 njegovoj molekularnoj
tezini, buduc¢i da ulvan s niskom molekularnom teZinom pokazuje jace antioksidacijsko djelovanje
u odnosu na vece frakcije. U literaturi se navodi da smanjuje ukupni serumski Kkolesterol,
trigliceride 1 LDL kolesterol, dok povisuje razinu HDL kolesterola (Qia i sur., 2012). Prou¢avano
je njegovo antivirusno djelovanje in vitro protiv virusa gripe. Ivanova i sur., (1994) navode da
ulvan koji su izolirani iz zelene alge ima dobar inhibitorni u¢inak na virus gripe A, a ucinak
inhibicije ovisan je o dozi 1 specifican za sojeve. Pokazalo se da ulvan ima visoku i specifi¢nu

aktivnost protiv herpesa simplex virusa (Cunha i sur., 2016).

2.2.3. Smede alge

Znacajne koli¢ine polisaharida iz smedih algi koriste se u prehrani, farmaceutskoj industriji



1 drugim proizvodima za ljudsku konzumaciju (Renn, 1997). U posljednjem desetljecu bioaktivni
sulfatirani polisaharidi iz smedih morskih algi privukli su puno paznje u podru¢ju farmakologije i
biokemije. Fukoidan je prisutan samo u smedim morskim algama (Lim i sur., 2014; Usov i sur.,
2001). Osim fukoidana, smede morske alge sadrze i dva druga polisaharida laminaran i alginat.
Ovi polisaharidi nalaze se u stani¢noj stijenki smedih algi, a na njihov sastav kao i na njihova
fizikalno-kemijska svojstva utjeCu vrsta i starost alge, godiSnja doba, te geografski polozaj (Rioux
i sur., 2007; Zvyagintseva i sur., 2003). Sva tri polisaharida imaju jedinstvena fizikalno kemijska

svojstava koja su bitna za proces njihovog izlu¢ivanja iz stanica algi.

2.2.3.1.  Laminarin i alginat

Laminarin takoder poznat kao laminaran ili leukozin, prvi je izolirao Schmiedeberg 1885.
godine iz Laminariaceae. To je je polisaharid sastavljen od 20-25 jedinica glukoze s tragovima
manitola, relativno niske molekularne mase od priblizno 5 kDa te sluzi kao rezerva hrane u smedim
algama. Objavljeno je da laminarin pokazuje antibakterijske, antitumorske i prebioti¢ke aktivnosti
(Gupta i Abu-Ghannam, 2011; Rioux i sur., 2009). S druge strane, alginat je linearni polisaharid
sastavljen od f-D-manuronske kiseline i a-L-guluronske kiseline. Ova dva monomera spojena su
u konfiguraciji 1—4 i nepravilno rasporedeni. Molekurna masa alginata iznosi uglavnom izmedu
500 i 1000 kDa. Zanimljivo svojstvo alginata je to da je u vodi u kalcijevom obliku netopljiv, a u
natrijevom obliku je topljiv.

2.2.3.2.  Fukoidan

Fukoidan je pojam koji se koristi za sulfatirane, fukozom bogate polisaharide koji se nalaze
u fibrilarnom tkivu stani¢ne stijenke 1 medustani¢nom prostoru smedih algi. To je sulfatirani
polisaharid koji se sastoji uglavnom od fukoza povezanih a-(1,3) vezama ili naizmjeni¢nim a-(1,3)
i a-(1,4) vezama, a jako rijetko a-(1,2) vezama. Sadrzi i druge monosaharide, ukljucujuci
galaktozu, glukozu, manozu, ksilozu, ramnozu i uronske kiseline (Lim i sur., 2016; Zvyagintseva
i sur., 2003). Fukoidan, ovisno o vrsti alge ¢ini otprilike 5 % do 10 % suhe tvari alge. Ima veliki
raspon molekulske mase, od 7 kDa (Zvyagintseva i sur., 2003), do ¢ak 2379 kDa (Rioux 1i sur.,
2009). Dok sadrzaj sulfata varira izmedu 5 % (Lim i sur., 2016) i 38 % (Bilan i sur., 2004). Razna
istrazivanja utvrdila su razli¢ite bioloski vazne aktivnosti fukoidana, ukljucujuéi antioksidacijsku,
antibakterijsku, antivirusnu, antitumorsku, antikoagulacijsku i protuupalnu aktivnost (Ale i sur.,
2011; Li i sur., 2008; Lim i sur., 2014) kao i specifi¢ne aktivnosti protiv bolesti bubrega, jetre i

mokraénog sustava.



Slika 3. Shematski prikaz molekule fukoidana s naizmjeni¢nim a-(1—3) i a-(1—4) glikozidnim

vezama (prema Lim i Wan Aida, 2017)

Razli¢iti profili monosaharida fukoidana mogu se dobiti iz razlicitih vrsta smedih morskih
algi. U svim tim fukoidanima iz razli¢itih vrsta smedih algi, glavni monosaharid je fukoza i sastav
monosaharida varira ovisno o vrstama algi i godi$njim dobima. Pored toga, glavna karakteristika
fukoidana je da sadrzi sulfat estersku skupinu (Bilan i sur., 2010; Li i sur., 2008; Lim i sur., 2016).
Sulfatne grupe se mogu smjestiti u ekvatorijalnoj ravnini, na C2 i/ili C3 polozajima, i/ili u
aksijalnoj ravnini, to jest poloZzaju C4 fukoze (Ale i sur., 2011). Sulfatne skupine u fukoidanu
igraju vaznu ulogu u njegovim bioloSkim aktivnostima te je ustanovljeno da se pove¢anjem udjela
sulfatnih skupina u fukoidanu povecava i njegova antikoagulacijska (Chevolot 1 sur., 1999) 1
antioksidativna aktivnost (Wang i sur., 2010a). Wang i sur. (2010a) objasnili su da sulfatne skupine
djeluju na nacin da privlace elektrone u polisaharidu i na taj nacin se povecava antioksidacijska

aktivnost fukoidana i njegov ucinak ciS¢enja slobodnih radikala.

2.3. EKSTRAKCIJA POLISAHARIDA 1Z ALGI

Ekstrakcija je u¢inkovita i brza metoda razdvajanja i koncentriranja tvari. Ekstrakcija tvari
iz homogenih smjesa provodi se na osnovi njihove razli¢ite topljivosti u razli¢itim otapalima koja
se medusobno ne mijesaju. Pri ¢emu se dobije tvar za Cije je izdvajanje u ¢istom obliku potrebno
dobivenu otopinu otpariti ili kristalizirati (Lianfu i Zelong, 2008). Za ekstrakciju se koriste razlicite
konvencionalne metode kao Sto su destilacija, ekstrakcija otapalima, hladno preSanje, kao 1

nekonvencionalne tehnike: ekstrakcija superkriticnim fluidima, ekstrakcija s elektricnom



energijom, ekstrakcija mikrovalovima i ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom. Opcenito za
ekstrakciju vrijedi sljedece: Kod ekstrakcije Cvrstih tvari treba povecati povrSinu uzajamnog
djelovanja medu fazama (usitnjavanjem), u sredini treba povecati brzinu gibanja faza, a za

povecanje koli¢ine tvari treba produljiti vrijeme trajanja ekstrakcije (Eskilsson i Bjorklund, 2000).

Polisaharidi smedih algi opcenito se ekstrahiraju vru¢om vodom, §to je popularna i
prikladna metoda te se moze Koristiti za lako izvlacenje polisaharida iz algi, ali nedostaci ove
metode su u tome S§to je dugotrajna, potrebne su visoke temperature i ima malu ucinkovitost
ekstrakcije. Prema Wang i sur., (2010b) nedostaci konvencionalne ekstrakcije su, osim visoke

temperature ekstrakcije, dugo vrijeme ekstrakcije kao 1 veliku potroSnja otapala i1 energije.

2.3.1. Ekstrakcija karagenana

Proizvodnja karagenana sastoji se od ekstrakcije, pro¢iS¢avanja, koncentriranja, taloZenja
1 susSenja, iako se osnovni postupak moze razlikovati ovisno o obitelji crvenih algi iz koje se
ekstrahira polisaharid. Postoje dvije glavne metode proizvodnje karagenana temeljene na
razli¢itim principima. Ukratko, u prvoj i originalnoj metodi karagenan se ekstrahira iz morskih
algi u vodenoj otopini. Nakon filtriranja uklanjaju se preostali ostaci, i dodatkom alkohola se
ubrzava proces taloZenja. Na kraju se talog odvoji, osusi i melje, Sto rezultira prociS¢enim
karagenanom. U drugoj metodi, karagenan se zapravo ne ekstrahira iz morskih algi ve¢ se umjesto
toga isperu zaostali minerali, topljive bjelan¢evine 1 masnoc¢e iz morskih algi, ostavljaju¢i za
sobom karagenan i ostale netopive tvari. Ovaj netopljivi ostatak, koji se uglavnom sastoji od
karagenana i celuloze, tada se susi i prodaje kao polu-rafinirani karagenan, koji nije za prehranu.
lako je postupak mnogo kraéi 1 jeftiniji od prvog, ¢istoca karagenana je manja (McHugh, 2003.;

Stanley, 1987).

2.3.2. Ekstrakcija ulvana

Ekstrakcija ulvana uglavnom se provodi vru¢éom vodom i moze biti daljnje poboljSana
prisutnosc¢u kalcijevih kelatnih sredstava (Hernandez-Garibay i sur., 2011), te kiselih ili alkalnih
otopina. Proc¢is¢avanje polimera u svrhu uklanjanja pigmenata, lipida, aminokiselina i peptida,
provodi se razli¢itim procedurama koriste¢i organska otapala (Siddhanta i sur., 2001). Op¢enito,
polisaharidi poboljSane Cisto¢e dobivaju se talozenjem organskim otapalima, c¢esto etanolom.
Vodeni ekstrakt ulvana moZe se koncentrirati u rotacijskom isparivacu, susenjem smrzavanjem ili
suSenjem vru¢im zrakom. Uklanjanje necistoca, kao 1 suSenje ekstrakta ulvana, moze pogodovati

modifikaciji konformacije i svojstava polisaharida. IstraZivanja o utjecaju vremena i temperature



na degradaciju ulvana, pokazala su da je temperatura bila glavni faktor koji je utjecao na brzinu
depolimerizacije (Cunha i sur., 2016). Osim toga, upotreba razli¢itih otapala za ekstrakciju ulvana
rezultirati ¢e ekstraktima razliCitog sastava i, prema tome, razliCitim bioloskim i fizikalno-

kemijskim svojstvima tih ekstrakata (Cunha i sur., 2016).

2.3.3. Ekstrakcija fukoidana

Fukoidan je prvi put ekstrahirao i okarakterizirao §vedski botanicar Kylin, 1913.godine, iz
raznih vrsta algi Laminaria i Fucus. Sulfatirani polisaharid kojeg je Kylin nazvao "fukoidan”,
ekstrahiran je razrijedenom octenom kiselinom 1 naznacio je da "sadrzi fukozu koja se pojavljuje
zajedno s manitolom, alginatom i laminarinom” (Ale i sur., 2011). Od tada pa sve do 1952. godine,
razvile su se razlicite tehnika ekstrakcije fukoidana. Veéina ekstrakcija koje su tada obavljali
znanstvenici bile su u blagim kiselim stanjima i pri viskoim temperaturama. Zanimljivo je
primijetiti da su Hoagland i Lieb (1915) koristili natrijev karbonat za prethodnu obradu morske
trave Macrocystis pyrifera, prije ekstrakcije klorovodi¢nom kiselinom, a za ekstrakt je utvrdeno

da se uglavnom sastoji od alginske kiseline i nekih fukoza-sulfata.

Tijekom godina, s poboljSanim razumijevanjem strukture i karakteristika fukoidana i
ostalih komponenata u smedim morskim algama, poboljSane su metode ekstrakcije fukoidana.
Glavna ideja u postupcima ekstrakcije je izoliranje fukoidana od drugih komponenti u uzorcima
morskih algi. Istrazivaci nastoje smanjiti koekstrakciju ostalih spojeva iz smedih morskih algi,
poput alginata, mijenjajuci prirodne karakteristike fukoidana i drugih spojeva u uzorku. U slucaju
koekstrakcije, nekoliko se postupaka moze primijeniti za izolaciju fukoidana, ¢cime se povecava

Cistoca ekstrahiranog fukoidana.

Izolacija 1 proc¢iS¢avanje fukoidana iz morskih algi obi¢no ukljucuju sljedece korake:
sakupljanje, pranje, suSenje i mljevenje sirovine; prethodno obradivanje algi; ekstrakcija fukoidana
s agensima za ekstrakciju poput vruce vode, razrijedene kiseline ili luZine; izolacija i prociS¢avanje
fukoidana frakcijskim taloZzenjem etanolom, olovnim solima, kalcijevim solima, kvarternim
amonijevim solima i kona¢no suSenje zamrzavanjem ekstrakta fukoidana. Neke metode ekstrakcije
mogu promijeniti prirodnu strukturu, a samim time i bioaktivnost i fizikalno-kemijska svojstva

fukoidana.

2.3.3.1. Predtretman

Lim 1 sur., (2016) uspostavili su postupak predtretmana za uklanjanje necistoca prije

potpune ekstrakcije. Prethodno su obradili svoje uzorke morskih algi s MeOH: CHCl3: H20 (4:2:1)
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na sobnoj temperaturi kako bi uklonili lipide, pigmente i komponente niske molekularne mase iz
uzorka morske alge. Koristili su mjeSavinu otapala s razli¢itom polarno$¢u kako bi uklonili
necistoce razli¢ite polarnosti iz svojih uzoraka morskih algi. Na primjer, lipidi se ekstrahiraju u
otapalima niske polarnosti, kao $to je kloroform, pigmenti u polu-polarnom otapalu, poput
metanola, a druge jako polarne komponente, kao Sto su monosaharidi, proteini i minerali
ekstrahiraju se u vodi. U postupku nisu koristili visoke temperature da nebi doslo do prerane
ekstrakcije fukoidana koji je topiv u vodi. S druge strane, Ponce i sur. (2003) izveli su postupak
predtretmana upotrebom 80 % -tnog etanola na 70 °C tijekom 24 sata. KoriStena je viSa
temperatura kako bi se postupak ubrzao. Buduc¢i da se kao otapalo koristio 80% -tni etanol,
upotreba veée temperature je prihvatljiva. Ukoliko i dode do ekstrakcije fukoidana on ¢e se
istaloziti, jer kao i bilo koji drugi polisaharid nije topiv u etanolu. Kad se otapalo odfiltrira,
uklanjaju se samo necistoce (pigmenti, lipidi) ali ne 1 istaloZeni fukoidan. Upotrebom mehanickog
mijeSanja (magnetska mijeSalica, tresilica inkubatora itd.) povecava se ucinkovitost predtretmana,
jer dolazi do bolje interakcije izmedu uzoraka ¢vrstih morskih algi i otapala, poveéavajuci na taj
nacin brzinu izdvajanja necistoca. Prethodno obradeni uzorci morskih algi suse se prije ekstrakcije
fukoidana, gdje se mogu primijeniti brojne metode, ukljucujuéi susenje u peci i vakuum susenje u

pecnici ili suSenje zamrzavanjem (Lim 1 sur., 2016).

2.3.3.2.  Ekstrakcija

Cilj ovog postupka je ekstrahirati fukoidan iz stani¢nih stijenki morskih algi u teku¢i medij,
opisan kao ekstrakt fukoidana, nakon $to se uklone kruti ostaci. Prethodno obradeni uzorci morskih
algi podvrgnuti su razli¢itim tehnikama ekstrakcije. Postupci ekstrakcije mogu biti namijenjeni za
selektivno izdvajanje samo fukoidana, ali ne i alginata, ili za ekstrakciju fukoidana i alginata

zajedno, nakon Cega slijede daljnji koraci uklanjanja alginata iz fukoidana (Lim i Wan Aida, 2017).

Za ekstrakciju se moze koristiti otopina CaClz ,a mehanic¢ko mijeSanje i visoka temperatura
(70-85 °C) koriste se radi povecanja brzine ekstrakcije i otapanja fukoidana. Paralelno s tim,
alginat je polisaharid takoder topiv u vodi te se koekstrahira. U prisutnosti CaClz alginat se pretvara
u kalcijev alginat koji nije topiv u vodi te dolazi do njegovog taloZzenja (McHugh, 1987). Ovom
metodom se fukoidan selektivno ekstrahira iz uzorka morske alge. Nakon uklanjanja krutih
ostataka iz ekstrakta dobiva se relativno Cist fukoidan. Daljnji postupci izolacije provode se kada

postoji potreba za daljnjim povecanjem cistoce fukoidana.

Osim otopine CaCly, za ekstrakciju se koriste i otopine kiselina. Obi¢no se koristi

klorovodicna ili sumporna kiselina, s pH ekstrakcijskog otapala u rasponu od 1 do 3, pri visokoj
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temperaturi od 80-100 °C uz mehanicko mijeSanje. Upotreba kiselina u ekstrakciji omogucava
hidrolizu stani¢nih stijenki alge, olakSavajuéi tako ekstrakciju fukoidana. Istovremeno, kiselina ¢e
pretvoriti alginat u smedoj morskoj algi u alginsku kiselinu, koja je netopljiva u vodi (McHugh,
1987). Alginska kiselina odbacuje se zajedno s Cvrstim ostacima morske alge, ostavljaju¢i za

sobom relativno ¢ist fukoidan u ekstraktu (Lim i Wan Aida, 2017).

Druga metoda koja se koristi je metoda ekstrakcije s vodom, koju su proveli Duarte i sur.
(2001), Li i sur. (2006) i Maruyama i Yamamoto (1984). Visoke temperature (70-100 °C) s
mehani¢kim mijeSanjem koriste se za ekstrakciju polisaharida (fukoidan, alginat i laminarin) iz
smedih morskih algi. Ova metoda nije selektivna jer se ekstrahiraju sve vrste polisaharida i drugih
sastojaka topivih u vodi u morskim algama. Takav ekstrakt je niske ¢istoce te je potrebno provesti
viSe koraka izolacije. Bez obzira na tip koriStenog otapala, sve ove metode obi¢no zahtijevaju

toplinsku obradu, mehani¢ko mijeSanje i produljeno vrijeme ekstrakcije (Lim 1 sur. 2016).

2.3.3.3.  Procis¢avanje fukoidana

Postupak izolacije moze se provesti ili talozenjem fukoidana (pri ¢emu u supernatantu
zaostaju neutralni polisaharidi) ili taloZzenjem alginata (ostavljanjem fukoidana u supernatantu)
nakon ¢ega se druge necisto¢e uklanjaju dijalizom (Lim 1 Wan Aida, 2017). Lim i sur. (2016) 1
Cumashi i sur. (2007) koristili su katione deterdzenta heksadeciltrimetilamonijev bromid
(,,Cetavlon*) za taloZenje fukoidana u ekstraktu. Ideja proizlazi iz Cinjenice da je fukoidan
sulfatirani polisaharid zbog Cega je negativno nabijen (polianion). Stoga ¢e kationski deterdZenti
tvoriti soli s fukoidanom, koje su netopljive u vodi i taloze se. Ostali prisutni spojevi, poput
alginata i laminarina, su neutralni polisaharidi, stoga ne reagiraju s kationskim deterdzentima 1

ostaju otopljeni u vodi (Scott, 1965).

Nagaoka i sur. (1999) i Hemmingson i sur. (2006) za izolaciju fukoidana iz ekstrakta
dobivenog ekstrakcijom pomocu kiseline koristili su NaOH kako bi neutralizirali ekstrakt.
Neutralizacijom nastaju soli koje se zatim moraju ukloniti. Ultrafiltraciju i dijalizu proveli su u
oba istrazivanja, kako bi uklonili sol i druge necisto¢e. Nagaoka i sur. (1999) proveli su dodatne
korake za izolaciju fukoidana, gdje su koristili CaCl> i etanol za talozenje fukoidana, zatim su

ponovili dijalizu kako bi postigli vecu ¢istocu.

Nekim drugim istraziva¢ima, kao Sto su Duarte i sur. (2001) 1 Li 1 sur. (2006), koji su
ekstrakt fukoidana dobili ekstrakcijom vru¢om vodom, bili su neophodni dodatni koraci za

izolaciju fukoidana. U njihovom istrazivanju, ekstrakti fukoidana pomijesani su etanolom kako bi
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dobili 75%-tnu otopinu etanola u kojoj ¢e se polisaharidi istaloziti. Centrifugiranje omogucava
uklanjanje supernatanta, koji sadrzi ostale ne polisaharidne necistoée, ostavljajuci istalozene
polisaharide. Talog je zatim otopljen u vodi i tretiran s CaCl; kako bi se istalozili alginati, koji se
mogu ukloniti centrifugiranjem. Izolirani fukoidan u supernatantu prije suSenja prolazi kroz

dijalizu kako bi se uklonile ostale necisto¢a niske molekularne mase.

2.3.4. Nove metode za ekstrakciju polisaharida

U ovom poglavlju opisani su nedavni postupci i tehnike i alternativne aplikacije koje se
mogu Kkoristiti u budu¢im studijama kako bi se poboljsala kvaliteta 1 koli¢ina ekstrahiranog

polisaharida.

2.3.4.1.  Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija (UAE)

Ova metoda zasniva se na zvu¢nim valovima koji migriraju kroz srednje inducirajuce
promjene tlaka. U tom se procesu stvaraju kavitacije koje rastu i propadaju, pretvarajuéi zvucne
valove u mehanicku energiju, koja uzrokuje raspad stanice i stani¢ne stjenke. Metoda je
obecavajuca ne samo za ekstrakciju, ve¢ i1 za smanjenje degradacije fukoidana. Jer unos energije
kod UAE i1 ekstrakcije potpomognute mikrovalovima (MAE) moZze premasiti razinu energije koja
je potrebna za cijepanje sulfatnih estera, zbog ¢ega se preporucuje da unos potrebne energije bude
kontroliran tijekom ekstrakcije kako bi se izbjegle bilo kakve strukturne promjene na sulfatiranom
polisaharidu (Vilkhu i sur., 2008). Kadam i sur. (2015) proveli su istrazivanje u kojem ispituju
ucinkovitost ekstrakcije potpomognute ultrazvukom u usporedbi s konvencionalnim postupcima
ekstrakcije laminarina. Izvijestili su da je primjena postupka UAE dala veci prinos laminarina u

usporedbi s konvencionalnim postupcima.

2.3.4.2.  Ekstrakcija potpomognuta enzimima

Enzimi su definirani kao katalizatori koji povecavaju brzinu prevodenja supstrata do
produkta u blagim uvjetima. Za izolacija fukoidana iz morskih trava i algi, enzimi posreduju
degradaciji stani¢ne stjenke. Enzimi omogucuju ekstrakciju u umjerenim uvjetima §to omogucava
oCuvanje bioaktivnosti fukoidana (Lim i sur., 2017). Stani¢na stijenka morske alge je kemijski 1
strukturno heterogenija nego u ostalim stanicama, zbog ¢ega je za ekstrakciju potrebna primjena
dobro definirane enzimske smjese. Ugljikohidrati predstavljaju glavnu komponentu alge, ¢ineci
47% suhe mase alge. Medutim, ove se vrijednosti mogu razlikovati ovisno o sezoni branja, mjestu
sakupljanja, kao i ostalim okoliSnim utjecajima. Prema Hahn i sur., (2012) za ekstrakciju fukoidana

iz F. vesiculosus, preporuca se upotreba enzima kao $to su alginat liaza, celulaza i laminarinaza.
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Tijekom procesa ekstrakcije, oslobadaju se komponente koje imaju antioksidativno djelovanje,
poput polifenola, pa su i istrazivanja usredotocena na izolaciju takvih spojeva. Vazna prednost
metode ekstrakcije enzimima je jednostavno odvajanje fukoidana od produkata enzimske obrade
upotrebom poprecnog filtriranja ili membrana. Enzimi i sulfatirani polisaharidi se zadrzavaju na
membrani, dok se manji fragmenti stani¢ne stijenke, koje enzimi mogu inhibirati, uklanjaju

tijekom lize stanice.

2.4. EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA MIKROVALOVIMA

U novije vrijeme razvijeni su procesi potpomognuti mikrovalovima za ekstrakciju i
obnavljanje prirodnih komponenti. Za razliku od konvencionalnih procesa potpomognutih
grijanjem, ocekuje se da mikrovalno zagrijavanje smanjuje vrijeme ekstrakcije i potro$nju energije
za ekstrakciju. Upotreba dielektriénog zagrijavanja u laboratorijima, koriste¢i mikrovalove
zapoCela je kasnih 70-tih, te je prvo upotrijebljena u prehrambenoj industriji. Dielektri¢éno
zagrijavanje ovisi 0 sposobnosti materijala da apsorbira mikrovalnu energiju i pretvori je u toplinu
(Spar Eskilsson i Bjourklund, 2000). Mikrovalovi zagrijavaju cijeli volumen uzorka simultano i
ostecuju vodikove veze poticuéi rotaciju dipola. Kretanje otopljenih iona povecava penetraciju
otapala u matriks te na taj nacin potice otapanje (Spar Eskilsson i Bjourklund, 2000). Postoje dvije
vrste komercijalno dostupnih sustava mikrovalne ekstrakcije, a to su ekstrakcija u zatvorenim
posudama pri kontroliranom tlaku 1 temperaturi, te u mikrovalnim pe¢nicama pri atmosferskom
tlaku (Slika 4.) (Kaufmann i Christen, 2002). Sistem mikrovalne ekstrakcije u zatvorenim

posudama se opéenito koristi za ekstrakciju pri uvjetima niske ili visoke temperature ekstrakcije.

Tijekom konvencionalnog postupka ekstrakcije, toplinsko zracenje se vrsi izvana prema
unutra, Sto olakSava ekstrakciju. Kod ekstrakcije mikrovalovima se koristi drugaciji mehanizam
prijenosa topline, gdje energiju apsorbiraju polarne molekule. To olak$ava unutarnje grijanje i
moze omoguciti selektivno grijanje prema polaritetu komponenata u sustavu. Tijekom obrade
mikrovalovima elektromagnetski valovi se prenose kroz ekstrakcijski medij u unutrasnjost.
Polarne molekule, poput vode unutar stanica, apsorbiraju energiju i brzo se zagrijavaju uzrokujuci
porast tlaka unutar stanice. Tlak unutar stanice brzo premasuje maksimalni tlak koji stanice mogu
izdrzati, S§to dovodi do rupture stanice i oslobadanja stani¢nih spojeva, poput lipida u
ekstrakcijskom otapalu (Lim i sur., 2017). Sposobnost neke tvari da apsorbira mikrovalove
povezana je s polarnoscu, tj. materijal jace polarnosti ima bolji potencijal apsorbiranja energije
mikrovalova. Zbog toga, polaritet otapala ima velik utjecaj na u¢inkovitost ekstrakcije (Bousbia i
sur., 2009).
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Slika 4. Mikrovalni reaktor, Start S Microwave Labstation for Synthesis (Milestone, Italija)
(foto: Juri¢, 2019)

Veli¢ina Cestica 1 raspodjela veli¢ina obi¢no imaju znacajan utjecaj na ucinkovitost
mikrovalne ekstrakcije. Veli¢ine Cestica ekstrahiranih tvari su obi¢no u rasponu od 100 pm - 2 mm
(Spar Eskilsson 1 Bjorklund, 2000). Izbor otapala je u mikrovalnoj ekstrakciji jako vazan i ovisi o
topljivost zeljenog ekstrakta, o interakciji izmedu otapala i matriksa te o svojstvima otapala
odredenim dielektricnom konstantom, da upijaju mikrovalove. Obic¢no, izabrano otapalo treba
posjedovati visoku dielektricnu konstantu i moguénost dobrog upijanja energije mikrovalova
(Bousbia i sur., 2009). Otapala poput etanola, metanola i vode dovoljno su polarna da bi se mogli
zagrijati mikrovalnom energijom (Font, 1998; Brachet i sur., 2002). Temperatura je jo$ jedan
vazan faktor za mikrovalnu ekstrakciju tako da, poviSenje temperature rezultira boljim
ekstrakcijskim u¢inkom. Medutim, za ekstrakciju termolabilnih spojeva, visoke temperature mogu

uzrokovati razgradnju ekstrakata.

2.4.1. Ekstrakcija polisaharida iz algi potpomognuta mikrovalovima

Istrazivanja su pokazala da je ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima obecavajuca

......

(Vazquez-Delfin i sur., 2014; Bagherian i sur., 2011; Pan i sur., 2003; Shu i sur., 2003;). Medutim,
nedovoljno je informacija o ekstrakciji fukoidana pomoc¢u mikrovalova. Jedno od istrazivanja
(Rodriguez-Jasso i sur., 2011) gdje su ekstrahirali fukoidan pomoc¢u mikrovalova je pokazalo da

je MAE ucinkovita metoda za ekstrakciju fukoidana visokog prinosa (18,22 %) iz F. vesiculosus,
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ali kljucna svojstva kao §to su molekulska masa i bioloSke aktivnosti nisu proucavane. Yuan i
Macquarrie (2015a) u svom istrazivanju dokazuju da fukoidan moze biti uspjesno ekstrahiran iz
Ascophyllum nodosum djelovanjem mikrovalova te da je proces puno brzi usporedno s
konvencionalnom ekstrakcijom. Karakterizacija fukoidana pokazala je da ima sli¢nu strukturu i
molekularnu masu kao i fukoidan dobiven konvencionalnom ekstrakcijom. Antioksidativni testovi
pokazuju da ima jace antioksidativno djelovanje nego fukoidan dobiven konvencionalnim putem.
Dobiveni rezultati potvrduju korisnost tehnologije ekstrakcije potpomognute mikrovalovima za

uspjesnu ekstrakciju fukoidana iz smedih algi.

Nedostatak tradicionalnih metoda ekstrakcije je dugo vrijeme ekstrakcije, obi¢no u rasponu
od sata do dana, Sto moze rezultirati promjenom svojstava materijala. Ekstrakcija mikrovalovima
se posebno bavi ovim nedostatkom s ocekivanim brzim vremenima ekstrakcije. Dodatne prednosti
ekstrakcije potpomognute mikrovalovima su visoka uc¢inkovitost, mala doza otapala, dobra
selektivnost ciljnih ekstrakata 1 niska potroSnju energije. Stoga ekstrakcija potpomognuta

mikrovalovima pokazuje izraziti potencijal za industrijsku primjenu (Yang i sur., 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorak smede alge Cystoseira compressa

Istrazivanje je provedeno na uzorku smede alge Cystoseira compressa koja je izronjena na
podrucju Zadarskog arhipelaga (44° 06' 26 geografske Sirine 1 15° 13' 54* geografske duzine) u
veljaci 2018. godine. Uzorci alge najprije su isprani u slatkoj 1 destiliranoj vodi te odmah zamrznuti
na -60 °C u zamrzivacu ScanCool SCL210P (Labogene ApS, Danska) do trenutka provodenja
postupka liofilizacije. Postupak liofilizacije prethodno smrznutih uzoraka alge proveden je na
liofilizatoru CoolSafe, Model: 55-9 PRO, (Labogene, Danska). Na 6 plitica je u jednom sloju
rasporedena masa od oko 500 g smrznute alge nakon Cega je proveden postupak liofilizacije koji
je ukupno trajao 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. OsusSena alga je
pomocu elektricnog mlinca (CM 3260, Grundig, Njemacka) samljevena u prah, te je prah

pohranjen u staklenu posudu i ¢uvan u mraku na sobnoj temperaturi do provodenja ekstrakcije.

3.1.2. Kemikalije
aceton, p.a. (Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska)

e 96 %-tni etanol (Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska)

e apsolutni etanol (CARLO ERBA Reagents, Italija)

e (estilirana voda

e Folin - Ciocalteu reagens (Fisher Scientific, UK)

e bezvodni kalcijev klorid (1%-tna otopina) (Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska)
e zasiCena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)

PRIPREMA: 200 g anhidrida natrijeva karbonata (Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska) se otopi u
800 mL vruce destilirane vode, u odmjernoj tikvici volumena 1000 mL, a zatim ohladi na sobnu
temperaturu. Doda se nekoliko kristali¢a natrijeva karbonata, te se nadopuni destiliranom vodom

do oznake. Nakon 24 sata pripremljena otopina se filtrira.
e 0,2 M H2S04

PRIPREMA: 1110 pL koncentrirane 96% H2SO4(CARLO ERBA Reagents, Italija) otpipetira se
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u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni se destiliranom vodom do oznake.
e fenol (5%-tna otopina)

PRIPREMA: 5 g kristala fenola (ne stabiliziranog, proc¢iS¢enog redestilacijom) (Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka) otopi se u 100 mL destilirane vode, u odmjernoj tikvici

volumena 100 mL.

3.1.3. Aparatura
e clektri¢ni mlinac, CM3260 (Grundig, Njemacka)

e analiticka vaga, ABT 220 — 4M (Kern, Njemacka)

e vortex mijeSalica, MS2 Minishaker (IKA, Njemacka)

e spektrofotometar, UV — 1600PC (VWR International, SAD)

e magnetna mijeSalica, RT 5 (IKA, Njemacka)

e mikrovalni reaktor, Start S Microwave Labstation for Synthesis (Milestone, Italija)
e vakuum koncentrator, Savant SPD2010 (ThermoScientific, SAD)

e vodena kupelj, Rotavapor R-205 (Biichi, Svicarska)

e centrifuga, Rotofix 32A (HETTICH, Njemacka)

e liofilizator, CoolSafe, Model: 55-9 PRO (Labogene, Danska)

3.1.4. Pribor

e plasti¢na zli¢ica

e filter papir

e stakleni lijevak

e Erlenmeyerova tikvica (250 mL)
e odmjerne tikvice (100 mL)

e tikvica s okruglim dnom (50 mL)
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e laboratorijske ¢ase (25 mL, 50 mL, 100 mL 1 200 mL)
e mikropipete (100 pL, 1000 pL i 5000 pL)

e stakleni Stapic

e staklene kivete

e plasti¢ne kivete

e petrijeva zdjelica

e menzure (10 mL)

e magnetni Stapici

3.2. METODE

3.2.1. Predtretman

Postupku ekstrakcije polisaharida prethodio je postupak predtretmana uzorka alge
Cystoseira compressa, na nacin da se izvaze 2 puta po 15 g uzorka u 2 Erlenmeyerove tikvice
volumena 250 mL. Nakon toga se izmjeri 2 puta po 200 mL acetona te se prelije preko uzorka. U
tikvicu se stavi magnetni Stapi¢, zatvori se vatom 1 postavi na magnetnu mijeSalicu (brzina
mijesanja: 5) na 24 h. Nakon 24 h sadrzaj tikvice se profiltrira, a na talog se doda 200 mL 80%-
tnog etanola. Zatim se stavi magnetni Stapi¢, tikvica se zatvori vatom i ponovo postavi na
magnetnu mijeSalicu (brzina mijeSanja: 5) na 24 h. Nakon 24 h sadrZaj tikvice se filtrira i preko
taloga se prelije 200 mL zagrijanog (60 °C) 80%-tnog etanola. Stavi se magnetni Stapi¢, tikvica se
zatvori vatom 1 postavi na magnetnu mijeSalicu (brzina mijeSanja: 5) na 4 h. Nakon 4 h sadrzaj

tikvice se filtrira i talog se stavi na susenje do konstantne mase.

3.2.2. Ekstrakcija polisaharida potpomognuta mikrovalovima (MAE)

Na analitickoj vagi odvaze se 1 g predtretiranog uzorka u tikvicu okruglog dna (100 mL).
Neposredno prije mjerenja doda se 30 mL 0,2 M H2SO4 i magnetni Stapi¢. Tikvica se stavi na
postolje u ekstraktoru, spoji na zracno hladilo, na koje se spoji i vodeno hladilo. Na uredaju se
postave temperatura i vrijeme ekstrakcije prema planu eksperimenta prikazanom u Tablici 1. Zatim
se namjeste i ostali parametri - vrijeme za postizanje temperature ekstrakcije (5 minuta), mijeSanje

(75 %) te ventilacija nakon ekstrakcije (1 minuta).

19



Tablica 1. Uvjeti provodenja MAE polisaharida iz alge Cystoseira compressa

UZORAK TEMPERATURA VRIJEME
(°C) (min)
M1 40 5
M2 40 10
M3 40 20
M4 60 5
M5 60 10
M6 60 20
M7 80 5
M8 80 10
M9 80 20
M10 100 5
M11 100 10
M12 100 20

3.2.3. Konvencionalna ekstrakcija polisaharida

Konvencionalna ekstrakcija provedena je na magnetnoj mijesalici RT 5 (IKA, Njemacka)
prema parametrima prikazanim u Tablici 2. Na analitickoj vagi izvaze se 1 g predtretiranog uzorka
smede alge Cystoseira compressa u Erlenmeyerovu tikvicu. U tikvicu se doda 30 mL zagrijanog
(60 °C) 0,2 M H2SO0a4, stavi se magnetni Stapic, tikvica se zatvori vatom i postavi na magnetnu

mijeSalicu (brzina mijeSanja: 5) na 4 h.

Tablica 2. Uvjeti provodenja konvencionalne ekstrakcije polisaharida iz alge Cystoseira

compressa

OZNAKA TEMPERATURA (°C) VRIJEME (h)
K 60 4

3.2.4. Postupci nakon ekstrakcije
Nakon provedene ekstrakcije, ekstrakti dobiveni konvencionalnom ekstrakcijom i
ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima filtriraju se pod vakuumom, a talog se stavlja na

suSenje na prethodno izvaganom filter papiru (M1). Supernatant se prebaci u plasticne kivete koje
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se potom stavljaju u vakuum koncentrator (50 °C; tlak 25 torra) kako bi se koncentrirao na otprilike
10 mL. U koncentrirani ekstrakt dodaje se 20 mL 1%-tne otopine CaCl, te se smjesa ostavi u
hladnjaku 24 sata da se istaloze alginati. Nakon talozenja ekstrakti se filtriraju, ponovo
koncentriraju na otprilike 10 mL te im se dodaje dupli volumen (20 mL) apsolutnog etanola.
Promuckaju se i stavljaju u hladnjak na 4 °C preko noc¢i. Nakon centrifugiranja 15 minuta na 5500
okretaja, ekstrakti se filtriraju te se talog prebaci u prethodno izvaganu Petrijevu zdjelicu i stavlja
na suSenje do konstantne mase (Mr). Filtrat se koncentrira na vakuum koncentratoru do 10 mL. Iz
izmjerenih masa, prema formulama [1] i [2] (Rodriguez-Jasso i sur., 2011) izraCuna se prinos
fukoidana (% Fuk) i postotak degradacije alge (% DA):

% Fuk = ==*100 [1]
% DA = (*°22) + 100 2]

gdje su:
% Fuk — prinos fukoidana
Mt — masa (g) nakon taloZenja etanolom
Mo — masa alge (g) koriStena u svakom eksperimentu
% DA — postotak degradacije alge

M1 — masa alge (g) nakon ekstrakcije
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Cystoreira compressa
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Slika 5. Shematski prikaz eksperimenta
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3.2.5. Odredivanje koncentracije ukupnih ugljikohidrata

Princip metode:

Za odredivanje koncentracije ukupnih ugljikohidrata koristena je fenol — sumporna metoda
prema Dubois i sur. (1956). Princip metode je da ugljikohidrati (jednostavni $eceri, oligosaharidi,
polisaharidi i njihovi derivati) reagiraju u prisutnosti jake kiseline i topline, stvaraju derivate furana
koji se kondenziraju s fenolom te nastaju stabilni zuto-zlatni spojevi koji se mogu mjeriti

spektrofotometrijski na valnoj duljini od 490 nm (Nielsen, 2010).
Postupak rada:

U staklenu epruvetu otpipetira se 400 pL uzorka i 400 pL 5% otopine fenola te se zatim
dodaje 2 mL koncentrirane 95%-tne H2SOs. Vazno je paziti da se kiselina dodaje direktno u
epruvetu, bez diranja stijenki kako bi se postiglo dobro mijeSanje. Na isti nacin se pripremi i slijepa
proba, ali se umjesto uzorka uzima 0,2 M H2SOs. Svako mjerenje provodi se u paraleli. Sadrzaj
epruvete se promijesa na vorteksu te se epruvete stavljaju 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, 2012).

Izrada bazdarnog pravca i izracun rezultata:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 10 mg glukoze koja se otopi u 100 mL vode u
odmjernoj tikvici od 100 mL Iz tako pripremljene otopine glukoze (100 mg L) rade se razrjedenja
koncentracija 20, 40, 60 i 80 mg L. Od svakog razrjedenja otpipetira se 400 pL i postupa po
propisu za odredivanje ukupnih ugljikohidrata. 1z izmjerenih vrijednost apsorbancija nacrta se

baZdarni pravac ¢ija jednadzba [3] glasi:
y = 0,0092x + 0,0149 [3]
R?=0,9938
gdje je:
y — apsorbancija pri 490 nm

x — koncentracija otopine glukoze (mg L)
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3.2.6. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Princip metode:

Odredivanje koncentracije ukupnih fenola provodilo se spektrofotometrijskom metodom
koja se temelji na oksidaciji fenolnih skupina dodatkom Folin — Ciocalteu reagensa i nastajanjem
obojenog produkta. Folin—Ciocalteau reagens (smjesa fosfovolframove i fosfomolibden kiseline)
reagira s fenoksid ionom iz uzorka prilikom ¢ega se fenoksid — ion oksidira, a Folin — Ciocalteau
reagens reducira do plavo obojenih volframovih i molibdenovih oksida. 1zmjereni intenzitet
nastalog obojenja pri valnoj duljini 765 nm je direktno proporcionalan koncentraciji fenola
(Shortle i sur., 2014).

Postupak rada:

U staklenu epruvetu otpipetira se 100 pL ekstrakta, 200 pL Folin Ciocalteu reagensa i 2
mL destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL 20 % — tne zasi¢ene otopine natrijeva karbonata
1 promijeSa pomocu vortexa. Nakon termostatiranja u vodenoj kupelji 25 min na 50 °C, na
spektrofotometru (UV-1600PC, VWR International, SAD) se mjeri apsorbancija pri 765 nm. Na
isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto uzorka uzima otapalo. 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 se destiliranom vodom do oznake. Iz
tako pripremljene otopine galne kiseline rade se razrjedenja koncentracija 50, 100, 150, 250 1 500
mg L. Od svakog razrjedenja otpipetira se 100 uL i postupa po propisu za odredivanje ukupnih

fenola. Iz izmjerenih vrijednost apsorbancija nacrta se bazdarni pravac ¢ija jednadzba [4] glasi:
y =0,0035 * x [4]
R?=0,9995
gdje je:
y — apsorbancija pri 765 nm

x — koncentracija galne kiseline (mg L)
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Dobivene masene koncentracije (mg L™) preradunate su i izraZzene kao mg ekvivalenta galne

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

3.2.7. 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 i, u odredenoj mjeri, o tipu spektrofotometra koji se koristi
(Lichtenthaler i Buschmann, 2005).

Postupak odredivanja:

Kvantitativno odredivanje pigmenata u acetonskom ekstraktu provedeno je
spektrofotometrom pri sljede¢im valnim duljinama: 644,8 1 661,6 nm za klorofil a i b te 470 nm
za karotenoide. Pripremljene ekstrakte potrebno je razrijediti direktno u kivetama pomocu acetona.
Svako mijerenje provedeno je u paraleli. Kao slijepa proba upotrijebljen je aceton. Apsorbanciju
slijepe probe potrebno je oduzeti od apsorbancije uzorka te se tako dobivena vrijednost koristi za
izracunavanje kona¢nog rezultata. Udjeli klorofila a i b te ukupnih karotenoida racunaju se prema

sljede¢im jednadzbama (Lichtenthaler i Buschmann, 2005; Sumanta i sur., 2014):

Ca (Mg ML) = 11,24 Ager6— 2,04A6a48 [5]
Cob (Mg mLY) = 20,13 Asaas— 4,19 Assis [6]
Cx+) (Mg ML) = (1000A470 — 1.9C4 —63,14Cy)/214 [7]

gdje je:
A = apsorbancija
Ca = klorofil a
Co = klorofil b

Cx+c) = karotenoidi (ksantofili + karotenoidi)

25



3.2.8. Odredivanje udjela suhe tvari
Postupak odredivanja:

U osusenu aluminijsku posudicu stavi se oko 5 g kvarcnog pijeska i stakleni Stapié, te se
susi u suSioniku na 105°C u trajanju od 60 minuta sa skinutim poklopcem. Nakon susenja posudica
se s polu poklopljenim poklopcem hladi u eksikatoru a zatim se izvaze s to¢nos$¢u od + 0,0002 g.
U ovako pripremljenu posudicu izvaze se 2,5 g uzorka alge s to¢noscu + 0,0002 g i pomocu
staklenog Stapica dobro se izmijeSa s kvarcnim pijeskom. Zatim se posudica s uzorkom stavi u
suSionik zagrijan na 105°C + 0.5 °C i zagrijava 60 minuta sa skinutim poklopcem. Nakon hladenja
u eksikatoru 1 vaganja, susenje se nastavlja sve dok razlika nakon dva uzastopna susenja u razmaku

od pola sata ne bude manja od 0,001 g. Vaze se s to¢nosc¢u 0,0002 g.
Izracunavanje

Nakon hladenja u eksikatoru, posudice se vazu te se vrsi proraun za ukupnu suhu tvar

pomocu sljedece formule:
Suha tvar (%) = (m2- mo) / (m1-mo) x100 [8]

3.2.9. Statisticka obrada rezultata

Eksperimentalni dizajn (Tablica 1.) te statisticka obrada podataka provedeni su programom
Statistica 8 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD). Zavisne varijable bile su: % DA, % Fuk i
koncentracija ukupnih ugljikohidrata (mg g?) te je ispitivan utjecaj neovisnih varijabli: a)
temperatura (40, 60, 80 i 100 °C), b) vrijeme (5, 10 i 20 minuta). Kontinuirane varijable analizirane
su pomoc¢u multivarijantne analize varijance (MANOVA) dok je viSestruko usporedivanje
provedeno Tukey LSD testom viSestrukog usporedivanja. Razina znacajnosti za sve testove je bila

o <0,05.

26



4. REZULTATI | RASPRAVA

Sulfatirani polisaharidi iz smedih algi mogu se ekstrahirati vru¢om vodom, razrijedenom
kiselinom ili razrijedenom luzinom, koristec¢i veliku koli¢inu otapala i dugo vrijeme ekstrakcije. U
ovom istrazivanju provedena je konvencionalna ekstrakcija polisaharida iz smede alge Cystoseira
compressa na magnetnoj mijesalici gdje je kao otapalo koristeno 30 mL 0,2 M sumporne kiseline,
na temperaturi od 60 °C i vremenu od 4h te ekstrakcija polisaharida potpomognuta mikrovalovima
(MAE) gdje je koriSteno isto otapalo pri razli¢itim temperaturama (40-100 °C) i vremenima
ekstrakcije (5-20 min). Na temelju prethodno provedenog istrazivanja u kojem je istrazen utjecaj
razli¢itih otapala (H20, 0,1 M HCI, 0,2 M HCI, 0,1 M H2SO4 i 0,2 M H2SO3) i razli¢itih volumena
(15130 mL) navedenih otapala, na ekstrakciju polisaharida iz smede alge Cystoseira compressa,
odabrani su parametri za ovo istrazivanje. Primjenom 0,2 M H2SO4 i volumena od 30 mL dobiveni
su najveci prinosi fukoidana neovisno o metodi ekstrakcije (konvencionalna metoda i MAE) te je

iz tog razloga kao otapalo u ovom radu odabrana 0,2 M H2SO4 u volumenu od 30 mL.

Tablica 3. Rezultati mjerenja % DA, % Fuk i koncentracije ukupnih ugljikohidrata ekstrakata
polisaharida dobivenih konvencionalnom ekstrakcijom (K) i MAE (M1-M12) pri razli¢itim

temperaturama i vremenima ekstrakcije

y Ukupni
Uzorak Temperatura an_eme % DA % Fuk ugljikohidrati
(°C) (min)

(mg g)

M1 40 5 19,28 + 0,06 9,23+0,01 7,73+0,35

M2 40 10 19,54 + 0,03 8,63+0,04 7,66 +£0,21

M3 40 20 18,98 + 0,07 6,48 £ 0,03 9,72+0,11

M4 60 5 14,00 + 0,07 6,65+ 0,03 8,74+ 0,38
M5 60 10 18,59 + 0,04 5,63+0,03 13,02+ 0,31
M6 60 20 17,40 + 0,06 10,75+ 0,06 14,86 + 0,95
M7 80 5 20,76 £ 0,01 13,19+ 0,03 10,79+ 0,28
M8 80 10 21,57 £ 0,07 11,86 £ 0,04 9,94+0,12
M9 80 20 21,74+ 0,03 13,79+ 0,03 9,89+0,23
M10 100 5 21,59+ 0,06 16,19+ 0,04 16,07 + 0,23
M11 100 10 27,74 £ 0,06 15,06 + 0,06 14,35+ 0,34
M12 100 20 31,57 £ 0,07 14,22 £ 0,01 18,28 + 0,09
K 60 4 h 39,03 £0,03 24,47 0,03 73,15+ 1,97
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Odreden je stupanj degradacije alge (% DA), prinos fukoidana (% Fuk) 1 koncentracija

ukupnih ugljikohidrata (mg g*) te su navedeni rezultati prikazani u Tablici 3. U Tablici 4. prikazan

je utjecaj vremena i temperature mikrovalne ekstrakcije, te njihov kombinirani utjecaj, na % DA,

% Fuk 1 koncentraciju ukupnih ugljikohidrata. Svi parametri su pojedina¢no i kombinirano

statisti¢ki znacéajni (p < 0,05).

Tablica 4. Utjecaj temperature i vremena ekstrakcije na % Fuk, % DA i prinos ugljikohidrata

N % DA % Fuk Ugljikohidrati (mg g%)
Temperatura (°C) p <0,007 p <0,007 p <0,007
40 6 19,27 +0,02° 08,11 +0,02> 08,37 + 0,15
60 6 16,66 +0,02¢ 07,68+0,028 12,21 +0,15°
80 6 21,36+0,02° 12,95+0,02° 10,21 +0,15°
100 6 26,97 +0,02* 15,16+0,02¢ 16,23 +0,15°
Vrijeme (min) p <0,007 p <0,007 p <0,007
5 8 1891+0,02¢ 11,32+0,01° 10,83 +0,13?
10 8 21,86+0,02° 10,30+0,01* 11,24+0,13?
20 8 2242+0,02% 11,31+0,01° 13,19+0,13"
Temperatura (°C); vrijeme (min) p <0,007 p <0,007 p <0,007
40; 5 2 19,28 +0,04" 09,23+0,03° 07,73 + 0,26
40; 10 2 19,54+0,04° 08,63+0,03¢ 07,66+ 0,26
40; 20 2 18,98+0,049 06,48 +0,03° 09,72 +0,26*"
60; 5 2 14,00+0,04 06,65+0,03° 08,74 + 0,262
60; 10 2 18,59+0,04" 05,63+0,03* 13,02+ 0,26
60; 20 2 17,40+0,04' 10,75+0,03" 14,86 +0,26%¢
80; 5 2 20,76 +0,04% 13,19+0,03" 10,79 +0,26P¢
80; 10 2 2157+0,04° 11,86+0,039 09,94 + 0,262
80; 20 2 21,74+0,04° 13,79+0,03" 09,89 + 0,26%"
100; 5 2 21,59+0,04° 16,19+0,03" 16,07 +0,26%¢
100; 10 2 27,74+0,04° 1506+ 0,03 14,35+ 0,26°¢
100; 20 2 3157+0,04* 14,22+0,03 18,28 +0,26°
Prosjecna vrijednost 24 21,06 10,97 11,75

Biljeska. Vrijednosti s razli¢itim slovom su statisti¢ki znacajne kod p < 0,05.

*Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska.

T Statisticki znacajni parametar kod p < 0,05.
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Iz Tablice 4. je vidljivo da je prosjecna vrijednost degradacije alge iznosila 21,06 % a
prinos fukoidana 10,97 %. Ovi rezultati u suglasju su i s rezultatima koje su objavili Yuan i
Macquarrie (2015a) koji su odredivali udio fukoidana, alginata i ukupnih ugljikohidrata u smedoj
algi Ascophyllum nodosum kojima je prosje¢na vrijednost za degradaciju alge iznosila 21,44 %, a
prinos fukoidana bio je 14,09 %. Prosje¢na vrijednost ukupnih ugljikohidrata u ovom istrazivanju
iznosila je 11,75 mg g. Medutim, Yuan i Macquarrie (2015a) dobili su puno veéu prosje¢nu
vrijednost koncentracije ukupnih ugljikohidrata od 39,64 mg g. Navedena razlika moze biti
posljedica koriStenja razli¢ite vrste alge i razli¢ite metode ekstrakcije. Yuan i Macquarrie (2015b)
u svom drugom istrazivanju na istoj algi Ascophyllum nodosum proveli su ekstrakciju
potpomognutu mikrovalovima pri temperaturi ekstrakcije u rasponu od 90 °C do 150 °C te
vremenu ekstrakcije od 5 do 30 min. Prosje¢na vrijednost prinosa fukoidana iznosila je 11,97 %,
dok je prosje¢na vrijednost ostatka alge nakon ekstrakcije iznosila 39,47 %, Sto znaci da je
degradacija alge iznosila oko 60 %. Prinos fukoidana u skladu je s naSim rezultatima dok je
degradacija alge puno veéa u njihovom istrazivanju, §to moze biti rezultat koristenja puno vise

temperature ekstrakcije koja doseze i do 150 °C dok je nasa maksimalna temperatura 100 °C.

4.1. USPOREDBA KONVENCIONALNE EKSTRAKCIJE | EKSTRAKCIJE
MIKROVALOVIMA
Metode ekstrakcije utjecu na kemijsku strukturu 1 biolosku aktivnost polisaharida (Dong 1
sur., 2016; Zhu 1 sur., 2016). Konvencionalna ekstrakcija kao otapala najces¢e koristi vodu ili
kiseline. Medutim, ova metoda pokazala je 1 brojne nedostatke kao $to su: visoka temperatura
ekstrakcije, dugo vrijeme ekstrakcije 1 velika potroSnja otapala i energije. Ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima, kao jedna od najucinkovitijih i "najzelenijih" metoda bi mogla
prevladati nedostatke konvencionalnih metoda (Cheng i sur., 2015; Felkai-Haddache i sur., 2016;
Zhu i sur., 2016). Zagrijavanje mikrovalovima je brZa i u€inkovitija metoda za obradu biomase,
jer ima dobre performanse pri ekstrakciji biomase te procesima hidrolize i pirolize (Macqurrie i
sur., 2012; Rodriguez-Jasso i sur., 2011). Ekstrakcija mikrovalovima se pokazala kao obecavajuca
metoda za izoliranje aktivnih sastojaka iz morskih algi (Tsubaki i sur, 2016; Yuan & Macquarrie,
2015).

Usporedbom rezultata konvencionalne ekstrakcije polisaharida i prosje¢nih vrijednosti
ekstrakcije polisaharida potpomognute mikrovalovima mozemo primijetiti da su primjenom
mikrovalova postignuti bolji rezultati za degradaciju alge. Degradacija alge manja je pri ekstrakciji
mikrovalovima gdje prosjecna vrijednost iznosi 21,06 % dok je znatno veca pri ekstrakciji

konvencionalnom metodom gdje iznosi 39,03 %. Prinos fukoidana ekstrakcijom mikrovalovima
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iznosi 10,97 % dok je s konvencionalnom ekstrakcijom dobiven visi prinos od 24,47 %.
Konvencionalnom ekstrakcijom postignuta je koncentracija ukupnih ugljikohidrata od 73,15 mg
g koja je znatno veca nego kod ekstrakcije potpomognute mikrovalovima gdje iznosi samo 11,75
mg g*. Glavna razlika u parametrima izmedu ovih dviju metoda je razlika u vremenu ekstrakcije,
koje kod konvencionalne metode iznosi 4 sata, dok je vrijeme kod ekstrakcije mikrovalovima u
rasponu od 5 do 20 min. Iz rezultata se moze zakljuciti da krace vrijeme ekstrakcije kod metode
mikrovalovima pogoduje manjoj degradaciji alge, dok duze vrijeme kod konvencionalne metode
osigurava bolji prinos ukupnih ugljikohidrata i fukoidana. Ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima uspjeSno se primjenjuje za ekstrakciju bioloski aktivnih komponenti iz Sirokog
spektra prirodnih resursa. Ekstrakcija komponenti je selektivnija i brza, sa sli¢nim ili boljim
prinosima u usporedbi s konvencionalnom ekstrakcijom, koriste¢i manju koli¢inu energije 1
otapala, zbog ¢ega je ekoloski prihvatljivija metoda (Bélanger i Paré, 2006; Aguilar i Teixeira,
2010). Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima za ekstrakciju polisaharida iz algi je do sada
koriStena u samo nekoliko istrazivanja (Ren i sur., 2017; Yuan i Macquarrie, 2015; Rodriguez-

Jasso i sur., 2011;).

S obzirom na prinos fukoidana rezultati ovog istrazivanja razlikuju se od rezultata koje su
dobili Yuan i Macquarrie (2015a) usporedbom konvencionalne ekstrakciju i MAE na algi
Ascophyllum nodosum. U spomenutom istrazivanju, prinos fukoidana konvencionalnom
ekstrakcijom iznosio je 20,98 % (3 - 3h pri 70 °C), §to je vise od metode potpomognute
mikrovalovima gdje je prinos od 16,08 % dobiven nakon 15 minuta na 120 °C. No u obzir se treba
uzeti vrijeme ekstrakcije, koje je kod ekstrakcije mikrovalovima iznosilo 15 min dok je
konvencionalna ekstrakcija trajala 9 h. Rezultati njihovog istrazivanja pokazali su da se fukoidan
moze ekstrahirati iz Ascophyllum nodosum tehnikom MAE u puno kraéem vremenskom periodu
u usporedbi s konvencionalnom metodom ekstrakcije no prinos ekstrahiranog fukoidana je ipak
nesto nizi. Karakterizacija fukoidana pokazala je da su fukoidani dobiveni MAE na 90 °C imali
slican sastav i molekularnu teZinu kao i oni dobiveni konvencionalnom metodom. Stovise,
antioksidativni testovi pokazali su da fukoidani dobiveni mikrovalovima imaju jace reducirajuce
djelovanje i vecu antioksidativnu aktivnost od onih dobivenih konvencionalnom ekstrakcijom.
Takvi rezultati dokazuju kako je MAE dobar izbor za uspjesnu ekstrakciju fukoidana. Rodriguez-
Jasso 1 sur. (2011) u svom istrazivanju Zeljeli su utvrditi najbolje uvjete za MAE kako bi dobili
optimalne rezultate za ekstrakciju fukoidana iz smede alge Fucus vesiculosus. Kao optimalne
uvjete navode vrijeme od 1 min i volumen otapala 25 mL, kada je prinos fukoidana iznosio 18,22

% S§to je puno veca vrijednost u usporedbi s vrijednostima za konvencionalnu ekstrakciju pri
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temperaturama izmedu 25 1 70 °C i vremena od 2 do 6 h koje su dobili u svojim istrazivanjima

Navarro i sur., (2007); Duarte i sur., (2001); Zvyagintseva i sur., (1999).

4.2. UTJIECAJ TEMPERATURE EKSTRAKCIJE NA % Fuk, % DA |
KONCENTRACIJU UKUPNIH UGLJIKOHIDRATA

Povecanje temperature ekstrakcije smanjuje viskozitet otapala i ubrzava kretanje molekula,
ubrzavajuéi prijenos mase unutarstanicnih tvari iz stanice (Tsubaki i sur., 2016). Medutim, viSa
temperatura moze uzrokovati degradaciju nekih temperaturno osjetljivih komponenti, $to rezultira
smanjenim prinosom (Chen i sur., 2015). Polisaharidi se ve¢inom ekstrahiraju na visokim
temperaturama, jer nisu izrazito temperaturno osjetljivi, a prinos je znatno bolji. Long i sur., (2019)
zakljucili su da vece temperature ekstrakcije povecavaju otapanje polisaharida, §to rezultira ve¢im

prinosom te da temperatura ekstrakcije utjece na strukturu i sadrzaj vlage frakcijskih polisaharida.

U ovom istrazivanju za ekstrakciju polisaharida iz smede alge Cystoseira compressa
primjenom MAE koriStene su temperature od 40, 60, 80 1 100 °C te je istrazen njihov utjecaj na %
Fuk, % DA i koncentraciju ukupnih ugljikohidrata. Prema rezultatima iz Tablice 2. mozemo vidjeti
da je temperatura bila statisticki znac¢ajan parametar za % Fuk, % DA 1 koncentraciju ukupnih

ugljikohidrata.

4.2.1. Utjecaj temperature ekstrakcije na prinos fukoidana (% Fuk)

Iz Tablice 2. primje¢ujemo da se prinos fukoidana znafajno povecava s povecanjem
temperature od 40 do 100 °C. Najvisi prinos fukoidana dobiven je pri 100 °C 1 iznosi 15,16 %, a
najniZa vrijednost od 7,68 % dobivena je pri temperaturi od 60 °C. Ren i sur. (2017) istraZivali su
utjecaj temperature ekstrakcije na prinos polisaharida iz smede alge Sargassum thunbergii. Prinos
polisaharida se povecao s povecanjem temperature ekstrakcije od 10 do 70 °C. Kada se
temperatura ekstrakcije povecala iznad 70 °C doSlo je do neznatnog smanjenja prinosa
polisaharida. Rezultati istrazivanja Yuan i Macquarrie (2015a) pokazuju porast prinosa fukoidana
s 14,09 % na 16,08 %, porastom temperature od 90 °C do 120 °C, no povecanjem temperature na
150 °C, prinos fukoidana pada na 6,98 %. ViSa temperatura poboljSava difuziju otapala u
unutrasnjost biljnog materijala i1 izdvajanje Zeljenih komponenata ¢ime se postize bolji
ekstrakcijski u¢inak. Medutim svaka tvar ima svoju gornju temperaturnu granicu iznad koje dolazi
do razgradnje (Veggi i sur., 2013). Hu i sur., (2019) koristili su MAE za ekstrakciju polisaharida
iz Camptotheca acuminata voca te je prinos polisaharida porastao na maksimalno 8,50 % na 70
°C. Kada se temperatura povecala iznad 70 °C, prinos se lagano smanjio na 8,11 % pri 90 °C.

Stoga su zakljucili da je optimalan temperaturni raspon za ekstrakciju od 60 do 80 °C.
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4.2.2. Utjecaj temperature ekstrakcije na postotak degradacije alge (% DA)

Pozeljna je Sto manja degradacija alge pri ekstrakciji, stoga je najveca vrijednost % DA
ujedno i najmanje pozeljna. Pri temperaturi od 100 °C degradacija alge bila je najveca i iznosila
je 26,97 % dok je najmanja degradacija alge bila pri 60 °C i iznosila je 16,66 %. Dobiveni rezultati
su u skladu s onima koje su dobili Yuan i Macquarrie (2015a) kod kojih je na nizoj temperaturi od
90 °C degradacija alge bila 50%, na 120 °C oko 60 % i na 150 °C oko 70 % $to pokazuje da Sto
je veca temperatura ekstrakcije, viSe alge je degradirano. S obzirom na ovaj aspekt te strukturnu i
kemijsku sloZenost sulfatiranih polisaharida. Rodriguez-Jasso i sur. (2011) u svom istrazivanju su
koristili MAE za ekstrakciju fukoidana iz smede alge Fucus vesiculosus te su o¢ekivali da ¢e do¢i
do degradacije alge. U navedenom radu energija mikrovalova bila je kontrolirana parametrom
tlaka, jer je jedan od najcescih problema zagrijavanja mikrovalnim poljima mjerenje temperature
koje je cesto komplicirano zbog prisustva elektromagnetskog polja visokog intenziteta. Prikazali
su strukturu algi prije i poslije ekstrakcije potpomognute mikrovalovima pri optimalnim uvjetima.
Na slici s neobradenim uzorkom prikazane su zatvorene stanice i grube povrsine, koje su nakon
ekstrakcije potpomognute mikrovalovima (tlak 120 psi, vrijeme 1 min, temperatura 70 °C)
uglavnom unis$tene. Pri blaZzim uvjetima tlaka od 30 psi uocena je manja degradacija strukture alge.
Struktura alge nakon ekstrakcije pod visokim tlakom i temperaturom od 70 °C bila je vrlo hrapava
povrSina s puno Supljina, §to sugerira da je mikrovalno zracenje utjecalo na uniStavanje

kutikularnog sloja, §to su primijetili i drugi autori (Chen i sur., 2005).

4.2.3. Utjecaj temperature ekstrakcije na koncentraciju ukupnih ugljikohidrata

NajniZa koncentracija ukupnih ugljikohidrata zabiljeZena je pri 40 °C te iznosi 8,37 mg g
! Najvisa koncentracija ugljikohidrata od 16,23 mg g’ dobivena je pri najvisoj temperaturi od 100
°C. Da prinos ugljikohidrata raste s povecanjem temperature zakljucili su u svom istraZzivanju i
Yuan i Macquarrie (2015a) koji su primjenom ekstrakcije potpomognute mikrovalovima u trajanju
od 5,15 i 30 min dobili koncentracije ukupnih ugljikohidrata od 20 mg mL™ pri 90 °C, oko 30 mg
mL* na 120 °C te 40-75 mg mL™ na 150 °C.

4.3. UTJECAJ VREMENA EKSTRAKCIJE NA % Fuk, % DA | KONCENTRACIJU
UKUPNIH UGLJIKOHIDRATA

Duza ekstrakcija znaci 1 vecu koli¢inu ekstrahirane tvari, ali i ve¢u moguénost razgradnje

bioaktivnih spojeva zbog ¢ega je izrazito vazno odrediti optimalno vrijeme ekstrakcije (Favretto,

2004). Osim interakcije s temperaturom, snaga mikrovalova moze djelovati i na vrijeme

ekstrakcije. Preveliko izlaganje mikrovalovima, ¢ak i na niskoj snazi, rezultirat ¢e smanjenim

ucinkom ekstrakcije zbog gubitka kemijske strukture aktivnih sastojaka. Kako bi se izbjegao rizik
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od temperaturne degradacije i1 oksidacije, ekstrakcijsko vrijeme ekstrakcije mikrovalovima obi¢no
varira od nekoliko minuta do pola sata (Chan i sur., 2011). KoriStena su vremena od 5, 10 i 20
minuta, te se pratio utjecaj vremena na prinos fukoidana, degradaciju alge te koncentraciju ukupnih

ugljikohidrata. Pokazalo se da je parametar vremena znacajan za sve tri varijable.

4.3.1. Utjecaj vremena ekstrakcije na prinos fukoidana (% Fuk)

Vrijeme ekstrakcije, uz temperaturu, drugi je parametar koristan pri optimizaciji
ekstrakcije polisaharida mikrovalovima. Vrijeme od 10 min rezultiralo je najmanjim prinosom
fukoidana od 10,30 %. Prinosi fukoidana dobiveni ekstrakcijom od 5 i 20 min statisti¢ki su
znacajno veci nego ekstrakcijom od 10 min, ali se njithove medusobne vrijednosti (11,32 %1 11,31
%) statisti¢ki ne razlikuju. Ren i sur. (2017) istrazivali su utjecaj vremena ekstrakcije na prinos
polisaharida iz alge Sargassum thunbergii. Ustanovili su da se prinos polisaharida zna¢ajno
povecao s povecanjem vremena ekstrakcije od 10 do 20 min. Kada se vrijeme ekstrakcije povecalo
iznad 20 min., prinos nije znacajno porastao. Takvi rezultati podrazumijevaju da prekomjerno
vrijeme ekstrakcije dovodi do degradacije polisaharida (Cheng i sur., 2015), te je kao optimalno
vrijeme za ekstrakciju odabrano 20 min. Hu i sur. (2019) koristili su MAE za ekstrakciju
polisaharida iz Camptotheca acuminata voca, te su ustanovili da je vrijeme ekstrakcije bitan
¢imbenik u ekstrakciji polisaharida. Prinos polisaharida rastao je rapidno u prvih 15 min, s
maksimumom na 15 min, te ostao na 8,53 % i 8,55 % na 20 i 25 min. Prema dobivenim rezultatima
vremenski raspon od 10 do 20 min odabran je kao najbolji za naknadne eksperimente. Rodriguez-
Jasso 1 sur. (2011) su kao parametre za ekstrakciju fukoidana koristili razli¢ite uvjete tlaka (30-
120 psi), vrijeme ekstrakcije (1-31 min) i omjer alge/otapala (1/25 do 5/25 g mL™1). U njihovom

istrazivanju vrijeme nije imalo znac¢ajan utjecaj na prinos fukoidana.

4.3.2. Utjecaj vremena ekstrakcije na postotak degradacije alge (% DA)

Najvecu degradaciju alge od 22,42 % uzrokovala je ekstrakcija u trajanju od 20 min.
Vremena od 5 1 10 min rezultirala su vrijednostima od 18,91 % i 21,86 %. Najduze vrijeme
uzrokovalo je najvecu degradaciju alge dok je najkrace vrijeme najmanje utjecalo na algu. Yuan i
Macquarrie (2015a) dobili su sli¢ne rezultate, gdje su racunali postotak alge koji je ostao nakon
ekstrakcije. Vidljivo je da se povecanjem vremena od 5 do 30 minuta postotak alge koja je
preostala smanjuje (od 41,29 % do 36,21 %), Sto znaci da se postotak degradacije alge povecava s

vremenom ekstrakcije, $to je u skladu s nasim rezultatima.

Prema Chen 1 sur., (2005) razli¢ite metode ekstrakcije uzrokuju razlicite fizikalne promjene

na uzorcima. Proucavali su utjecaj konvencionalne ekstrakcije na degradaciju strukture zacina
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Solanum nigrum kao i utjecaj ekstrakcije potpomognute mikrovalovima. Neobradeni uzorak imao
je zatvorene stanice 1 vrlo grubu povrSinu. Nakon konvencionalne ekstrakcije pri 90 © C u trajanju
od 5 sati, primijetili su da su stanice i stani¢ne stijenke nejednako degradirane. Neke stanice su
otvorene i prazne dok su druge netaknute. Rezultati nakon ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima znatno su se razlikovali od rezultata nakon konvencionalne metode. Nakon
tretiranja mikrovalovima u trajanju 3 min stanice izgledaju iznenada Sokirane i stanicne stijenke
su iskrivljene. Takoder je vidljivo da su gotovo sve stanice otvorene i prazne. Povecanjem vremena
ekstrakcije do 15 min stanice se dodatno mijenjaju. Stani¢ne stijenke su potpune razorene i oblik
stanice nije usporediv s poetnim prije tretiranja. Istovremeno zagrijavanje matriksa i otapala
rezultira ubrzanim rastom temperature. Rezultati navedenog istrazivanja sugeriraju da mikrovalno
zraCenje ima mo¢ unistavanja kutikularnog sloja stanice. A kad lokalizirano pregrijavanje premasi
kapacitet za Sirenje stanica, njihovo puknuce je brze od onog kod konvencionalne ekstrakcije 1

uzrokuje oslobadanje aktivnije komponente.

4.3.3. Utjecaj vremena ekstrakcije na koncentraciju ukupnih ugljikohidrata

Prema rezultatima iz Tablice 3. mozemo vidjeti da nema statisticke razlike izmedu
koncentracija ugljikohidrata od 10,83 mg g* 11,24 mg g* pri vremenu ekstrakcije od 5 i 10 min.
Dok pri vremenu ekstrakcije od 20 min dolazi do odredenog povecanja koncentracije ukupnih
ugljikohidrata na 13,19 mg g. Prema istraZivanju Yuan i Macquarrie (2015a) razlike u vremenu
ekstrakcije imaju utjecaj na prinos ugljikohidrata. Koristili su vremena od 5, 15 i 30 min te su
zabiljezili da pri vremenu od 5 min koncentracija ukupnih ugljikohidrata ne prelazi 45 mg mL™,

dok se pri vremenu ekstrakcije od 30 min prinos poveéava i do 80 mg mL™.

4.4. UTJECAJ KOMBINACIJE VREMENA | TEMPERATURE NA % Fuk, % DA |
KONCENTRACIJU UKUPNIH UGLJIKOHIDRATA
Kombinacijom parametara vremena 1 temperature ekstrakcije moguce je utvrditi idealne
uvjete za ekstrakciju. Najmanja degradacija alge dobivena je pri 60 °C i 5 min dok se povec¢anjem
temperature degradacija povecavala. Prinos fukoidana bio je najveci pri temperaturi od 100 °C 1
vremenu od 5 minuta, §to je u suglasnosti s rezultatima Rodriguez-Jasso i sur. (2011) koji su
najvedi prinos fukoidana od 18,22 % dobili pri 70 °C i vremenu od 1 min. Zakljucili su da je
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima pri optimalnim reakcijskim uvjetima u¢inkovita metoda
za ekstrakciju fukoidana iz smede alge Fucus Vesiculos te da je potrebno kratko vrijeme
ekstrakcije 1 upotreba ne korozivnih otapala, §to rezultira smanjenjem troSkova u usporedbi s
konvencionalnom metodom. Koncentracija ukupnih ugljikohidrata najveca je pri najvisSim

vrijednostima temperature i vremena: 100°C i 20 min. Rodriguez-Jasso i sur. (2011) su kao
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parametre za ekstrakciju fukoidana koristili razlicite uvjete tlaka (30-120 psi), vrijeme ekstrakcije
(1-31 min) i omjer alge/otapala (1/25 do 5/25 g mL™). U svom radu navode kako razligite
vrijednosti tlaka odgovaraju razli¢itim temperaturama. Tako vrijedi: 30 psi =122 °C, 75 psi =152
°C 1 120 psi =172 °C. Njihov zakljucak je da tlak i1 vrijeme ekstrakcije nisu pokazali znacajne
ucinke za prinos fukoidana, ali interakcija tih varijabli bila je vrlo znacajna. Kao posljedica, buduci
da je interakcija izmedu tlaka i vremena reakcije imala negativan ucinak na prinos fukoidana, moze
se zakljuciti da upotreba nizih reakcijskih vremena pogoduje ekstrakciji fukoidana. Najveci prinos
fukoidana (18,22 %) dobiven je kada je najvisi tlak tj. najvisa temperatura (120 psi=172 °C) 1
najkrace vrijeme ekstrakcije (I min) Sto se podudara s nasim rezultatima. U naSem istrazivanju
najveci postotak degradacije alge bio je pri maksimalnim uvjetima temperature i vremena 100 °C
i 20 min te je iznosio 31,57 %, dok je najmanja degradacija alge od samo 14 % bila pri 60 °C i 5
min. Ovi rezultati su u skladu s onima koje su dobili Rodriguez-Jasso i sur. (2011) gdje je najveci
postotak degradacije (67,98 %) isto pri maksimalnim uvjetima temperature i vremena od 172 °C i
31 min. Najve¢i prinos ugljikohidrata isto je postignut pri 100 °C i 20 min. te je iznosio 18,28 mg
gt dok su Rodriguez-Jasso i sur. (2011) dobili najveéi prinos od 27,62 mg/100 mg alge pri najvisoj

temperaturi od 172 °C i najmanjem vremenu od 1 min.

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima podrazumijeva prodiranje energije mikrovalova
u uzorak, te nastaje toplina kao posljedica molekularnog trenja nastalog dipolnom rotacijom
polarnog otapala. Stoga zagrijavanje u kratkom vremenskom periodu uzrokuje ucinkovito
raspadanje stanice koja onda otpusta svoj sadrzaj otapalu, $to najviSe pogoduje prinosu fukoidana
koji je optimalan pri najvecoj temperaturi i najnizem vremenu. PoveCanjem vremena s
temperaturom dolazi do sve vece degradacije alge, Sto nije pozeljno, dok s druge strane najvise
koncentracije ukupnih ugljikohidrata su upravo pri najviSim uvjetima temperature i vremena jer

ugljikohidrati nisu osjetljivi na visoke temperature.

4.5. ANALIZA EKSTRAKTA IZ PREDTRETMANA

Postupak predtretmana koji je proveden na pocetku eksperimenta, sluzi tome da se uklone
tvari poput lipida, terpena, fenola i pigmenata. Uklanjanjem takvih komponenti olakSava se sama
ekstrakcija polisaharida. Nakon $to smo predtretmanom uklonili tvari koje bi mogle smetati
ekstrakciji polisaharida, filtrat smo iskoristili kako bi u njemu odredili koncentracije ukupnih
fenola i pigmenata koje nasa alga sadrzi. Proveli smo odredivanje klorofila a, klorofila b i ukupnih
karotenoida te ukupnih fenola UV/Vis spektrofotometrijom i dobiveni rezultati prikazani su u
Tablicama 5. i 6.
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4.5.1. Koncentracija pigmenata

Kvantitativno odredivanje klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida u uzorku biljnih
tkiva UV/Vis spektrofotometrijom je dodatno komplicirano izborom odgovarajué¢eg otapala,
uzorka i spektrofotometra. Biljni pigmenti apsorbiraju svjetlost u regijama spektra koje se
preklapaju, stoga su u ovoj metodi primijenjene jednadzbe kojima se moze tocno kvantitativno

odrediti koncentracija klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida u nasoj algi.

Prema rezultatima iz Tablice 5. dobivena koncentracija klorofila a je 0,55 mg g%, klorofila
b 0,05 mg g™* te ukupnih karotenoida 0,24 mg g. Dobivena koncentracija klorofila a je u skladu s
rezultatima Seely i sur. (1972) koji su odredivali pigmente u smedoj algi Laminaria saccharina
gdje je koncentracija klorofila a iznosila 0,538 mg g*. Antonia Jujnovié¢ (2019) u svom
diplomskom radu usporedivala je razli¢ite metode ekstrakcije pigmenata iz alge Cystoseira
compressa te utjecaj razli¢itih parametara ekstrakcije na koncentraciju klorofila a, klorofila b i
ukupnih karotenoida. Koristenjem magnetne mjesalice i 80 %-tnog acetona dobila je rezultate za
klorofil a 1,30 mg g%, klorofil b 0,04 mg g i ukupni karotenoidi 0,68 mg g. Razlika u rezultatima
posljedica je 20 % vode koja se nalazila u njenom otapalu, dok je u ovom istrazivanju koristen
Cisti aceton. U sljedeca 2 ciklusa predtretmana 80 %- tnim etanolom se uklonila odredena koli¢ina
pigmenata, ali u tim ekstraktima nije bilo moguce provesti odredivanje pigmenata jer na postoje

potrebne jednadZbe.

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

karotenoida u ekstraktima dobivenim uz aceton kao otapalo

Klorofil —a Klorofil - b Ukupni karotenoidi
(mg g?) (mg g%) (mg g%)
0,55 £ 0,00 0,05 £ 0,00 0,24 £ 0,00

4.5.2. Koncentracija ukupnih fenola

Odredivanje koncentracije ukupnih fenola provodilo se spektrofotometrijskom metodom
koja se temelji na oksidaciji fenolnih skupila dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa i nastajanjem
obojenog produkta. Rezultati iz Tablice 6. prikazuju da je u ekstraktu dobivenom acetonom
zabiljezena najmanja prosje¢na vrijednost fenola od 2,98 mg g?, dok je najveéa vrijednost
dobivena u uzorku s 80 %- tnim etanolom na sobnoj temperaturi te ona iznosi 19,05 mg g*. Budu¢i

da se veca koli¢ina fenola ekstrahirala u drugom ciklusu predtretmana, s 80 %- tnim etanolom na
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sobnoj temperaturi, u treCem ciklusu, s 80 %- tnim etanolom na 60 °C, ekstrahirana je znacajno
manja koli¢ina fenola. Vidljiva je velika razlika izmedu prva dva ciklusa, $to upucuje na to da je
otapalo od iznimne vaznosti za ekstrakciju ukupnih fenola. Upotrebom vode kao otapala dobiva
se ekstrakt sa visokim sadrzajem necistoca (npr. organskih kiselina, Secera, topivih proteina) koji
mogu utjecati na identifikaciju i kvantifikaciju ukupnih fenola, dok ¢isti alkohol kao otapalo
smanjuje ucinak ekstrakcije i ne koristi se kao takav. Upotreba vode u kombinaciji s drugim
organskim otapalima ¢ini umjereno polarni medij, nize viskoznosti, osiguravaju¢i optimalne uvjete
za ekstrakciju polifenola iz razli¢itih biljnih materijala (Rafiee i sur., 2011). Upotreba vode u
kombinaciji s alkoholom dovodi do pove¢anog bubrenja biljnog materijala Sto omogucuje jace
prodiranje otapala u uzorak, povecava se kontaktna povrSina izmedu uzorka i otapala Sto
poboljsava ucinak ekstrakcije (Rafiee i sur., 2011). U takvom sustavu, voda je odgovorna za
bubrenje biljnog materijala, a etanol za raspad veza izmedu tvari koju se Zeli ekstrahirati
(polifenoli) i biljnog materijala (Sahin i Samli, 2013). Zbog svih navedenih ¢injenica, u ovom radu

se kao otapalo koristio 80 % aceton.

Tablica 6. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije ukupnih fenola (mg g2) u

ekstraktima iz razliCitih faza predtretmana

UKUPNI FENOLI + S.D.
OTAPALO

(mg g%)
Aceton 2,98 £0,15
80 % etanol (sobna temperatura) 19,05+ 0,09
80 % etanol (60 °C) 6,06 £ 0,13

Chkhikvishvili i Ramazanov (2000) odredivali su ukupne fenole iz smedih algi 1 njihovu
antioksidacijsku aktivnost. Fenolne supstance ekstrahirane su sa 70 % vodenom otopinom
metanola. Rezultati za algu Cystoseira compressa iznosili su 4,83 % suhe mase. Lopez i sur. (2011)
proucavali su ucinke otapala na fenolni sadrzaj i antioksidativno djelovanje ekstrakta smede alge
Stypocaulon scoparium. Koli¢ina ukupnih fenola varirala je od 123,2 do 328,7 mg ekvivalent
GA/100 g suhe alge. Uzorak s etanolom imao je najmanju koncentraciju fenola (123,2 mg/100g
alge) dok je najviSe fenola imao uzorak s vodom (328,7 mg/100g alge). Velika varijabilnost koja
je primijeCena u fenolnom sadrzaju moze potjecati od vanjskih ¢imbenika okoliSa kao Sto su
svjetlost, dubina, slanost mora, hranjive tvari, kao i unutarnjih ¢imbenika kao $to su dob, duzina,
vrsta tkiva alge. Unato¢ brojnim istrazivanjima posvecenim sezonskim varijacijama sadrzaja

fenola u smedim algama, konsenzus nije postignut zbog nedostatka ponavljaju¢ih rezultata.
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Kompleksnost sezonskih varijacija u sadrzaju fenola sugerira snaznu povezanost sadrzaja fenola i

lokalnih okoli$nih ¢imbenika (Lopez i sur., 2011; Chkhikvishvili i Ramazanov, 2000).
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata dobivenih u ovom istrazivanju moze se zakljuciti sljedece:

1.

Usporedbom rezultata konvencionalne ekstrakcije polisaharida i prosjecnih vrijednosti
ekstrakcije polisaharida potpomognute mikrovalovima mozemo zakljuciti da su primjenom
mikrovalova postignuti bolji rezultati. Degradacija alge manja je pri ekstrakciji
mikrovalovima gdje prosjecna vrijednost iznosi 21,06 %, dok je znatno veca pri ekstrakciji
konvencionalnom metodom gdje iznosi 39,03 %. Prinos fukoidana ekstrakcijom
mikrovalovima iznosi 10,97 %, dok je s konvencionalnom ekstrakcijom dobiven visi prinos
od 24,47 %. U obzir se mora uzeti duze vrijeme konvencionalne ekstrakcije u trajanju od 4 h,

dok je najduze vrijeme ekstrakcije kod mikrovalova iznosilo 20 min.

Promatrajuéi utjecaj temperature ekstrakcije na prinos fukoidana (%Fuk) prema dobivenim
rezultatima primje¢ujemo da se prinos fukoidana znacajno poveéava s povecanjem
temperature od 40 do 100 °C. Povec¢anjem temperature, degradacija alge (% DA) bila je sve
veca, Sto potvrduje tvrdnju da visoka temperatura razara stani¢nu stijenku alge. Najniza
koncentracija ukupnih ugljikohidrata zabiljezena je pri 40 °C te iznosi 8,37 mg g*. Najvisa

koncentracija ugljikohidrata od 16,23 mg g dobivena je pri najvisoj temperaturi od 100 °C.

Parametar vremena imao je znac¢ajan utjecaj na degradaciju alge. NajduZe vrijeme uzrokovalo
je najvecu degradaciju alge, dok je najkrace vrijeme najmanje utjecalo na algu. Razlicito
vrijeme ekstrakcije nije znacajno utjecalo na prinos fukoidana, dok je najveca koncentracija

ukupnih ugljikohidrata dobivena pri vremenu od 20 min.

Statistickom analizom usporedbe kombiniranih utjecaja parametara temperature i vremena
bili smo u mogucnosti definirati idealne uvjete ekstrakcije. Najmanja degradacija alge
dobivena je pri 60 °C 1 5 min, dok se povecanjem temperature degradacija povecavala. Prinos
fukoidana bio je najveci pri temperaturi od 100 °C 1 vremenu od 5 minuta. Najveci prinos
ugljikohidrata postignut je pri temperaturi od 100 °C i 20 min te je iznosio 18,28 mg g

Odredivanjem pigmenata u filtratu iz predtretmana koncentracija klorofila a iznosila je 0,55
mg g, klorofila b 0,05 mg g* te ukupnih karotenoida 0,24 mg g Odredivanjem
koncentracije ukupnih fenola u ekstraktu dobivenom acetonom zabiljezena je najmanja
prosjeéna vrijednost fenola od 2,98 mg g, dok je najveéa vrijednost dobivena u uzorku s 80
%- tnim etanolom na sobnoj temperaturi te ona iznosi 19,05 mg g. Sto upuéuje na to da je

otapalo od iznimne vaznosti za ekstrakciju ukupnih fenola.
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