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1. UVOD

Posljednjih godina kontinuirano se razvijaju i nadograduju spoznaje 0 funkcionalnim

sastojcima iz razli¢itih vrsta hrane te se nastoje prona¢i novi potencijalni izvori bioaktivnih
spojeva. Morske alge prepoznate su kao vrijedan izvor istih zbog bioloske aktivnosti polisaharida,
lipida, proteina, polifenola, pigmenata i drugih molekula u njihovom sastavu. Stani¢ne stijenke
algi bogate su sulfatiranim polisaharidima koji nalaze svoju primjenu u prehrambenoj,
farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji. Primjer takvih polisaharida, koji se iz algi ekstrahiraju
razli¢itim metodama ekstrakcije, jesu karagenan u crvenim algama, ulvan u zelenim algama i
fukoidan u smedim algama.
Razlic¢ite studije pokazale su da fukoidan iz smedih algi ima antioksidacijsko, antikoagulacijsko,
protuupalno, antitumorno, antivirusno i imunoregulatorno djelovanje, a postoje i rezultati koji
ukazuju na to da ima utjecaj na humanu crijevnu mikrobiotu, kao i da moze djelovati antialergijski
(Mizuno i sur., 2020; Wang i sur., 2019).

Fukoidan se najcesce iz smedih algi ekstrahira konvencionalnim metodama koje ukljucuju
predtretman alge radi uklanjanja interferirajucih spojeva, ekstrakciju fukoidana s otapalima poput
vruée vode, razrijedene kiseline ili luzine, izolaciju i procis¢avanje fukoidana frakcijskim
talozenjem etanolom, solima olova i kalcija kao i kvarternim amonijevim solima te konacno
susenje ekstrakta fukoidana. Postoje i nove metode ekstrakcije razvijene u svrhu poveéanja brzine
ekstrakcije i manjeg utroska energije i otapala, a najpoznatije su upotreba enzima, ultrazvuka i
mikrovalova.

Cilj ovog rada bio je optimizirati konvencionalnu metodu ekstrakcije fukoidana iz smede
alge Cystoseira barbata i odrediti utjecaj otapala (destilirana voda i 0,1M HCI), vremena (1, 2 i 3
h) i temperature (40, 60 i 80°C) na postotak degradacije alge (% DA), prinos fukoidana (% Fuk),
koncentraciju ukupnih ugljikohidrata (mg g!), koncentraciju sulfatnih grupa (mg g?) i
antioksidacijsku aktivnost, te odrediti optimalne parametre pri kojima se dobivaju najveci prinosi.
Odredene su i koli¢ine pigmenata (klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida) u filtratu koji

zaostaje kao nusprodukt iz postupka predtretmana.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ALGE

Alge su raznolika skupina vodenih organizama koji imaju sposobnost stvaranja kisika
procesom fotosinteze. Izraz "alge" obuhva¢a mnogo organizama Kkoji nisu nuzno usko povezani,
no zajedni¢ko im je $to za razliku od kopnenih biljaka, nemaju korijen, stabljiku, listove ni sustav
zila (ksilem i floem), no imaju biljkama sli¢ne stanice koje sadrze plastide, stani¢ne stijenke i
vakuole. Morske alge mogu biti litofiti (rast na tvrdoj povrs$ini), epifiti (rast na drugim algama),
endofiti (unutar drugih algi) ili paraziti koji ovise o domacinu (Dawes, 2016). Dijele se na
mikrofitske i makrofitske te svojom veli¢inom mogu varirati izmedu nekoliko mikrometara u
promjeru kao §to je slucaj kod jednostaniénih 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 i zelene (Adl i sur., 2005).

1. Smede alge ili morska trava (Phaeophyta) obi¢no su velike, a veli¢ina im varira od divovskih
kelpova duljine i do 20 m, debelih morskih trava duljine 2-4 m, do manjih vrsta duljine 30-60
cm. Dnevno mogu rasti i po 20 cm. Vise od 95% smedih algi su morske (Dawes, 2016), a
najpoznatiji predstavnici su: Diktiota (lat. Dyctiota dichotoma), Padina (lat. Padina pavonica),
Jadranski braci¢ (lat. Fucus virsoides), Cistozira (lat. Cystoseira). Veéina smedih morskih algi
sadrzi pigment fukoksantin, koji je odgovoran za izrazitu zelenkasto-smedu boju po kojoj su
dobile ime. Smede morske alge proizvode niz bioaktivnih komponenti, ukljuujuci jedinstvene
sekundarne metabolite kao $to su florotanini, a mnogi od njih imaju specificne bioloske

aktivnosti koje su potencijal za njihovo ekonomsko iskoristavanje (McHugh i sur., 2003).

2. Crvene alge (Rhodophyta) predstavljaju drevnu lozu fotosintetskih eukariota nastalih
endosimbiozom za §to je dokaz fosil star 1,2 milijardu godina (Dawes, 2016). Cesto Zive u
dubokim oceanima gdje nema ostalih algi. Obi¢no su manje s duljinom koja varira od nekoliko
centimetara do jednog metra. Proizvode agar koji se koristi u mikrobioloskim hranjivim
podlogama i kao prehrambeni aditiv. Dominantni pigment u crvenim morskim algama je
fikoeritrin. Zanimljivo je da crvene morske alge nisu uvijek crvene boje, ponekad su ljubicaste,
¢ak smede-crvene, ali ipak se klasificiraju kao Rhodophyceae zbog drugih karakteristika (El
Gamal, 2010).

3. Zelene alge (Chlorophyta) prethodnici su danasnjih biljaka, produciraju slobodni kisik, imaju

klorofil "a" i "b" koji im daju tipi¢nu zelenu boju, pohranjuju Skrob unutar kloroplasta, a u



stani¢énim stijenkama sadrze celulozu. Zelene morske trave rasponom veli¢ine sli¢ne Su

crvenim morskim algama (ElI Gamal, 2010).
Od ostalih vrsta znacajne su :

e Kremene alge (Chrysophyta ili dijatomeje) - zlatnosmede i Zutozelene alge. Produciraju
kisik te mogu proizvoditi vitamine A i D. Dijatomejska zemlja koristi se za filtriranje, u

industriji stakla, eksploziva i izolacijskih materijala.
e FEuglenoidi (Euglenophyta) - zeleni bicas

e Dinoflagelati (Pyrrophyta) - uzrokuju paralizu nakon hranjenja $koljkasima. Cvjetanje
dinoflagelata naziva se «crvena plima», a indikator je oneciS¢enja jer alge cvjetaju u
okoli$u koji ima visoki sadrzaj organske tvari pri ¢emu Se izrazito smanjuje razina kisika

koji je otopljen u vodi.

Alge su najraznolikija skupina zivih bi¢a na Zemlji s oko 40 000 vrsta te se Siroko
upotrebljavaju u industriji. Zbog svoje velike raznolikosti naseljavaju razli¢ite tipove stanista,
veéinom u vodi i vlaZznim staniStima, ali i na zemlji, snijegu, kamenu, drve¢u i u zraku te u
razli¢itim, ponekad 1 ekstremnim, ekoloskim uvjetima. Uzgoj mikrofitskih 1 makrofitskih algi 1
cijanobakterija jeftin je i brz proces, a dobit od njihovog uzgoja je neusporediva u odnosu na dobiti
od uzgoja ostalih skupina organizama i njihovih derivata. Alge primarnom produkcijom godisnje
proizvedu oko 52 milijarde tona organskog ugljika zbog ¢ega predstavljaju obnovljiv izvor
energije (Cribb, 1954). Zbog moguénosti Uzgoja na mjestima neodgovarajuéim za uzgoj
kultiviranih biljaka, ¢esto se koriste u proizvodnji goriva. Kao hrana, alge su popularne u Aziji i
Europi, a poznato je da predstavljaju nutritivno vrijedan izvor hrane zbog izvrsnih omjera hranjivih
tvari. SkladiStenjem velikih koli¢ina lipida, proteina 1 ugljikohidrata korisne su u proizvodnji
mnogih prenhrambenih i neprehrambenih proizvoda. Osim §to se same mogu konzumirati kao hrana
ili dodatak prehrani, u biofertilizaciji se alge koriste kao bogat izvor dusika, fosfora, kalija, joda,

zeljeza, kalcija, silicija te raznih ostalih minerala i vitamina (Venkatesan i sur., 2016).
2.1.1. Cystoseira barbata

Rod Cystoseira ukljuéuje oko 294 wvrste algi i najreprezentativniji je u obitelji
Sargassaceae, sastavljene od nekadasnjih dviju porodica Sargassaceae i Cystoseiraceae (Gouveia
i sur., 2013). Alge ovog roda pronalaze se uglavnom na obalama Sredozemnog i Crnog mora, kao

iisto¢noj obali Atlantskog oceana. Istrazivanja kemijskog sastava roda Cystoseira utvrdila su Sirok



spektar sekundarnih metabolita s bioloskim djelovanjem kao §to su terpenoidi, ugljikohidrati i

florotanini koji su specifi¢ni upravo za smede alge (Trica i sur., 2019).

Cystoseira barbata (Slika 1.) smeda je grmolika alga koja moze narasti i do dva metra
visine. Najcesce obitava u gornjoj sublitoralnoj zoni na otprilike 0,2 m dubine na zastiCenim i
otvorenim stjenovitim obalama te obalnim lagunama (Berov i sur., 2015). Prihvaca se za podlogu
¢vrstom bazom iz koje izlazi viSe cilindri¢nih grana na kojima se nalaze ovalne ili okrugle aerociste
koje sluze za odrzavanje vertikalne pozicije u vodi. Visegodisnja je alga ¢iji je vrhunac razvoja u
travnju i svibnju, a unutar svoje geografske rasprostranjenosti pokazuje morfoloske varijacije,

ovisno o okoliSnim uvjetima (Falace i Bressan, 2006).

Slika 1. Cystoseira barbata alga (Razred: Phaepohyta; Red: Fucales; Rod: Cystoseira)
(Galatchi i sur., 2014)

Cystoseira barbata prikupljana na obalama Tunisa prema istrazivanjima sadrzi spojeve
koji su bioloski aktivni kao S§to je laminarin koji ima antioksidacijska, antibakterijska i svojstva
zacjeljivanja rana (Trica i sur., 2019). Fukoksantin, pigment izoliran iz ove alge, koristi se kao
pojacivaé boje i oksidacijske stabilnosti u mesnim proizvodima, a konjugati polifenola, proteina i
polisaharida koriste se kao biokonzervansi. Na obalama Crnoga mora Cystoseira barbata
tradicionalno se konzumira kao funkcionalna hrana (Trica i sur., 2019). Nije provedeno mnogo
istrazivanja s fokusom na sulfatirane polisaharide u ovoj algi. Istrazivanje Sellimi i suradnika
(2014) pokazalo je kako sulfatirani polisaharidi iz alge Cystoseira barbata imaju znacajnu
antioksidacijsku aktivnost putem nekoliko mehanizama uklju¢uju¢i keliranje iona metala,

doniranje elektrona ili protona i hvatanje radikala prilikom peroksidacije $to se pripisuje upravo



visokom sadrzaju sulfatnih i acetilnih grupa. Ovi rezultati ukazuju na to da sulfatirani polisaharidi
izolirani iz alge Cystoseira barbata imaju velik potencijal za primjenu kao funkcionalna hrana, te

u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji.

2.2. POLISAHARIDI U ALGAMA

Polisaharidi su ugljikohidrati ve¢e molekularne mase i slozenije grade, koji se sastoje od
viSe monosaharida tj. jednostavnih Secera, medusobno povezanih glikozidnom vezom.
Monomerne jedinice Secera povezuju se pomocu enzima i formiraju polimere ili polisaharide koji
se nazivaju 1 glikani. Polisaharidi u kojima su sve monomerne jedinice iste nazivaju se
homopolisaharidi, a u kojima su razli¢ite heteropolisaharidi. Oblici polisaharida ovise o tome koji
se monosaharidi povezuju i preko kojeg ugljika u njihovim molekulama se povezuju. Linearni
polisaharid jest ravni lanac monosaharida, dok su u razgranatom polisaharidu molekule

monosaharida razgranato povezane (BeMiller, 2019).

Morske alge bogate su sulfatiranim polisaharidima koji se nalaze u njihovim stani¢énim
stijenkama, a neki od njih postali su vrijedni aditivi u prenrambenoj industriji zbog svojih reoloskih
svojstava poput geliranja ili zguSnjavanja (karagenan iz crvenih algi). Takoder, sulfatirani
polisaharidi posjedujuju razli¢ita bioloska djelovanja poput antikoagulacijskog, antivirusnog te
imunomodulatornog djelovanja koje im daje mogucnost primjene kao nutraceutika, funkcionalne
hrane te u kozmetickoj i farmaceutskoj industriji (Jiao i sur., 2011). Osim spomenutog karagenana,

potrebno je izdvojiti ulvan u zelenim algama te fukoidan i laminarin u smedim algama.

2.2.1. Crvene alge - karagenan

Crvene morske alge proizvode dvije obitelji sulfatiranih polisaharida, agarane i
karagenane, koji se klasificiraju ovisno o njihovoj stereokemiji. Agarani se sastoje od lanaca
galaktoznih jedinica u L konfiguraciji, dok se struktura okosnice karagenana temelji na linearnim
lancima ponavljaju¢ih galaktoznih jedinica u D konfiguraciji (D-Secer) i 3,6-anhidro-galaktozni
kopolimer, spojenih naizmjeni¢nim o-(1—3) i f-(1— 4) vezama (Jiao i sur., 2011). Postoji
najmanje 15 razliCitih struktura karagenana, a industrijski najvazniji su Kappa, Iota 1 Lambda

karagenan (Slika 2.)
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Slika 2. Struktura Kappa, lota i Lambda karagenana (Simon, 2020)

Svima im je okosnica galaktoza, ali se razlikuju po polozaju i koli¢ini ester sulfatnih
skupina i anhidro- galaktoza. Kappa i lota karagenani tvore gelove, pri ¢emu su gelovi Kappa
(Cunha i sur., 2016). Kao $to je ve¢ spomenuto karagenani imaju nekoliko primjena u
prehrambenoj industriji, a unutar podskupina ovog prirodnog hidrokoloida moze se razviti vrlo
Sirok raspon tekstura koriste¢i se njihovim razli¢itim svojstvima i koriste¢i sinergizam s nekim
drugim hidrokoloidima i 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.

Karagenani ekstrahirani iz crvenih morskih algi nisu probavljivi u ljudskom tijelu i
smatraju se izvorom dijetalnih vlakana te u nekim slu¢ajevima mogu biti vegetarijanska zamjena
za zelatinu. Postoji briga o sigurnosti upotrebe karagenana u prehrani zbog rezultata istraZzivanja
na zivotinjama gdje se pokazalo kako konzumacija karagenana dovodi do gastrointestinalnih
upala. Zbog toga mnogi lijecnici savjetuju izbjegavanje karagenana osobama s postojec¢im
gastrointestinalnim potesko¢ama poput ulceroznog kolitisa i sindroma iritabilnog crijeva.
Karagenani su se pokazali kao moéni inhibitori HPV infekcije in vitro i na zivotinjskim modelima,
a postoje 1 istrazivanja koja pokazuju kako karagenani djeluju na uzro¢nike, a ne simptome obi¢ne
prehlade te da se nazalni sprejevi s karagenanima mogu koristiti profilakti¢ki za sprjeavanje

prehlade (Kariduraganavar i sur., 2014).

2.2.2. Zelene alge - ulvan

Ulvan je veliki polisaharid iz zelenih algi reda Ulvales koji u najvecoj koli¢ini sadrzi sulfat,
ramnozu, ksilozu, i uronsku kiselinu. Njegova struktura (Slika 3.) iznimno je kompleksna i
varijabilna zbog brojnih ponavljaju¢ih strukturnih jedinica oligosaharida (Jiao i sur., 2011).
Ramnozni ostaci se sulfatiraju uglavnom na polozaju C-3 ili na polozajima C-2 i C-3. U nekim
ekstraktima ulvana mogu se pojaviti ostaci ksiloze ili sulfatirane ksiloze na polozajima C-2 i C-3

umjesto uronskih kiselina. Kao i kod ostalih polisaharida, svojstva ulvana ovise o kemijskom



sastavu, gustoCi elektricnog naboja 1 molekularnoj tezini ulvana. Takoder, prinos i specifi¢an
sastav polisaharida iz zelenih algi ovisi 0 razli¢itim ¢imbenicima kao S$to su vrsta alge, godisnje

doba u kojem se alge sakupljaju te koristena metoda ekstrakcije. (Alves i sur., 2013).

Slika 3. Struktura ulvana (Fleurence i Gall, 2016)

Ulvan pokazuje antioksidativno djelovanje koje, kao i kod svih sulfatiranih polisaharida,
ovisi 0 njegovoj molekularnoj masi. Ulvan manje molekularne mase pokazuje veéu
antioksidacijsku aktivnost , moguce zbog toga §to lakse ulazi u stanicu i u¢inkovitije donira proton
u odnosu na one vece molekularne mase (Li i sur., 2020). Prema literaturi, ulvan smanjuje ukupni
serumski kolesterol, trigliceride i LDL kolesterol, dok povisuje razinu HDL kolesterola (Qia i sur.,
2012). lvanova i suradnici (1994) navode da ulvan izoliran iz zelene alge ima dobar inhibitorni
ucinak na virus gripe A in vitro, a u¢inak inhibicije ovisan je o dozi polisaharida i specifi¢an za
sojeve gripe. Pokazalo se da ulvan ima visoku i specifi¢nu aktivnost protiv herpes simplex virusa
(Cunhai sur., 2016), a istrazivanje Kidgell i suradnika (2020) pokazalo je kako ulvan iz alge Ulva

ohnoi pokazuje imunomodulatorni u¢inak in vitro.

2.2.3. Smede alge

Polisaharidi iz smedih algi izoliraju se i u znac¢ajnim koli¢inama koriste u biotehnologiji,
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Usov i Bilan, 2009). Polisaharidi koji se nalaze u
stani¢noj stijenki smedih algi jesu alginati, laminarin i sulfatirani polisaharidi (fukoidan) koji
privla¢e mnogo paznje u podrucju farmakologije i biokemije. Fukoidan je prisutan samo u smedim
morskim algama i sadrZe ga sve poznate smede alge (Lim i sur., 2014; Usov i Bilan, 2009). Na
sastav i fizikalno-kemijska svojstva ovih polisaharida utjecu vrsta i starost alge, godi$nja doba, te
geografski polozaj (Rioux i sur., 2007; Zvyagintseva i sur., 2003). Sva tri polisaharida imaju
jedinstvena fizikalno - kemijska svojstva koja su bitna za proces njihovog izlu¢ivanja iz stanica

algi.

2.2.3.1.  Laminarin i alginat

Laminarin (Slika 4.), takoder poznat kao laminaran ili leukozin, polisaharid je relativno



niske molekularne mase od priblizno 5 kDa, ovisno o stupnju polimerizacije. Prvi ga je izolirao
Schmiedeberg 1885. godine iz algi porodice Laminariaceae. Sastavljen je od 20-25 jedinica
glukoze s tragovima manitola, a sluzi kao rezerva hrane u smedim algama zbog ¢ega je poznat i
kao Skrob smedih algi (Zhang, 2020). Studije su pokazale kako laminarin i produkti njegove
enzimske hidrolize pokazuju antitumorsku aktivnost - inhibiraju proizvodnju stanica melanoma i

raka debelog crijeva (Menshova i sur., 2014), kao i rast stanica raka jajnika (Bae i sur., 2020).
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Slika 4. Struktura laminarina (prema Bae i sur., 2020)

Alginati (Slika 5.) su linearni polisaharidi sastavljeni od B-D-manuronske kiseline i a-L-
guluronske Kiseline koje su nepravilno rasporedene i spojene u konfiguraciji 1—4. Mogu biti
prisutni u obliku alginske kiseline ili u formi njene soli, a zanimljivo svojstvo alginata je da su u
kalcijevom obliku netopljivi, dok su u natrijevom topljivi. Molekurna masa alginata iznosi
uglavnom izmedu 500 1 1000 kDa. Prema istrazivanjima, alginati imaju brojne ucinke na zdravlje
poput prevencije apsorpcije teSkih metala u tijelu (Burtin, 2003), prevenciji razvoja dijabetesa tipa
II te inhibitornog u¢inka na bakterije rodova Salmonella, Listeria, Staphylococcus i E.coli (Kim i
sur., 2008).
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Slika 5. Struktura alginata (prema Collado- Gonzalez i sur., 2020)



2.2.3.2.  Fukoidan

Fukoidan je naziv za sulfatirane polisaharide koji se nalaze u fibrilarnom tkivu stani¢ne
stijenke 1 medustani¢nom prostoru smedih morskih algi. Sastoji se uglavnom od fukoza koje su
povezane o-(1,3) ili naizmjeni¢nim a-(1,3) i a-(1,4) glikozidnim vezama (Slika 6.), te rijetko a-
(1,2) vezama. Osim fukoze, sadrzi i druge monosaharide ukljucujuéi galaktozu, glukozu, manozu,
ramnozu, ksilozu i uronsku kiselinu, ¢iji udio ovisi o vrsti alge 1 godi$njem dobu (Lim i sur., 2016;
Zvyagintseva i sur., 2003). Glavna karakteristika fukoidana je da sadrzi sulfat estersku skupinu
(Usov i Bilan, 2009; Lim i sur., 2016). Sulfatne grupe mogu se smjestiti u ekvatorijalnoj ravnini
na C2 i/ili C3 polozajima i/ili u aksijalnoj ravnini, odnosno C4 polozaju fukoze (Ale i sur., 2011a).
Fukoidan ¢ini otprilike 40% suhe tvari stani¢ne stijenke alge (Udani i Hesslink, 2012), odnosno 5-
10% ukupne suhe tvari alge. Ima veliki raspon molekulske mase, od 7 kDa (Zvyagintseva i sur.,
2003) pa sve do 2300 kDa (Rioux i sur., 2009), a sadrzaj sulfata varira izmedu 5% (Lim i sur.,
2016) i 38% (Usov i Bilan, 2009). Osim u smedim algama, fukoidan se moze naci u vrlo malim
koli¢inama u zelenim (Chlorophyta), crvenim (Rhodophyta) i zlatnozutim algama (Xanthophyta)
te u morskim beskraljeznjacima (Echinodermata) poput morskog jezinca i trpa (Udani 1 Hesslink,

2012).
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Slika 6. Shematski prikaz molekule fukoidana iz Fucus vesiculosis s naizmjeni¢nim a-(1—3) i

a-(1—4) glikozidnim vezama (prema van Weelden i sur., 2019)



Prema istrazivanjima, fukoidan ima razliCite bioloski vazne wuloge ukljucujuci
antioksidacijsku, protuupalnu, antibakterijsku, antivirusnu, antitumorsku, antikoagulacijsku i
antialergijsku (Ale i sur., 2011a; Lim i sur., 2014; Mizuno i sur., 2020), kao i specifi¢ne aktivnosti
protiv bubreZnih i jetrenih bolesti, te bolesti mokra¢nog sustava. Sulfatne skupine u strukturi
fukoidana igraju veliku ulogu u njegovim bioloskim aktivnostima te je utvrdeno da se povec¢anjem
udjela sulfatnih skupina povecavaju antikoagulacijska (Chevolt i sur., 1999) i antioksidacijska
aktivnost (Wang i sur., 2010a). Prema Wang i suradnicima (2010a), sulfatne skupine djeluju na
nacin da privlace elektrone u polisaharidu ¢ime se povecava njegova stabilnost i antioksidacijska

aktivnost te uc¢inak ¢is¢enja slobodnih radikala.

Budu¢i da fukoidan ima relativno visoku molekularnu masu, njegova apsorpcija poslije
oralnog unosa u ¢ovjekovom organizmu je niska $to je potvrdeno ELISA testom sa specifi¢nim
antitijelima za fukoidan (Irhimeh i sur., 2005). Alternativni na¢in unosa je intravenozni UN0S
fukoidana niske molekularne mase za kojeg se pokazalo kako se vrlo brzo apsorbira kod zeceva
(Zhang i sur., 2016) te autori u njemu vide potencijal za klini¢ku primjenu. Huang i Lam (2011)
razvili su nanocestice kitozana i fukoidana u svrhu povecéanja biodostupnosti kurkumina, a Udani
1 Hesslink (2012) u ovome vide moguénost razvoja vece biodostupnosti samog fukoidana poslije
oralnog unosa. Na Zzivotinjskim modelima, fukoidan nije uzrokovao toksi¢ni odgovor, ¢ak ni s
relativno visokim ponavljaju¢im dozama $to je u skladu s rezultatima in vitro istrazivanja na

zdravim ljudskim stanicama iz drugih studija (van Weelden i sur., 2019).

2.3. EKSTRAKCIJA POLISAHARIDA U ALGAMA

Ekstrakcija je u¢inkovita i brza metoda razdvajanja i koncentriranja tvari. Tvari iz
homogenih smjesa ekstrahiraju se na osnovu njihove razliite topljivosti u razli¢itim otapalima
koja se medusobno ne mijeSaju. Dobivenu otopinu potrebno je otpariti i kristalizirati kako bi se
izdvojila tvar u ¢istom obliku (Lianfu i Zelong, 2008). Postoje razli¢ite konvencionalne metode
ekstrakcije poput destilacije, ekstrakcije otapalima i hladnog presanja, ali i nekonvencionalne kao
Sto je ekstrakcija superkriticnim fluidima, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija s
elektricnom energijom, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom i ubrzana ekstrakcija otapalima
prvi povisenom tlaku. Opce pravilo kod ekstrakcije je da kod ekstrakcije Cvrstih tvari
usitnjavanjem treba povecati povrsinu uzajamnog djelovanja medu fazama, u sredini povecati
brzinu gibanja faza, a za povecanje koli¢ine tvari produljiti vrijeme trajanja ekstrakcije (Eskilsson

i Bjorklund, 2000).
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2.3.1. Pregled metoda ekstrakcije polisaharida iz algi

Sulfatirani polisaharidi iz algi u vecini literature se ekstrahiraju vru¢om vodom i
klorovodi¢nom kiselinom, §to su popularne i prikladne konvencionalne metode koje se mogu
koristiti za u¢inkovitu izolaciju polisaharida iz algi (Vanavil i sur., 2020). Uz konvencionalne sve
vise se istrazuju i razvijaju napredne tehnike ekstrakcije s ciljem povecanja iskoristenja, Smanjene
upotrebe otapala za ekstrakciju, skracenja vremena provodenja eckstrakcije na nizim
temperaturama, sto doprinosi odrzivosti ekstrakcije smanjenjem utrosene energije (Jonsson i sur.,
2020). Pregled naprednih tehnika ektrakcije polisaharida iz smedih algi sistemati¢no je prikazan u
radu ,,Advanced Technologies for the Extraction of Marine Brown Algal Polysaccharides*

(Dobrin¢ié i sur., 2020).

2.3.1.1.  Konvencionalne metode ekstrakcije

Konvencionalne metode ekstrakcije obuhvacaju razli¢ite postupke ekstrakcije kiselinama
ili bazama te ekstrakcije vru¢om ili hladnom vodom. Kiseline ili baze koriste se obi¢no kako bi se
olaksala ekstrakcija jer vodikovi ioni (H*) i hidroksilne skupine (OH") ometaju vodikove veze
medu polisaharidima. Konvencionalne metode oslanjaju se na svojstva topljivosti ciljanih spojeva
i Cesto im prethodi predtretman gdje se otapalima uklanjaju lipidi, pigmenti, proteini i druge
necistoce (Jonsson i sur., 2020). Prednost ovih metoda je Sto su uhodane, a nedostaci su dugo
vrijeme ekstrakcije, visoka potro$nja energije i otapala, moguca degradacija ciljanih polisaharida
kod koriStenja kiselina i baza te moguce opasnosti za zdravlje kod koristenja odredenih kemijskih

otapala (Wang i sur., 2010b).

2.3.1.2.  Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE)

Ova metoda zasniva se na tome da se algalna biomasa izlaze zvu¢nim valovima frekvencija
iznad 20 kHz pri ¢emu se stvaraju kavitacije koje rastu 1 propadaju ¢ime se zvucni valovi pretvaraju
u mehanicku energiju koja uzrokuje raspad stanice 1 stani¢ne stijenke. UAE se moZe provoditi na
niskim temperaturama $to olakSava ekstrakciju ciljanih spojeva osjetljivih na temperaturu, no
potrebno je voditi raCuna o unosu energije tijekom ekstrakcije kako bi se izbjegle moguce
strukturne promjene na sulfatiranom polisaharidu (Vilkhu i sur., 2008). Kadam i suradnici (2015a)
proveli su istrazivanje u kojem su usporedene u¢inkovitosti konvencionalnih postupaka ekstrakcije
laminarina i ekstrakcije potpomognute ultrazvukom te su utvrdili da je primjena postupka UAE

rezultirala ve¢im prinosom laminarina u odnosu na konvencionalne postupke.
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2.3.1.3.  Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE)

Ekstrakcija  potpomognuta  mikrovalovima bazira se na neionizirajucem
elektromagnetskom zracenju frekvencija izmedu 300 MHz i 300 GHz S§to uzrokuje pucanje
vodikovih veza zbog rotacije dipola i migraciju otopljenih iona. Ovo povecava penetraciju otapala
u matriks stanice i na taj nacin potice otapanje (Spar Eskilsson i Bjourklund, 2000). Temperatura,
tlak, vrijeme 1 omjer alge i vode mogu se mijenjati kako bi se optimirao prinos zeljenog spoja.
Izbor otapala je u mikrovalnoj ekstrakciji jako vazan, a izabrano otapalo treba posjedovati visoku
dielektri¢nu konstantu i moguénost dobrog upijanja energije mikrovalova (Bousbia i sur., 2009).
Prednosti su krace vrijeme ekstrakcije, visoka kvaliteta proizvoda i relativno mala potreba za
otapalom, a nedostatak moze biti manji prinos zbog degradacije polisaharida (Jonsson i sur., 2020).
IstraZivanja su pokazala da je ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima obecavaju¢a metoda za
ekstrakciju aktivnih komponenti iz prirodnih resursa, ukljucuju¢i i morske alge (Vazquez-Delfin i

sur., 2014; Bagherian i sur., 2011).

2.3.1.4.  Ekstrakcija potpomognuta enzimima (EAE)

U ovoj ekstrakciji koriste se enzimi za degradaciju stani¢ne stijenke algi $to olakSava
otpustanje 1 migraciju Zeljenih spojeva u ekstrakcijsko otapalo. Naj¢esce se koriste enzimi koji
kataliziraju degradaciju spojeva u stani¢noj stijenci kao $to su celuloza, B-glukan i hemiceluloza,
a buduc¢i da je stani¢na stijenka kemijski i strukturno vrlo heterogena, potrebno je dobro definirati
enzimsku smjesu koja ¢e se koristiti. Prema Hahn i suradnicima (2012) za ekstrakciju fukoidana
iz F. vesiculosus, preporuca se upotreba enzima kao $to su alginat liaza, celulaza i laminarinaza.
Vazna prednost metode ekstrakcije enzimima je jednostavno odvajanje polisaharida od produkata
enzimske obrade upotrebom poprec¢nog filtriranja ili membrana. Enzimi i sulfatirani polisaharidi
zadrZavaju se na membrani, dok se manji fragmenti stani¢ne stijenke, uklanjaju tijekom lize
stanice. Prinos ekstrakcije uvelike ovisi 0 vremenu provodenja, pH i temperaturi, a rizik je

razgradnja ciljanih spojeva za ekstrakciju djelovanjem nespecifi¢nih enzima (Kadam i sur., 2015b)

2.3.2. Ekstrakcija karagenana

Proizvodnja karagenana sastoji se od ekstrakcije, proc¢iS¢avanja, koncentriranja, talozenja
I suSenja, iako se osnovni postupak moze razlikovati ovisno o obitelji crvenih algi iz koje se
ekstrahira polisaharid. U konvencionalnoj ekstrakciji karagenana koriste se alkalne otopine jer se
u takvim uvjetima uklanjaju neke sulfat-esterske grupe formacijom 3,6-anhidro-D-galaktoze $to
poboljsava jacinu gela (Bono i sur., 2014). Postoje dvije glavne metode konvencionalne ekstrakcije

karagenana temeljene na razli¢itim principima. U prvoj i originalnoj metodi karagenan se
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ekstrahira iz morskih algi u vodenoj otopini koja sadrzi luzinu, npr. natrijev hidroksid. Nakon
filtriranja uklanjaju se preostali ostaci i dodatkom alkohola se ubrzava proces talozenja. Na kraju
se talog odvoji, osusi i melje, $to rezultira procis¢enim karagenanom. U drugoj metodi, karagenan
se ne ekstrahira iz morskih algi ve¢ se u vrucoj otopini kalijeva klorida ispiru zaostali minerali,
proteini, soli i masnoc¢e iz morskih algi, ostavljaju¢i za sobom karagenan i ostale netopive tvari.
Netopivi ostatak, koji se uglavnom sastoji od karagenana i celuloze, susi se i prodaje kao polu-
rafinirani karagenan, koji nije za prehranu. lako je postupak mnogo kraéi i jeftiniji od prvog,

Cistoc¢a karagenana je manja (McHugh, 2003.; Stanley, 1987).

2.3.3. Ekstrakcija ulvana

Ekstrakcija ulvana uglavnom se provodi vruéom vodom, a moze biti poboljSana
prisutnos¢u kalcijevih kelatnih sredstava (Hernandez-Garibay i sur., 2011) te kiselih ili alkalnih
otopina. Pro¢i§¢avanje u svrhu uklanjanja pigmenata, lipida, aminokiselina i peptida provodi se
organskim otapalima, ¢esto etanolom (Siddhanta i sur., 2001). Vodeni ekstrakt ulvana moze se
koncentrirati u rotacijskom isparivacu, suSenjem smrzavanjem ili suSenjem vru¢im zrakom.
Istrazivanja o utjecaju vremena i temperature na degradaciju ulvana, ukazuju na to da je
temperatura glavni faktor koji utje¢e na brzinu depolimerizacije (Cunha i sur., 2016). Takoder,
upotreba razli¢itih otapala za ekstrakciju ulvana rezultirat ¢e ekstraktima razli¢itog sastava, a tako

i njihovim razli¢itim bioloskim i fizikalno-kemijskim svojstvima. (Cunha i sur., 2016).

2.34. Ekstrakcija fukoidana

Fukoidan je prvi ekstrahirao i okarakterizirao $§vedski botani¢ar Kylin, 1913.godine, iz
raznih vrsta algi Laminaria i Fucus. Sulfatirani polisaharid kojeg je Kylin nazvao "fukoidan”,
ekstrahiran je razrijedenom octenom kiselinom i naznaceno je da "sadrzi fukozu koja se pojavljuje
zajedno s manitolom, alginatom i laminarinom” koji nastaju kao rezultat koekstrakcije s
fukoidanom (Ale i sur., 2011a). Od prve ekstrakcije fukoidana do 1952. razvijale su se razliite
tehnike, od kojih je vecina bila karakterizirana primjenom blagih kiselih otopina i visokim
temperaturama. Prvi primjer kako postupak ekstrakcije moze utjecati na Cistocu, a tako i na
analizirani sastav fukoidana bilo je istrazivanje Hoagland i Lieb (1915) gdje su koristili natrijev
karbonat za prethodnu obradu morske trave Macrocystis pyrifera, prije ekstrakcije klorovodicnom
kiselinom. Ekstrakt je sadrzavao uglavnom alginate i neSto fukoza-sulfata, a alginati su

ekstrahirani u velikoj mjeri upravo zbog koristenja natrijeva karbonata.

Tijekom godina metode ekstrakcije fukoidana su poboljSane zahvaljujéi boljem
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razumijevanju strukture i karakteristika fukoidana i ostalih komponenata u smedim morskim
algama. Osnovni cilj estrakcije je izoliranje fukoidana od drugih komponenti u uzorcima morskih
algi, odnosno smanjenje koekstrakcije ostalih spojeva poput alginata, mijenjajuéi prirodne
karakteristike tih spojeva. U slucaju koekstrakcije, Cisto¢a ekstrahiranog fukoidana povecava se

nekim pod postupaka za izolaciju.

Izolacija i procis¢avanje fukoidana iz morskih algi obi¢no ukljucuju sljedeée korake:
sakupljanje, pranje, susenje i mljevenje sirovine; prethodno obradivanje algi; ekstrakcija fukoidana
otapalima za ekstrakciju poput vruce vode, razrijedene kiseline ili luzine; izolacija i proci§¢avanje
fukoidana frakcijskim taloZzenjem etanolom, solima olova, kalcija ili kvarternim amonijevim
solima i kona¢no susenje ekstrakta fukoidana. Neke metode ekstrakcije mogu promijeniti prirodnu

strukturu, a samim time i bioaktivnost i fizikalno-kemijska svojstva fukoidana.

2.3.4.1. Predtretman

Prije ekstrakcije pozeljno je obaviti predtretman uzorka alge kako bi se uklonili lipidi,
pigmenti i drugi spojevi niske molekularne mase. Za predtretman mogu se koristiti razli¢ita otapala
koja ne uzrokuju strukturne promjene na fukoidanu (Hahn i sur., 2012). Lipidi se uklanjaju
nepolarnim otapalima poput kloroforma ili diklormetana, pigmenti srednje polarnim otapalima
poput acetona, metanola ili etanola dok se ostale molekule koje su polarne, poput proteina,
minerala i monosaharida, ekstrahiraju u vodi (Nisizawa i sur., 1963).

Lim i suradnici (2016) osmislili su postupak predtretmana za uklanjanje necistoca prije
potpune ekstrakcije. Uzorke morskih algi obradili su mjesavinom metanola, kloroforma i vode u
omjeru MeOH: CHClIs: H20 (4:2:1) na sobnoj temperaturi kako bi uklonili lipide, pigmente i
komponente niske molekularne mase. U postupku nisu koristili visoke temperature kako ne bi
doslo do prerane ekstrakcije fukoidana koji je topiv u vodi. Za razliku od njih, Ponce i suradnici
(2003) izveli su postupak predtretmana upotrebom 80 % -tnog etanola na 70 °C tijekom 24 sata.
Visa temperatura je koriStena kako bi se postupak ubrzao, a budu¢i da fukoidan nije topiv u
etanolu, on bi se istalozio kada bi doSlo do njegove ekstrakcije stoga je kombinacija vise
temperature i etanola prihvatljiva. Kad se otapalo odfiltrira, uklanjaju se samo necistoce (pigmenti,
lipidi), ali ne i istalozeni fukoidan. Mehani¢kim mijeSanjem (magnetska mijeSalica, tresilica
inkubatora itd.) dolazi do bolje interakcije izmedu uzoraka ¢vrstih morskih algi i otapala,
povecavajuci na taj nacin brzinu izdvajanja necistoca ¢ime se poboljSava uspjeSnost predtretmana.
Predtretirani uzorci morskih algi suse se prije ekstrakcije fukoidana brojnim metodama ukljucujuci

susenje u peci 1 vakuum susenje u pecnici ili suSenje zamrzavanjem (Lim i sur., 2016).
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2.3.4.2.  Konvencionalna ekstrakcija

Konvencionalne tehnike ekstrakcije provode se s ciljem izolacije fukoidana iz stani¢nih
stijenki morskih algi u otapalo za ekstrakciju, nakon ¢ega se uklanjaju kruti ostaci. Prethodno
obradeni uzorci morskih algi podvrgavaju se razli¢itim tehnikama ekstrakcije koje mogu biti
namijenjene za selektivno izdvajanje samo fukoidana bez alginata, ili za ekstrakciju fukoidana i
alginata zajedno. Ako se izdvajaju zajedno, onda se alginati uklanjaju daljnim postupcima (Lim i
Wan Aida, 2017).

Jedna od metoda, koju su proveli Duarte i suradnici (2001), Li i suradnici (2006) i
Maruyama i Yamamoto (1984), je metoda ekstrakcije s vodom. Koriste se visoke temperature (70-
100 °C) uz mehanic¢ko mijesanje uzorka. Ova je metoda neselektivna jer se ekstrahiraju sve vrste
polisaharida i ostali sastojci morskih algi koji su topljivi u vodi zbog ¢ega je potrebno provesti vise
koraka izolacije tako dobivenog ekstrakta fukoidana. Za ekstrakciju se mogu koristiti i otopine
kiselina, obi¢no klorovodi¢ne ili sumporne, S pH ekstrakcijskog otapala u rasponu od 1 do 3, pri
visokoj temperaturi od 80-100 °C uz mehani¢ko mijeSanje. Upotrebom Kiseline omogucava se
hidroliza stani¢nih stijenki alge ¢ime se olakSava ekstrakcija fukoidana, a istovremeno se alginat
iz smede alge pretvara u alginsku kiselinu koja nije topljiva u vodi (McHugh, 1987). Alginska
kiselina se zatim odbacuje zajedno sa ¢vrstim ostacima morske alge, a ostaje relativno Cist
fukoidan u ekstraktu (Lim i Wan Aida, 2017). Jos$ jedan naéin ekstrakcije je korStenjem vodene
otopine CaCl> uz mehanicko mijeSanje i visoku temperaturu (70-85 °C) koji se koriste radi
povecanja brzine ekstrakcije i otapanja fukoidana. Zajedno s fukoidanom ekstrahira se i alginat
koji reagira s CaCly, te nastaje kalcijev alginat netopljiv u vodi koji se zatim istalozi (McHugh,
1987). Ovom metodom se fukoidan selektivno ekstrahira iz uzorka morske alge. Nakon uklanjanja
krutih ostataka iz ekstrakta dobiva se relativno Cist fukoidan, ¢ija se Cistoca moze povecati daljnjim
postupcima izolacije kada za to postoji potreba. Bez obzira na tip koriStenog otapala, sve ove
metode obi¢no zahtijevaju toplinsku obradu, mehanicko mijeSanje i produljeno vrijeme ekstrakcije

(Lim i sur. 2016).

2.3.4.3.  Procis¢avanje fukoidana

Postupak izolacije moze se provesti ili talozenjem fukoidana (u supernatantu zaostaju
neutralni polisaharidi) ili taloZzenjem alginata (fukoidan ostaje u supernatantu) nakon ¢ega se druge
necistoce uklanjaju dijalizom (Lim i Wan Aida, 2017). Lim i suradnici (2016) i Cumashi i
suradnici (2007) koristili su katione deterdZenta heksadeciltrimetilamonijev bromid (,,Cetavion®)

za talozenje fukoidana u ekstraktu. Princip ove metode lezi u Cinjenici da je fukoidan sulfatirani
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polisaharid zbog ¢ega je negativno nabijen (polianion) te ¢e kationski deterdZenti, koji su pozitivno
nabijeni, tvoriti soli s fukoidanom. Ove soli ¢e se, budu¢i da su netopljive u vodi, istaloziti i
naknadno susiti i tretirati kako bi se fukoidan odvojio od deterdzenta (Lim i sur., 2016). Ostali
prisutni spojevi, poput alginata i laminarina, su neutralni polisaharidi, stoga ne reagiraju s

kationskim deterdZentima i ostaju otopljeni u vodi (Scott, 1965).

Nagaoka i suradnici (1999) i Hemmingson i suradnici (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. Kako bi uklonili sol i
necistoce, proveli su ultrafiltraciju i dijalizu u oba istrazivanja. Nagaoka i suradnici (1999) proveli
su dodatne korake za izolaciju fukoidana, gdje su koristili CaClz i etanol za taloZenje fukoidana te

zatim ponovili dijalizu za postizanje vece Cistoce.

Kod koristenja metode ekstrakcije vru¢om vodom, koju su proveli Duarte i suradnici (2001) i
Li i suradnici (2006), bili su neophodni dodatni koraci za izolaciju fukoidana. U njihovom
istrazivanju, ekstrakti fukoidana pomijesani su s etanolom kako bi dobili 75%-tnu otopinu etanola
u kojoj ¢e se polisaharidi istaloziti. Centrifugiranje omoguéava uklanjanje supernatanta, koji sadrzi
ostale nepolisaharidne neéistoce, ostavljajuci istalozene polisaharide. Talog je zatim otopljen u
vodi i tretiran s CaCl2 kako bi se istalozili alginati, koji se mogu ukloniti centrifugiranjem. Izolirani
fukoidan u supernatantu prije suSenja prolazi kroz dijalizu kako bi se uklonile ostale necistoca

niske molekularne mase.

2.4. PRIMJENA FUKOIDANA

Oceani su staniSte za 50% zivucih vrsta na Zemlji, te samim time i izvor mnogih sastojaka
s potencijalnom primjenom u raznim industrijama. Medu razli¢itim organizmima u moru koji su
izvor polisaharida, morske alge su najviSe iskoristavane u komercijalnom smislu (Ahmed i sur.,
2014). Ukupna godisnja proizvodnja algi ima komercijalnu vrijednost od 6 milijardi americ¢kih
dolara, od ¢ega je 5 milijardi od proizvoda za ljudsku potrosnju (McHugh, 2003).
Fukoidan izoliran iz algi se na trzistu pojavljuje u razli¢itim proizvodima, od dodataka prehrani
u obliku kapsula ili praha, kao nutraceutik u pi¢ima i jogurtima, do kozmetic¢kih proizvoda kao $to
su kreme za tijelo 1 serumi za njegu koze. Koristi se takoder u farmaceutskoj industriji kao sastavni
dio nosaca u proizvodnji lijekova, faktora rasta, proteina i gena, a ima i potencijalnu klini¢ku
primjenu u razli¢itim podrucjima zbog svojih brojnih bioloskih aktivnosti (Fitton i sur., 2019). Na
trziStu postoji jedan proizvod za primjenu u veterinarstvu namijenjen konjima, s fukoidanom iz

alge Laminaria japonica, koji sluzi za sprjecavanje unutarnjih abdominalnih oziljaka poslije
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operacija ¢iji je uc¢inak dokazan u studiji Charboneau i suradnika (2018) provedenoj na miSevima.

Procjena je da je prosjecna cijena proizvoda za ljudsku upotrebu koji sadrze fukoidan 154
americka dolara na 50 mg fukoidana (Ahmed i sur., 2014). Azija je najveéi potrosac fukoidana, S
Kinom i Japanom na ¢elu po potrosnji. U 2017. g. tamo je potroSeno 6751 kg fukoidana ukupno,
ukljucujuéi farmaceutsku i kozmeticku industriju i industriju dodataka prehrani (The Express
Wire, 2020). SAD je sljedeci po potrosnji s 5248 kg fukoidana potrosenog u 2017. g. Prema
izvjeséu The Express Wire-a, o¢ekiva se globalni rast trziSta fukoidana za 3,8% sa ukupnim
profitom od 37 milijuna americ¢kih dolara do 2024.g $to je 7 milijuna viSe nego $to je ostvareno u
2019. g.

2.4.1. Zakonska regulativa o fukoidanu u hrani i dodacima prehrani

Posljednjih godina ekstrakti fukoidana odobreni su od strane brojnih svjetskih organizacija
za upotrebu u hrani i dodacima prehrani. Ekstrakti fukoidana iz morskih algi Undaria pinnatifida
i Fucus vesiculosus 2016. godine dobili su GRAS status od strane Americke agencije za hranu i
lijekove (FDA) s dopustenim dozama od 250 mg dnevno (Citkowska i sur., 2019). U Europskoj
Uniji su isti ekstrakti krajem 2017.9. Uredbom EU 2017/2470 odobreni kao nova hrana u kategoriji
"Hrana koja sadrzava dodatke prehrani u smislu Direktive 2002/46/EZ za opcu populaciju” s
maksimalnim dozvoljenim koli¢inama 250 mg dnevno. Za oba ekstrakta prema Uredbi EU
2017/2470 vrijedi da moraju biti ekstrahirani vodenom ekstrakcijom u kiseloj otopini i postupcima
filtriranja bez upotrebe organskih otapala, a koncentrirani i osu$eni produkt mora biti prah
sivobijele do smede boje, blagog mirisa i okusa s postotkom vlaznosti nizim od 10% i pH

vrijednosti 4,0 - 7,0 (1%-tna suspenzija pri 25 °C).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Uzorak smede alge Cystoseira barbata

Istrazivanje je provedeno na uzorku smede alge Cystoseira barbata, izronjene na podrucju
Zadarskog arhipelaga (44° 06' 26 geografske Sirine 1 15° 13' 54 geografske duzine) u veljaci
2018. godine. Uzorci alge isprani su u slatkoj i 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). Masa od oko 500 g smrznute alge u jednom je
sloju rasporedena na 6 plitica nakon ¢ega je proveden postupak liofilizacije koji je trajao ukupno
24 sata. Primarno suSenje (sublimacija) provedeno je pri vakuumu 0,130-0,155 hPa i temperaturi
0d —30 do 0 °C/18 sati, a izotermna desorpcija pri 20 °C/6 sati. OsuSena alga samljevena je u prah
pomocu elektricnog mlinca (CM 3260, Grundig, Njemacka), te je prah pohranjen u staklenu

posudu i ¢uvan u mraku na temperaturi 20 °C do provodenja ekstrakcije.
3.1.2. Kemikalije

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

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

e 0,1 M otopina HCI (TKI, Hrastnik, Slovenija)

e (destilirana voda

e 0,004% DPPH otopina

PRIPREMA: 10 mg DPPH (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka) otopi se u
250 mL 96%-tnog etanola.

e koncentrirana 95% H>SO4 (CARLO ERBA Reagents, Italija)

e fenol (5%-tna otopina)

PRIPREMA: 5 g kristala fenola (nestabiliziranog, proc¢is¢enog redestilacijom) (Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka) otopi se u 100 mL destilirane vode.

e BaCl; (abcr GmbH, Njemacka)

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

e Otopina Zelatine (0,3%)

PRIPREMA: 0,3 g Zelatine (Acros Organics, Belgija) otopi se u 100 mL vode temperature 70
°C 1 pohrani preko no¢i u hladnjak na 4°C.
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e Otopina Zelatine (0,3%)- BaCl;

PRIPREMA: 2 g BaCl; otopi se u prethodno pripremljenoj otopini zelatine i ostavi mirovati

2-3hna25°C.

e K3SO4(Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska)

e trikloroctena kiselina (TCA) (3 %)

PRIPREMA: 3 g TCA (Fisher Scientific, UK) otopi se u 100 mL destilirane vode
3.1.3. Aparatura

e clektricni 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 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)

e ultrazvucna kupelj UP 400 S (Dr. Hielscher GmbH, Njemacka)

e suSionik/pecnica

3.1.4. Pribor
e plasti¢na zliica
e filter papir
e stakleni lijevak
e Erlenmeyerove tikvice (500mL, 250 mL)
e odmijerne tikvice (100 mL)
e tikvica s okruglim dnom (50 mL)
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)

® magnetni Stapici
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3.2. METODE
3.2.1. Predtretman

Postupku ekstrakcije polisaharida prethodio je postupak predtretmana uzorka alge
Cystoseira barbata, na nacin da se izvaze 15 g uzorka u Erlenmeyerovu tikvicu volumena 500 mL,
nakon ¢ega se dodaje 375 mL acetona preko uzorka. U tikvicu se stavi magnetni Stapi¢, zatvori se
vatom i postavi na magnetnu mijeSalicu (RT 5, IKA, Njemacka) pri brzini mijeSanja 5 na 18 h.
Nakon 18 h provede se vakuumska filtracija, 50 mL ekstrakta iz svake tikvice se pohrani u
plasti¢ne kivete s poklopcem, a na talog se doda 375 mL 96%-tnog etanola zagrijanog na 70 °C.
Potom se u tikvicu stavi magnetni $tapié, tikvica se zatvori vatom i ponovo postavi na magnetnu
mijesalicu (brzina mijeSanja: 5) na 4 h. Nakon 4 h sadrzaj tikvice se filtrira uz primjenu vakuuma,
50 mL ekstrakta se pohrani u plasticnu kivetu s poklopcem, a talog se stavlja na suSenje u
Petrijevim zdjelicama na sobnoj temperaturi do konstantne mase. Na slici 7 shematski su prikazani

postupci provedeni tijekom eksperimenta.
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3.2.2. Konvencionalna ekstrakcija polisaharida

Konvencionalna ekstrakcija provedena je na magnetnoj mijesalici RT 5 (IKA, Njemacka)
prema parametrima prikazanim u tablici 1. Na analitickoj vagi izvaze se 1 g predtretiranog uzorka
smede alge Cystoseira barbata u Erlenmeyerovu tikvicu. U tikvicu se doda 30 mL otapala
(destilirana voda ili 0,1 M HCI) zagrijanog na odredenu temperaturu (40, 60 ili 80 °C), stavi se
magnetni Stapi¢, tikvica se zatvori vatom i postavi na magnetnu mijesalicu (brzina mijesanja: 5)

na odredeno vrijeme (1, 2 ili 3 h).
Tablica 1. Uvjeti provodenja konvencionalne ekstrakcije polisaharida iz alge Cystoseira barbata

OZNAKA OTAPALO TEMPERATURA (°C) VRIJEME (h)

V1 H20 40 1
V2 H.0 60 1
V3 H20 80 1
V4 H20 40 2
V5 H.0 60 2
V6 H20 80 2
V7 H20 40 3
V8 H20 60 3
V9 H.0 80 3
C1 0,1 M HCI 40 1
C2 0,1 M HCI 60 1
C3 0,1 M HCI 80 1
C4 0,1 M HCI 40 2
C5 0,1 M HCI 60 2
C6 0,1 M HCI 80 2
Cc7 0,1 M HCI 40 3
C8 0,1 M HCI 60 3
C9 0,1 M HCI 80 3

3.2.3. Postupci nakon ekstrakcije

Nakon provedene ekstrakcije, ekstrakti dobiveni konvencionalnom ekstrakcijom se

filtriraju, a talog se stavlja na suSenje na prethodno izvaganu petrijevu zdjelicu (My). U

22



Erlenmayerovu tikvicu sa supernatantom doda se 60 mL 96% etanola sobne temperature, tikvica
se promucka, zacepi vatom i stavi na 24 h u hladnjak. Nakon 24 h uzorci se u plasti¢nim kivetama
postavljaju na centrifugu (Rotofix 32A, HETTICH, Njemacka) 30 minuta na 5500 okretaja. Nakon
centrifugiranja, ekstrakt se filtrira u odmjernu tikvicu volumena 100 mL, a talog se prebaci u
prethodno izvaganu Petrijevu zdjelicu i stavlja na suSenje do konstantne mase (MT). Supernatant
se koncentrira u vakuum koncentratoru (Savant SPD2010, ThermoScientific, SAD), pri tlaku

2666,40 Pa i temperaturi 50 °C, do kona¢nog volumena od 25 mL.

Iz izmjerenih masa taloga, prema formulama [1] i [2] (Rodriguez-Jasso i sur., 2011) izrauna 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

3.2.4. 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 provedeno je spektrofotometrom pri sljede¢im valnim
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duljinama: 644,8 nm, 661,6 nm, 664 nm i 649 nm za klorofil a i b (u skladu sa koriStenim
ekstrakcijskim otapalom) i 470 nm za karotenoide. Svako mjerenje provedeno je u paraleli, a kao
slijepa proba upotrijebljeno je otapalo koriSteno za ekstrakciju. Apsorbanciju slijepe probe
potrebno je oduzeti od apsorbancije uzorka te se tako dobivena vrijednost koristi za izraCunavanje
konac¢nog rezultata.

Udjeli klorofila a i b te karotenoida racunaju se prema sljede¢im jednadzbama (Lichtenthaler i
Buschmann, 2005):

Aceton:

Ca (ng mL™) = 11,24 Ager6— 2,04 Acass [3]
Cb (pg mL™) = 20,13 Asaas— 4,19 Aser [4]
Coxve) (g ML) = (1000A470 — 1,9C, — 63,14Cy)/214 [5]
Etanol:

Ca(ng mL™Y) = 13.36 Asss — 5.19 Agag [3]
Co (ng mL™1) = 27.43 Agag — 8.12 Assa [4]
Cx+c) (ng mL™) = (1000 As70 —2.13Ca — 97.63 Cp)/209 [5]

A = apsorbancija, Ca = klorofil a, Cy = klorofil b, Cx+c) = karotenoidi (ksantofili + karoteni)

3.2.5. Odredivanje koncentracije ukupnih ugljikohidrata

Princip metode:

Koncentracija ukupnih ugljikohidrata odredivana je fenol — sumpornom metodom prema
Dubois 1 sur. (1956). Princip metode je da ugljikohidrati (jednostavni Seceri, oligosaharidi,
polisaharidi i njihovi derivati) reagiraju u prisutnosti jake kiseline i topline ¢ime nastaju derivati
furana koji se kondenziraju s fenolom te nastaju stabilni zlatno-zuti spojevi koji se mogu

spektrofotometrijski mjeriti na valnoj duljini od 490 nm (Nielsen, 2010).

Postupak rada:

Uzorku iz odmjerne tikvice dobivenom nakon uparivanja u vakuum koncentratoru i
dodatka otapala napravi se dvostruko razrjedenje na nacin da se u staklenu epruvetu stavi 1 mL
uzorka i 1 mL odgovarajuceg otapala (H20 ili 0,1 M HCI). Poslije toga otpipetira se 400 uL

razrijedenog uzroka uzorka i 400 uL 5% otopine fenola u novu epruvetu te se zatim dodaje 2 mL
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koncentrirane 95%-tne H>SO4. Vazno je paziti da se kiselina dodaje okomito u epruvetu, bez
diranja stijenki kako bi se postiglo dobro mijesanje. Na isti nacin pripremi se i slijepa proba, ali se
umjesto uzorka dodaje otapalo u jednakom volumenu. Svaki uzorak priredi se u paraleli. Sadrzaj
epruvete promijeSa se na vorteksu i epruvete se 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).

lzrada baZdarnog pravca i izradun 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. Iz izmjerenih vrijednost apsorbancija nacrta se

bazdarni pravac ¢ija jednadzba [6] glasi:

y = 0,0092x + 0,0149 [6]
R%=0,9938
gdje je: y — apsorbancija pri 490 nm

x — koncentracija otopine glukoze (mg L)

3.2.6. Odredivanje koncentracije sulfatnih grupa

Princip metode:

Koncentracija sulfatnih grupa (-SOsH) u polisaharidima odredivana je metodom
zamucenja BaClz-Zelatina prema Song 1 suradnicima (2018). Sadrzaj sulfatnih grupa u ovoj metodi
procjenjuje se mjerenjem apsorbancije zamucenja u obliku barijeva sulfata (BaSO4) koji nastaje
reakcijom sulfatnih grupa s otopinom barijeva klorida (BaClz) u otopini Zelatine, gdje je zelatina
stabilizator. Mjerenjem apsorbancije zamucéenja, pomoc¢u bazdarnog pravca pripremljenog sa

standardnom otopinom K>SQj, izracuna se koncentracija sulfatnih grupa u uzorku polisaharida.

Postupak odredivanja:

8 mg ekstrahiranih polisaharida prethodno usitnjenih u tarioniku odvaze se u epruvetu s
¢epom 1 hidrolizira dodatkom 3 mL 1M otopine HCI. Epruveta se zaepi, sadrZaj se promijesa na

vorteksu 1 stavi u ultrazvu¢nu kupelj na 20-30 minuta. Epruveta se zatim stave u suSionik na
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temperaturu 105 °C na 5 h. Poslije hladenja, sadrzaj epruvete se promijesa i 200 uL uzorka se
otpipetira u novu epruvetu te se doda 3,8 mL 3% otopine TCA i 1 mL otopine Zelatine-BaClo.
Smjesa se ostavi 15-20 minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija uzorka na
360 nm pomocu spektrofotometra (UV — 1600PC, VWR International, SAD). Svaki uzorak

pripravljen je u paraleli, a u slijepoj probi koristeno je 200 uL destilirane vode umjesto uzorka.

Izrada bazdarnog pravca i izracun rezultata:

Za pripremu bazdarnog pravca, prah K2SOj4se osusi se u susioniku na 105 °C do konstantne
mase, a zatim se odvaze 181,4 mg i otopi u 100 mL vode u odmjernoj tikvici od 100 mL. 1z tako
pripremljene otopine K>SOs4, koja sadrzi 1 g/L sulfatnih grupa, radi se niz od 5 razrjedenja. Od
svakog razrjedenja otpipetira se 200 uL i postupa po propisu za odredivanje koncentracije sulfatnih

grupa. Iz izmjerenih vrijednost apsorbancija nacrta se bazdarni pravac ¢ija jednadzba [7] glasi:
y = 0,265x - 0,0161 [7]
R?=10,989
gdje je:  y—apsorbancija pri 360 nm

x — koncentracija sulfatnih grupa (g L™)

3.2.7. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Princip metode:

Antioksidacijska aktivnost odredivana je DPPH metodom prema Sun i suradnicima (2009).
DPPH je stabilni slobodni radikal zbog delokalizacije elektrona u strukturi molekule §to mu daje
tamnu ljubicastu boju koja u etanolu ima apsorbanciju na valnoj duljini priblizno 520 nm. Pri
mijesanju s antioksidansom koji donira svoj vodikov atom i tako formira reducirani oblik molekule
DPPH, ljubi¢asto obojenje se gubi i rezultira nizim vrijednostima apsorbancije. Sto je intezitet

obojenja manji, antioksidacijska je aktivnost veca (Sagar i Singh, 2011).

Postupak rada:

Ekstrahirani polisaharidi poslije susenja do konstantne mase usitne se u tarioniku te
odmjere u odgovaraju¢im masama za Zeljene koncentracije (0,25 mg mL™?, 0,5 mg mL™, 0,75 mg
mL?, 1 mg mL1) u staklenu epruvetu za svaki uzorak. U epruvetu se zatim doda 4 mL destilirane

vode. Otopina se promijesa na vorteksu i postavi na ultrazvuénu mjesalicu na 30 minuta. Nakon
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toga 2 mL uzorka polisaharida i 2 mL 0,004% otopine DPPH stavi se u epruvetu, promijesa na
vorteksu te stavlja na 30 minuta u mrak pri temperaturi od 25 °C. Osim uzorka priprave se i dvije
slijepe probe: A1 (2 mL destilirane vode i 2 mL otopine DPPH) i Ao (2 mL uzorka i 2 mL etanola).
Nakon 30 minuta mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini od 517 nm na spektrofotometru (UV-
1600PC, VWR International, SAD). (Song i sur., 2018)

Izracun rezultata:

Izmjerene vrijednosti apsorbancija uvrStavaju se u jednadzbu [8] pomocu koje se izracunava
sposobnost hvatanja DPPH radikala (RSC - eng. "DPPH radical scavenging capacity effect"), a
ona glasi:

A4,
A

RSC (%)= 1 — 22| *100 8]

gdje je:
A - apsorbancija uzorka u otopini DPPH pri 517 nm
Ag - apsorbancija uzorka u etanolu pri 517 nm (ne sadrzi DPPH otopinu)

A1 — apsorbancija DPPH u destiliranoj vodi pri 517 nm

Zatim se napravi graf ovisnosti RSC (%) o koncentraciji polisaharida te se pomocu logaritamske
jednadzbe odredi koncentracija polisaharida kod koje se postize 50 % hvatanja DPPH radikala
(ECso).

3.2.8. Odredivanje udjela suhe tvari

U osusenu aluminijsku posudicu stavi se oko 5 g kvarcnog pijeska i stakleni Stapi¢, 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¢noS¢u = 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 tocnos¢u 0,0002 g.
Izracunavanje:

Nakon hladenja u eksikatoru, posudice se vazu te se vrsi proracun za ukupnu suhu tvar
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pomocu sljedece formule:

Suha tvar (%) = (m2- mo) / (M1-mo) x100 [9]

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, koncentracija
ukupnih ugljikohidrata (mg L), koncentracija sulfatnih grupa (g g ) i antioksidacijska aktivnost
(ECso) te je ispitivan utjecaj neovisnih varijabli: a) temperatura (40, 60 i 80 °C), b) vrijeme (1, 2 i
3 h), c¢) otapalo (H20 i 0,1 M HCI). Kontinuirane varijable analizirane su pomo¢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.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Sulfatirani polisaharidi iz smedih algi mogu se ekstrahirati konvencionalnim tehnikama

vru¢om vodom, razrijedenom kiselinom ili razrijedenom luzinom. U ovom istrazivanju provedena

je konvencionalna ekstrakcija polisaharida iz smede alge Cystoseira barbata gdje je kao otapalo

koristeno 30 mL destilirane vode ili 0,1 M HCI pri razli¢itim temperaturama (40, 60 i 80°C) i

vremenima ekstrakcije (1, 2 i 3 h) te je istraZzen utjecaj uvjeta ekstrakcije i njihovih kombinacija

na degradaciju alge, prinos fukoidana, koncentraciju ukupnih ugljikohidrata, koncentraciju

sulfatnih grupa i antioksidacijsku aktivnost. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Rezultati odredivanja postotka degradacije alge (% DA), prinosa fukoidana (% Fuk)

koncentracije ukupnih ugljikohidrata, koncenracije sulfatnih grupa i antioksidacijske aktivnosti

(ECs0) ekstrakata polisaharida dobivenih konvencionalnom ekstrakcijom destiliranom vodom

(V1-V9) i 0,1 M HCI (C1-C9)

. Ukupni Koncentracija
Uzorak Temperatura  Vrijeme % DA % Fuk ugljikohidrati sulfatnih ECso
O (h) (mg mL)
(mg L) grupa (g g*)

V1 40 1 14,43+0,00 2,84+0,02 40,60 £ 1,07 0,6178 +0,0288 0,186 + 0,002
V2 60 1 17,81+ 0,00 3,31+0,04 46,88 £ 1,57 0,5073 +0,0045 0,119 + 0,003
V3 80 1 19,61+0,00 4,00+ 0,03 62,41+ 3,72 0,4896 +0,0177 0,117 + 0,002
V4 40 2 16,00 £ 0,00 3,00 £ 0,09 53,49 £ 0,08 0,7682 + 0,0598 0,165 + 0,004
V5 60 2 20,36 £0,00 4,00+0,08 53,74 £ 1,65 0,5659 + 0,0077 0,126 + 0,005
V6 80 2 33,60+0,00 7,52+0,08 36,30 + 0,74 0,3337 +0,0166 0,075 + 0,002
V7 40 3 17,21+ 0,00 3,26 £ 0,04 68,86 + 0,58 0,4829 +0,0398 0,127 + 0,005
V8 60 3 19,29+ 0,00 4,95+0,10 54,15+2,73 0,4464 +0,0210 0,061 + 0,002
V9 80 3 20,75+0,00 5,11 +0,05 51,34 +£0,25 0,5051 + 00089 0,243 + 0,005
C1 40 1 30,25+0,00 2,86+0,03 34,64 +0,08 1,4558 £ 00155 0,504 + 0,006
C2 60 1 29,54 +0,00 3,34+0,05 69,02 +0,41 1,6593+0,0331 0,362 + 0,003
C3 80 1 23,25+0,00 4,63+0,03 124,64 + 1,98 0,6444 +0,0111 0,279 +£ 0,002
C4 40 2 33,11+0,00 3,02+0,10 33,74+ 0,00 1,4337 £0,0641 0,262 + 0,004
C5 60 2 31,63+0,00 4,09+0,08 75,80 £2,56 1,0446 £0,0177 0,225+ 0,002
C6 80 2 33,84+0,00 8,17+0,03 103,14 + 0,21 0,8710 +0,0454 0,344 + 0,004
Cc7 40 3 31,62+0,00 2,77 +£0,06 52,66 = 1,40 1,1596 + 0,0309 0,214 + 0,003
C8 60 3 33,00+0,00 3,68=+0,10 74,48 £ 1,74 0,9041 +0,0011 0,363 + 0,002
C9 80 3 3441+0,00 9,53+0,12 196,94 + 5,99 0,5393 £ 0,0055 0,443 + 0,004
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U tablici 3 prikazan je utjecaj otapala, vremena i temperature konvencionalne ekstrakcije,
te njihov kombinirani utjecaj na postotak degradacije alge (% DA), prinos fukoidana (% Fuk),
koncentraciju ukupnih ugljikohidrata, koncentraciju sulfatnih grupa i antioksidacijsku aktivnost

(ECs0). Svi parametri su pojedina¢no i kombinirano statisti¢ki znacajni (p < 0,05).

Tablica 3. Utjecaj otapala, temperature i vremena ekstrakcije na postotak degradacije alge (% DA), prinos
fukoidana (% Fuk), koncentraciju ukupnih ugljikohidrata, koncentraciju sulfatnih grupa i antioksidacijsku
aktivnost (ECso)

30

Ukupni
N| %DA %Fuk | ugljikohidrati rﬁ“(':?t”e_l) (mE%"f_.l)
(mg L) grupe (9 9 g
Otapalo p<0.00t p<0.00t | p<o0.00f p<0.00t p<0.00%
H.0 18 | 19,90+ 0,002 | 422 0,002 51,97+0,07 036+0,012 0,14+ 0,002
0,1M HCI 18 | 31,18 £0,00° | 4,68 + 0,00 85,01+0,07° 0,72+0,01> 0,33 +0,00°
Temperatura (°C) p<0.00f p<0.00t | p<o0.00f p<0.00t p<0.00t
40 12 | 23,77 +£0,00° | 2,96 +0,00% | 47,33 £0,86* | 0,66+ 0,01 0,24 + 0,00
60 12 | 25,27 +0,00° | 3,90 +0,00° | 62,34 +0,86° | 0,58 +0,01° 0,21 +0,00°
80 12 | 27,58 £0,00° | 6,49 +0,00¢ | 95,80 £ 0,86° | 0,39+ 0,012 0,25+ 0,00°
Vrijeme (h) p<0.00f p<0.00t | p<o0.00f p<0.00f p<0.00%
1 12 | 22,480,002 | 3,50 +0,00% | 63,03+0,86" | 0,61+0,01° 0,26+ 0,00°
2 12 | 28,09+ 0,00° | 4,97 +0,00° | 59,37 +0,86* | 0,57+ 0,01 0,20+ 0,00?
3 12 | 26,05+0,00° | 4,88 +0,00° | 83,07 +0,86° | 0,46 +0,01* 0,24+ 0,00
Otapalo; temperatura (°C) p<0.00f p<0.00t | p<o.00f p<0.00t p<0.00t
H,0; 40 6 | 15,88+0,00% | 3,03+ 0,00° | 54,31 +£1,22° | 0,43+0,01°> 0,16 +0,00°
H.0; 60 6 | 19,15+0,00° | 4,09+ 0,00¢ | 51,59 +1,22° | 0,36 0,01 0,10 = 0,00
H,0; 80 6 | 24,65+0,00° | 5,54+0,00¢ | 50,02+1,22° | 0,32+0,01*  0,15+0,00°
0,1M HCI; 40 6 | 31,66=0,00°| 2,880,000 | 40,35+1,22% | 0,90+0,01¢ 0,33 +0,00°
0,1M HCI; 60 6 |31,39+0,00° | 3,70 +0,00° | 73,10+ 1,22¢ | 0,80+ 0,01° 0,32 £ 0,00°
. d b f
0,1M HCI; 80 6 | 30,50+ 0,00 7.44 £ 0,00¢ 14212,38 + 0,47+0,01° 0,36+ 0,00
Otapalo; vrijeme (h) p<0.00f p<000T | p<o.00t p<0.00T p<0.00f
H.0; 1 6 | 17,28+0,00% | 334+0,000 | 49,96+ 1,22% | 0,38+0,01*® 0,14 = 0,00
H,0; 2 6 | 23,32+0,00° | 4,84+0,000 | 47,84+1,22% | 0,39+0,01® 0,12+ 0,00
H20; 3 6 | 19,08+0,00°| 444+0,00c | 58,12+1,22" | 0,34+0,01* 0,14 +0,00°
0,1M HCI; 1 6 |27,68+0,009| 3,61+0,000 | 76,10+ 1,22° | 0,83+0,01° 0,38+ 0,00°
0,1M HCI; 2 6 | 32,86+0,00°| 509+0,00¢ | 70,89+ 1,22¢ | 0,75+0,01¢ 0,28+ 0,00
. e c d
0,1M HCI; 3 6 | 33,01 +0,00 5,33 4 0,00 108,93 + 0,59+ 0,01° 0,34+ 0,00
1,22
Vrijeme (h); temperatura
0) p<0.00f p<0.00t | p<o0.00f p<0.00t b <0001
1; 40 6 | 22,34+0,00° | 2,29+0,00% | 37,62+1,49% | 0,70+0,01¢ 0,35+ 0,00°
1; 60 6 |23,68+0,00°|333+0,000 | 57,95+ 1,49° | 0,730,019 0,24 = 0,00°
1; 80 6 | 21,43+£0,00% | 432+0,000 | 93,53+ 1,494 | 0,39+0,01° 0,20+ 0,00
2; 40 6 | 24,56=0,00°| 3,010,000 | 43,61 +1,49% | 0,74+0,01¢ 0,21 +0,00¢



2; 60 6 26,00 = 0,00° 4.05 4 0.00° 64,77 + 0,55+0,01° 0,18 £0,00?
’ ’ 1,49bc

2; 80 6 33,72 +£0,00° | 7,85+ 0,00 | 69,72+ 1,49¢ | 0,42 + 0,012 0,21 + 0,00°¢

3;40 6 24,42 +0,00P 3,02+ 0,00% | 60,76 £ 1,490 | 0,56 +0,01¢ 0,17 + 0,002

3; 60 6 | 26,15£000° | , 1), oot | 6431 % 0,46 £0,01° 0,21 +0,00°
’ ’ 1,49bc

3; 80 6 27,58 + 0,009 739 4 0.00° 124,14 + 0,37+0,012 0,34 +£0,00¢
’ ’ 1,49¢

Prosjecna vrijednost 36 | 25,54 4,44 68,49 0,55 0,23

Biljeska. Vrijednosti s razli¢itim slovom su statisticki znacajne kod p < 0,05.
*Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska.

+ Statisti¢ki znacajni parametar kod p < 0,05.

U tablici 3 je vidljivo da je prosje¢na vrijednost degradacije alge iznosila 25,54%, $to je
manje od postotka degradacije postignutog konvencionalnom ekstrakcijom fukoidana iz alge
Cystoseira compressa -39,03% (Juri¢ i sur. 2019), kao i od postotka degradacije prilikom
konvencionalne ekstrakcije fukoidana iz alge Ascophyllum nodosum -37,37% (Yuan i Macquarrie,
2015). Prosjec¢na vrijednost prinosa fukoidana iznosila je 4,44 %, §to je sli¢no prinosu fukoidana
od 4,20% koji je dobiven pri izolaciji iz alge Cystoseira sedoides (Ammar i sur., 2016). Selimi i
suradnici (2014) su pri ekstrakciji fukodana iz alge Cystoseira barbata dobili prinos fukoidana
5,45%. Prosje¢na ukupna koncentracija ugljikohidrata iznosila je 68,49 mg L™ uzorka $to je sli¢no
rezultatima istrazivanja Sigamani (2016) gdje je ukupna koncentracija ugljikohidrata u
sulfatiranim polisaharidima iz alge Padina tetrastromatica iznosila 69 mg L. Prosje¢na
koncentracija sumpora iznosila je 0,55 g g suhe tvari $to je 3,5 do gotovo 4 puta vise od prosje¢ne
koncentracije sumpora u sli¢nim istrazivanjima. Ale i suradnici (2011b) su prilikom optimizacije
ekstrakcije fukoidana iz algi Sargassum sp dobili koncentraciju sumpora 0,155 g g%, a January i
suradnici (2019) 0,135 mg g iz alge Ecklonia maxima. Prosje¢na vrijednost ECso iznosila je 0,23
mg L, sto je priblizno vrijednosti 0,21 mg mL™ koja je odredena za algu Cystoseira barbata
(Trifan i sur. 2019). ECsp vrijednosti u nasem istrazivanju znacajno su nize U 0dnosu na one iz
istrazivanja Ammar i suradnika (2015) koje su iznosile: 0,96 mg mL™* (Cystoseira sedoides), 0,84
mg mL* (Cystoseira compressa) i 0,76 mg mL™ (Cystoseira crinita). Uzme li se kao referentni
spoj askorbinska kiselina s vrijednosti ECso 0,14 mg mL™* (Ammar i sur., 2015), prema tablici 3
se moze vidjeti kako u nekim uvjetima ekstrakcije fukoidan iz alge Cystoseira barbata ima vecu
sposobnost hvatanja DPPH radikala od askorbinske kiseline. U skladu s time su i rezultati
istrazivanja Wang i suradnika (2007) koji su utvrdili kako fukoidan iz alge Laminaria japonica

pokazuje znatno veéu sposobnost hvatanja DPPH radikala od askorbinske kiseline.
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4.1. UTJECAJ RAZLICITIH UVJETA EKSTRAKCIJE NA DEGRADACIJU ALGE

Za optimalne rezultate ekstrakcije potrebno je utvrditi uvjete koji ¢e rezultirati najboljim
prinosima ciljanih molekula, uz minimalnu degradaciju alge koja vodi do njihovih gubitaka. U
ovom radu istraZen je utjecaj otapala, temperature i vremena te njihovih kombinacija (otapala s
temperaturom, otapala s vremenom te vremena s temperaturom) na degradaciju alge Cystoseira

barbata. Utjecaj navedenih uvjeta ekstrakcije na degradaciju alge prikazan je u tablici 3.
4.1.1. Utjecaj otapala, temperature i vremena ekstrakcije na degradaciju alge

Postotak degradacije alge znacajno je ovisio o primjenjenom otapalu za ekstrakciju.
Znacajno veci postotak degradacije alge zabiljeZen je prilikom ekstrakcije u 0,1M HCl u odnosu
na ekstrakciju u destiliranoj vodi $to se moze pripisati hidrolizi stani¢ne stijenke pomocu kiseline

§to omogucava ekstrakciju fukoidana, ali istovremeno narusava strukturu alge (Lim i sur., 2016).

Temperatura je takoder faktor koji doprinosi povecanju postotka degradacije alge. Postotak
degradacije alge blago se povecava porastom temperature ekstrakcije te je najveéi pri 80°C i iznosi
27,58%. Visa temperatura moze dovesti do degradacije temperaturno osjetljivih komponenti i

narusavanja strukture (Chen i sur., 2005), §to objasnjava opisani trend.

Vrijeme je jo§ jedan faktor koji utjece na postotak degradacije alge. Najvec¢i postotak
degradacije alge zabiljezen je nakon 2 h ekstrakcije i iznosi 28,09%. Duza ekstrakcija znaci vecu
koli¢inu ekstrahirane tvari, ali i veCu moguénost razgradnje strukture zbog ¢ega je izrazito vazno
odrediti optimalno vrijeme ekstrakcije (Favretto, 2004). Smanjenje postotka degradacije

produljenjem vremena s 2 na 3 h vjerojatno je rezultat kombinacije drugih ¢imbenika.
4.1.2. Utjecaj kombinacije uvjeta ekstrakcije na degradaciju alge
Otapalo i temperatura

Znacajno veéi postotak degradacije alge zabiljeZen je prilikom ekstrakcije sa 0,1M HCl u
odnosu na ekstrakciju u destiliranoj vodi. Povec¢anjem temperature ekstrakcije u 0,1M HCI s 40
°C na 60 °C nema znacajne razlike u postotku, dok je porastom na 80 °C zabiljezeno smanjenje
od priblizno 1% s iznosom 30,50%. U destiliranoj vodi, najmanja je degradacija alge zabiljezena
pri 40°C s postotkom od 15,88% s trendom porasta pove¢anjem temperature ekstrakcije Koji je

objasnjen prethodno u potpoglavlju 4.1.1.
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Otapalo i vrijeme

Produljenjem vremena ekstrakcije s 1 hna 2 hu 0,1M HCI zabiljezen je porast postotka
degradacije alge do 32,86%, dok daljnje produljenje vremena na 3 h nema znacajan utjecaj. Trend
porasta postotka degradacije produljenjem vremena s 1 h na 2 h zabiljezen je i u vodi gdje je

postignut najmanji postotak degradacije alge nakon 1 h te iznosi 17,28%.
Vrijeme i temperatura

Pri temperaturi od 40 °C najmanji je postotak degradacije zabiljezen kroz vrijeme
ekstrakcije od 1 h nakon Cega dolazi do porasta uz izostanak znacajne razlike u postotku
degradacije izmedu vremena ekstrakcije od 2 h i1 3 h. Isti trend prati 1 postotak degradacije pri
temperaturi od 60 °C s najmanjom vrijednosti 23,43% nakon 1 h ekstrakcije. Pri temperaturi od
80 °C i vremenu ekstrakcije od 1 h zabiljeZzen je najmanji postotak degradacije alge od svih
kombinacija vremena i temperature, a produljenjem vremena na 2 h on raste na najveci zabiljeZen
s iznosom 33,72%. Produljenjem vremena ekstrakcije na 3 h smanjuje se postotak degradacije

alge.
4.2. UTJECAJ RAZLICITIH UVJETA EKSTRAKCIJE NA PRINOS FUKOIDANA

Kao $to je opisano u poglavlju 2.3.4, postoje razli¢iti nacini provodenja konvencionalne
ekstrakcije fukoidana koji podrazumijevaju upotrebu razli¢itih otapala, temperatura i vremena
ekstrakcije, a svaki od tih nacina rezultira razli¢itim prinosima fukoidana (J6nsson i sur., 2020). U
ovom radu istrazen je utjecaj destilirane vode 1 0,1M HCI kao otapala, razli¢itih temperatura (40,
60 i 80°C) i vremena ekstrakcije (1, 2 i 3 h) te njihovih kombinacija (otapala s temperaturom,
otapala s vremenom te vremena s temperaturom) na prinos fukoidana kako bi se utvrdili optimalni
uvjeti za ekstrakciju fukoidana iz alge Cystoseira barbata. Utjecaj navedenih uvjeta ekstrakcije na
prinos fukoidana prikazan je u tablici 3.

4.2.1. Utjecaj otapala na prinos fukoidana
Za konvencionalne metode ekstrakcije sulfatiranih polisaharida koriste se razli¢ita otapala
poput vode, kiselih otopina i otopina soli, naj¢eS$¢e pri povisenim temperaturama. Kada se kao
otapalo koristi voda, ostali spojevi prisutni u algi koji su topivi u vodi mogu koekstrahirati $to
zahtijeva viSe koraka prociS¢avanja nakon ekstrakcije. Koristenje 0,1M HCI pokazalo se
ucinkovitim za poboljSanje prinosa jer omogucuje hidrolizu stani¢ne stijenke i ekstrakciju

polisaharida iz matriksa (Fletcher i sur., 2017). Kiselina pretvara alginat u alginsku kiselinu koja
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je netopiva u vodi Sto rezultira ¢iS¢im ekstraktom (Nisizawa 1 sur., 1963).

Prinos fukoidana ve¢i je kada se koristi 0,1 M HCI kao otapalo i iznosi 4,68%, u odnosu na
destiliranu vodu pri ¢ijem koriStenju prinos fukoidana iznosi 4,22%. Takvi rezultati u skladu su s
rezultatima istrazivanja Liu i suradnika (2019) gdje je prinos fukoidana iz alge Sargassum
fusiforme bio znacajno veci prilikom ekstrakcije u kiselini. Vanavil i suradnici (2020) dobili su
suprotne rezultate te je prinos fukoidana iz alge Sargassum swartzii bio znac¢ajno veéi prilikom
ekstrakcije vru¢om vodom u odnosu na 0,1M HCI. U tom istrazivanju je ekstrakcija u 0,2M HCI
trajala 24 h na sobnoj temperaturi, a ekstrakcija vodom 4 h na temperaturi 90-95°C te je prinos
koji su postigli vjerojatno rezultat kombinacije parametara, a ne samo koriStenog otapala.

Osim utjecaja na prinos, primijeéena je i razlika u boji ekstrahiranog fukoidana ovisno o
koriStenom otapalu. Na slici 5 vidljivo je kako je talog nakon ekstrakcije u 0,2M HCI svijetliji u
usporedbi s talogom nakon ekstrakcije u destiliranoj vodi. Svjetlija boja taloga ukazuje na visu
¢istou, odnosno vecu kvalitetu ekstrahiranog fukoidana (Mak, 2012). Smeda boja fukoidana
ekstrahiranog u destiliranoj vodi ukazuje na prisustvo pigmenata smedih algi (fukoksantin, -
karoten, violaksantin, klorofil a i c) koji zaostaju u polisaharidima prilikom procesa ekstrakcije
(Saepudin i sur., 2017).

Slika 5. Ekstrakti fukoidana prije susenja (vlastita fotografija)

4.2.2. Utjecaj temperature ekstrakcije na prinos fukoidana

Prinos fukoidana znacajno se povecava poveCanjem temperature, te je najmanji pri 40 °C
i 1znosi 2,96% $to je slicno prinosu fukoidana dobivenom iz alge Cystoseira crinita izoliranog pri
sobnoj temperaturi (Ammar i sur., 2015). Najveci prinos fukoidana u nasem istrazivanju zabiljezen

je pri 80 °C i iznosi 6,49%, a sli¢ni prinosi fukoidana dobiveni su i u istrazivanjima provedenim
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na algama Ascophyllum nodosum i Fucus serratus gdje su fukoidani izolirani pri temperaturi od
80 °C (Fletcher i sur., 2017). Poveéanjem temperature ekstrakcije smanjuje se viskozitet otapala
1 povrSinska napetost ¢ime se poboljSava topljivost polisaharida, brzina difuzije i prijenos mase

unutarstani¢nih tvari iz stanice u otapalo, Sto rezultira boljom ekstrakcijom (Tsubaki i sur., 2016).
4.2.3. Utjecaj vremena ekstrakcije na prinos fukoidana

Najmanji prinos fukoidana zabiljezen je nakon 1 h ekstrakcije i iznosi 3,50% $§to je sli¢no
prinosu fukoidana iz alge Cysoseira compressa dobivenog nakon 3 h ekstrakcije u istrazivanju
Ammar i suradnika (2015). Nakon 2 h ekstrakcije prinos fukoidana iznosi 4,97% te izmedu
vremena ekstrakcije od 2 i 3 h nije zabiljeZena statisti¢ki znacajna razlika u prinosu fukoidana.
Razli¢ita istrazivanja pokazuju da se slicni prinosi fukoidana mogu posti¢i pri razli¢itim
vremenima ekstrakcije. Mohamed i suradnici (2015) postigli su prinos fukoidana od 5,3% iz alge
Cystoseira myrica kroz vrijeme ekstrakcije od 8 h, a Sellimi i suradnici (2014) prinos fukoidana
od 5,45% iz alge Cystoseira barbata kroz vrijeme ekstrakcije od 2 h. Iz navedenih usporedbi je
vidljivo kako nakon postizanja maksimalnog prinosa daljnjim produljenjem trajanja ekstrakcije ne

dolazi do postizanja znacajno veceg prinosa.
4.2.4. Utjecaj kombinacije uvjeta ekstrakcije na prinos fukoidana
Otapalo i temperatura

Najmanji prinos fukoidana zabiljezen je pri temperaturi od 40 °C, a statistickom analizom
pokazano je da nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu koncentracije fukoidana u ekstraktima
koji su dobiveni vodom i ekstraktima dobivenim 0,1M HCIL. Navedeno upucuje na zakljucak da
pri niZzoj temperaturi ekstrakcije nema znacajnog utjecaja otapala na prinos fukoidana. Pri
temperaturi ekstrakcije od 60 °C nesto veci prinos fukoidana zabiljezen je u ekstraktima dobivenim
uz upotrebu vode kao otapala §to je u skladu s rezultatima drugih autora. Mak (2012) je proveo
ekstrakciju fukoidana iz alge Undaria pinnatifida pri temperaturi od 65°C pri ¢emu je vecéi prinos
fukoidana dobiven takoder uz upotrebu vode kao otapala. Nizi prinosi dobiveni su uz upotrebu
0,15M HCI.

Najveci prinosi fukoidana neovisno o primjenjenom otapalu za ekstrakciju (voda; 0,1 M
HCI) postignuti su pri vi$oj temperaturi tj. pri 80°C. Prinos fukoidana u vodi pri 80°C iznosi 5,54%
Sto je priblizno prinosu fukoidana iz alge Cystoseira myrica ekstrahiranog u jednakim uvjetima

temperature i otapala (Mohamed i sur. 2015). U 0,1M HCI pri 80°C prinos fukoidana je najveci
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od svih kombinacija temperature i otapala te iznosi 7,44% $to je u skladu s prinosima fukoidana
dobivenim iz algi Fucus serratus i Ascophyllum nodosum ekstrahiranog u jednakim uvjetima

temperature i otapala (Fletcher i sur., 2017).
Otapalo i vrijeme

Najmanji prinosi fukoidana neovisno o primjenjenom otapalu za ekstrakciju (voda; 0,1 M
HCI) postignuti su pri najkracem vremenu ekstrakcije tj. nakon 1 h.. Kod upotrebe vode kao
otapala, najveci prinos (4,84%) postize se pri trajanju ekstrakcije od 2 h. Liu i suradnici (2019)
postigli su sli¢an prinos fukoidana iz alge Sargassum fusiforme uz vodu kao otapalo i vrijeme

ekstrakcije 3 h. Produljenje vremena ekstrakcija iznad 3 h utjecalo je na smanjenje prinosa.

U nasem istrazivanju najveci prinos fukoidana, 5,33%, dobiven je u ekstraktima s 0,1M
HCI te vremenu ekstrakcije od 3 h. Prinos fukoidana priblizan ovome zabiljezen je u ekstraktima
dobivenim pomoc¢u 0,1M HCI kroz vrijeme ekstrakcije od 2 h iz alge Cystoseira compressa
(Hentati i sur., 2018) te kroz vrijeme ekstrakcije od 4 h iz alge Cystoseira barbata (Sellimi i sur.,
2014). Navedeno upucuje na vaznost drugih parametara ekstrakcije, budu¢i da se jednak prinos

fukoidana postize pri razli¢itim vremenima ekstrakcije.
Vrijeme i temperatura

Prinos fukoidana dobiven pri temperaturi od 40 °C je najnizi te nema znac¢ajne promjene u
prinosu produljenjem vremena ekstrakcije s 1 h na 2 h ili 3 h. Porastom temperature na 60 °C
zabiljeZen je rast prinosa fukoidana koji se povecava produljenjem vremena ekstrakcije 1 najveci
je nakon 3 h. Pri temperaturi od 80 °C nakon 1 h postignut je jednak prinos fukoidana kao i pri
temperaturi od 60 °C nakon 3 h ekstrakcije te iznosi 4,32% $to upucuje da se jednak prinos moze
postici razli¢itim kombinacijama temperature i vremena. Produljenjem vremena ekstrakcije na 2 h
pri temperaturi od 80°C doslo je do znaCajanog porasta prinosa fukoidana te je u tim uvjetima
iznosio 7,85%. Daljnjim produljenjem vremena ekstrakcije dolazi do pada prinosa, moguce zbog

degradacije fukoidana pri visokim temperaturama (Chen i sur., 2005).

Dobiveni rezultati ukazuju na to da vrijeme ekstrakcije ima najveci utjecaj na prinos fukoidana
pri visSim temperaturama ekstrakcije. S navedenim je u skladu trend zabiljezen prilikom ekstrakcije
polisaharida iz alge Chlorella sp. gdje je pri temperaturi od 80 °C zabiljezeno povecanje prinosa
produljenjem vremena ekstrakcije, dok je na nizim temperaturama utjecaj vremena ekstrakcije na

prinos bio zna¢ajno manji (Song i sur., 2018).
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4.3. UTJECAJ RAZLICITIH UVJETA EKSTRAKCIJE NA KONCENTRACIJU
UKUPNIH UGLJIKOHIDRATA

Fukoidan je heteropolisaharid koji se sastoji uglavnhom od fukoza povezanih o-(1,3) ili
naizmjeni¢nim o-(1,3) i a-(1,4) glikozidnim vezama, te rijetko a-(1,2) vezama. Osim fukoze,
sadrzi 1 druge monosaharide uklju¢ujuéi galaktozu, glukozu, manozu, ramnozu, ksilozu i uronsku
kiselinu koje variraju u udjelu unutar strukture, ovisno o vrsti alge i godisnjem dobu (Lim i sur.,
2016), a metoda ekstrakcije uvelike moze utjecati na koncentraciju ugljikohidrata u ekstrahiranom
fukoidanu (Wang i Chen, 2016). U ovom radu istraZen je utjecaj koriStenja destilirane vode i 0,1M
HCl kao otapala, razlic¢itih temperatura (40, 60 1 80°C) 1 vremena ekstrakcije (1, 2 1 3 h) te njihovih
kombinacija (otapala s temperaturom, otapala s vremenom te vremena s temperaturom) na ukupnu
koncentraciju ugljikohidrata u ekstraktu alge Cystoseira barbata. Utjecaj navedenih uvjeta

ekstrakcije na ukupnu koncentraciju ugljikohidrata prikazan je u tablici 3.

4.3.1. Utjecaj otapala, temperatre i vremena ekstrakcije na koncentraciju ukupnih

ugljikohidrata

Koncentracija ukupnih ugljikohidrata znacajno je veca u ekstraktima dobivenim uz 0,1 M
HCI kao otapalo i iznosi 85,01 mg L, dok u vodenom ekstraktu iznosi 51,97 mg L. Dobiveni
rezultati u skladu su sa istrazivanjima drugih autora koji potvrduju vece prinose ugljikohidrata

prilikom ekstrakcije u kiselim uvjetima u odnosu na neutralne (Furuta, 1998; Sun i sur., 2018).

Buduc¢i da nisu izrazito osjetljivi na vise temperature, veci prinosi polisaharida se uglavnom
dobivaju pri visim temperaturama (Lim i sur., 2016). Koncentracija ukupnih ugljikohidrata
znadajno se povecava porastom temperature i najveca je pri 80 °C (95,80 mg L), a najmanja pri
40 °C (47,33 mg L1). Porast koncentracije ugljikohidrata porastom temperature ekstrakcije
zabiljeZili su 1 Song 1 suradnici (2018) prilikom optimizacije parametara ekstrakcije polisaharida
iz algi Chlorella sp., sa znacajnim povecanjem pri porastu temperature sa 70 °C na 80 °C. Long i
suradnici (2019) zakljucili su da je otapanje polisaharida bolje pri ve¢im temperaturama, $to
rezultira ve¢im prinosom, te da temperatura ekstrakcije utjeCe na strukturu i1 sadrzaj vlage

frakcijskih polisaharida.

Najmanja koncentracija ukupnih ugljikohidrata zabiljezena je kroz vrijeme ekstrakcije od
2 hiiiznosila je 59,37 mg L, a najveca kroz vrijeme od 3 h (83,07 mg L%). U istrazivanju Ale i
suradnika (2011b) na algi Sargassum sp. produljenjem vremena ekstrakcije takoder je zabiljezen

rast koncentracije ugljikohidrata.
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4.3.2. Utjecaj kombinacije uvjeta ekstrakcije na koncentraciju ukupnih ugljikohidrata
Otapalo i temperatura

U vodenim ekstraktima nije odredena statisticki znacajna razlika u koncentraciji ukupnih
ugljikohidrata porastom temperature ekstrakcije. Prilikom ekstrakcije fukoidana iz alge Chlorella
sp. koriStenjem vode kao otapala zabiljezen je znaCajan porast koncentracije ukupnih
ugljikohidrata porastom temperature sa 70 °C na 80 °C (Song i sur., 2018), sto se razlikuje od

trenda zabiljezenog u nasem istrazivanju.

Pri 40 °C koncentracija ugljikohidrata zna¢ajno je manja u ekstraktima dobivenim s 0,1M
HCI u odnosu na ekstrakte dobivene s vodom, no porastom temperature do 60 °C i 80 °C
koncentracija u uzorcima s 0,1M HCI znacajno raste te je najveca pri 80 °C i iznosi 141,58 mg L~
! Navedeno je u skladu s dosadasnjim zaklju¢cima da se ugljikohidrati bolje ekstrahiraju u kiselini

(Sun i sur., 2018) i na vi§im temperaturama (Long i sur., 2019).
Otapalo i vrijeme

Ukupna koncentracija ugljikohidrata kod oba koristena otapala (voda; 0,1M HCI) ne
mijenja se znacajno nakon 1 ili 2 h vremena ekstrakcije. Porast je zabiljezen i kod jednog i kod
drugog otapala nakon 3 h ekstrakcije, a najveca koncentracija postignuta je nakon 3 h ekstrakcije
u 0,1M HCI te iznosi 108,03 mg L. Zhao i suradnici (2018) ekstrahirali su fukoidan iz alge
Laminaria japonica pomocu razli¢itih koncentracija otopine EDTA (etilendiamintetraoctena
kiselina) i promatrali utjecaj vremena na koncentraciju ugljikohidrata nakon 3, 6 i 9 h te utvrdili
kako vrijeme ekstrakcije nije imalo znac¢ajan utjecaj. Rezultati upucuju na to da se nakon 3 h
postizu optimalne koncentracije ugljikohidrata uz provodenje ekstrakcije u uvjetima kisele

sredine.
Vrijeme i temperatura

Ukupna koncentracija ugljikohidrata pri temperaturi od 40 °C nije se znacajno promijenila
produljenjem vremena ekstrakcije s 1 h na 2 h. Nakon 3 h zabiljezen je znacajan porast
koncentracije koja je iznosila 60,76 mg L™ $to upuéuje na to da je na nizim temperaturama
znacajan utjecaj vremena na koncentraciju ugljikohidrata. Ovaj iznos statisticki se ne razlikuje od
koncentracija dobivenih pri temperaturi od 60 °C u trajanju 1 h, 2 h i 3 h, medu kojima takoder
nema znacajne promjene koncentracije ugljikohidrata promjenom vremena ekstrakcije, kao ni od

koncentracije ukupnih ugljikohidrata dobivene pri temperaturi od 80 °C i vremenu ekstrakcije od
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2 h. Najvisa koncentracija dobivena je pri temperaturi od 80 °C i vremenu ekstrakcije 3 h i iznosi
124,14 mg L, $to je u skladu s trendom iz istrazivanja Ale i suradnika (2011b) koji su postigli
najbolji prinos ugljikohidrata pri temperaturi od 90 °C i vremenu ekstrakcije od 3 h.

4.4, UTJECAJ RAZLICITIH UVJETA EKSTRAKCIJE NA KONCENTRACIJU
SULFATNIH GRUPA

Sadrzaj sulfatnih grupa u strukturi fukoidana jedan je od utvrdenih ¢imbenika koji utjecu na
njegovu biolosku aktivnost. Neki od dokaza su da djelomi¢no desulfatirani fukoidani sa sadrzajem
sulfatnih grupa ispod 20% pokazuju drasti¢no manju antikoagulacijsku i antitumorsku aktivnost
(Haroun-Bohedja i sur., 2000), a visok sadrzaj sulfatnih grupa u polisaharidnim frakcijama u
pozitivnoj je korelaciji sa sposobnosti hvatanja superoksidnih radikala (Wang i sur., 2010a). Zbog
vaznosti sadrzaja sulfatnih grupa za biolosku aktivnost fukoidana klju¢no je utvrditi uvjete
ekstrakcije koji ¢e rezultirati njihovim najve¢im koncentracijama. U ovom radu istrazen je utjecaj
otapala, temperature i vremena ekstrakcije te njihovih kombinacija (otapala s temperaturom,
otapala s vremenom te vremena s temperaturom) na koncentraciju sulfatnih grupa u fukoidanu iz

alge Cystoseira barbata, te su rezultati prikazani u tablici 3.

4.4.1. Utjecaj otapala, temperature i vremena ekstrakcije na koncentraciju sulfatnih grupa

Kao i kod prinosa fukoidana i koncentracije ukupnih ugljikohidrata, koncentracija sulfatnih
grupa znacajno 0Visi 0 primjenjenom otapalu za ekstrakciju. Koncentracija sulfatnih grupa u
ekstraktima dobivenim s 0,1 M HCI iznosi 0,72 g g $to je dvostruko vise u usporedbi s vodenim
ekstraktima. January i suradnici (2019) takoder su zabiljezili veéi sadrzaj sulfata u ekstraktima algi
Ecklonia maxima, Laminaria pallida i Splachnidium rugosum koji su dobiveni pomoc¢u 0,15M
HCI, temperaturi od 65 °C i vremenu ekstrakcije 2 h. U vodenim ekstraktima prinosi su bili manji,
unato¢ tome Sto je ekstrakcija provedena pri viSoj temperaturi 70 °C te vremenu ekstrakcije 24h.
S druge strane, Mak (2012) zabiljezio je veci sadrzaj sulfata u ekstraktu alge Undaria pinnatifida
koji je dobiven pomocu destilirane vode, u odnosu na ekstrakt dobiven pomoc¢u 0,15M HCI. Oba

ekstrakta dobivena su pri temperaturi 65°C i vremenu ekstrakcije 2 h.

Koncentracija sulfatnih grupa, za razliku od prinosa fukoidana i koncentracije ukupnih
ugljikohidrata smanjuje se s poveéanjem temperature te je najmanja pri 80 °C (0,39 g g?1) , a

najveca pri 40 °C (0,66 g g1). Jednak trend zabiljeZen je u istrazivanju Ale i suradnika (2011b)
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prilikom optimizacije ekstrakcije fukoidana iz algi Sargassum sp. gdje je pri temperaturi od 30 °C
zabiljezena najveca koncentracija sulfatnih grupa koja se porastom na 60 °C, a zatim 1 90 °C

smanjuje dok prinos fukoidana i ugljikohidrata raste.

Produljenjem vremena ekstrakcije zabiljeZeno je smanjenje koncentracije sulfatnih grupa,
pa je tako najvisa koncentracija pri vremenu ekstrakcije 1 h (0,61 g g*), a najmanja pri 3 h (0,46
g g7). Jednak trend zabiljezen je u istrazivanju Ale i suradnika (2011b) prilikom optimizacije
ekstrakcije fukoidana iz algi Sargassum sp. gdje je produljenjem trajanja ekstrakcijes1hna2 hi

4 h zabiljezeno postupno smanjenje koncentracije sulfatnih grupa.
4.4.2. Utjecaj kombinacije uvjeta ekstrakcije na koncentraciju sulfatnih grupa
Otapalo i temperatura

Koncentracije sulfatnih grupa uglavnom su manje kod koriStenja vode kao otapala u
odnosu na 0,1M HCI, no trend pada koncentracije porastom temperature s 40 °C do 80 °C opisan
prethodno u potpoglavlju 4.4.1. je prisutan u oba sluc¢aja. Koncentracije sulfatnih grupa u 0,1M
HClI pri 80 °C i u vodi pri 40 °C medusobno se statisti¢ki ne razlikuju $to znaci da se podesavanjem
temperature ekstrakcije u vodi moze posti¢i jednaka koncentracija sulfatnih grupa kao i u 0,1M
HCI. Najveca koncentracija sulfatnih grupa dobije se ekstrakcijom u 0,1M HCI pri temperaturi
ekstrakcije od 40 °C i iznosi 0,90 g g $to je gotovo trostruko vise od koncentracije koju su Ale i
suradnici (2011b) postigli u 0,1M HCI na temperaturi od 90 °C prilikom ekstrakcije fukoidana iz
alge Sargassum sp.

Otapalo i vrijeme

Koncentracija sulfatnih grupa prilikom ekstrakcije u vodi ne mijenja se zna¢ajno izmedu
vremena ektrakcije 1 hi 2 h, dok je produljenjem na 3 h zabiljezeno blago smanjenje koncentracije.
Kod ekstrakcije u 0,1M HCI koncentracija sulfatnih grupa najveca je pri vremenu ekstrakcije od
1 hiiznosi 0,83 g g%, a smanjuje se s porastom vremena ekstrakcije $to je u skladu s trendom

opisanim u potpoglavlju 4.4.1.
Vrijeme i temperatura

Koncentracija sulfatnih grupa pri temperaturi ekstrakcije 40 °C je najvisa te nakon 1 h i
iznosi 0,70 g g*. Nakon 2 h nema statisticki zna¢ajne promjene koncentracije pri ovoj temperaturi,

dok se nakon 3 h koncentracija smanjuje. Nakon 1 h pri temperaturi od 60 °C koncentracija
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sulfatnih grupa se statisticki ne razlikuje od koncentracije pri temperaturi od 40 °C, a produljenjem
vremena na 2 h i 3 h dolazi do smanjenja. Pri temperaturi od 80 °C koncentracije sulfatnih grupa
su najnize te promjenom vremena ekstrakcije nema statisticki znacajne promjene koncentracije
sulfatnih grupa. Navedeno upucuje na zakljucak da pri visim temperaturama ekstrakcije vrijeme
ima manji utjecaj na smanjenje koncentracije sulfatnih grupa. Ale i suradnici (2011b) su dosli do
drukéijeg zakljuCka zabiljezivs§i smanjenje koncentracije sulfatnih grupa u ekstraktu alge

Sargassum sp. pri temperaturi od 90°C produljenjem vremena ekstrakcije s 1 hna 3,518 h.

45. UTJECAJ RAZLICITIH UVJETA EKSTRAKCIJE NA ANTIOKSIDACIJSKU
AKTIVNOST

Posljednjih godina, brojna su istrazivanja utvrdila znacajnu antioksidacijsku sposobnost
sulfatiranih polisaharida iz algi (Li, 2020; Wang, 2010a). Veza izmedu strukture i antioksidacijske
aktivnosti sulfatiranih polisaharida jo$ uvijek nije sasvim razjaSnjena zbog poteSkoca u
identifikaciji to¢ne kemijske strukture, no veliki se utjecaj pripisuje udjelu sulfatnih grupa u
strukturi, uz kojeg se spominju i sadrzaj uronske kiseline, sadrzaj proteina, omjer fukoze i sulfatnih
grupa te molekularna masa polisaharida (Jiao i sur., 2011). U ovom radu istrazen je utjecaj otapala,
temperature i vremena ekstrakcije te njihovih kombinacija (otapala s temperaturom, otapala s
vremenom te vremena s temperaturom) na antioksidacijsku aktivnost fukoidana iz alge Cystoseira

barbata te su rezultati prikazani u tablici 3.

4.5.1. Utjecaj otapala, temperature i vremena ekstrakcije na antioksidacijsku aktivnost

Znacajno veca vrijednost ECsg dobivena je u ekstraktima dobivenim s 0,1 M HCl te iznosi
0,33 mg mL?, dok je u vodenim ekstraktima ECso znac¢ajno manja i iznosi 0,14 mg mL™. Ovo
ukazuje kako ispitivani uzorak alge Cystoseira barbata ima znacajno vecu antioksidacijsku
aktivnost kada se kao otapalo koristi destilirana voda $to je u skladu s rezultatima Liu i1 suradnika
(2019) cije istrazivanje potvrduje da vodeni ekstrakti fukoidana iz alge Sargassum fusiforme imaju

vecu sposobnost hvatanja slobodnih radikala u odnosu na ekstrakte dobivene s 1,0M HCI.

Najmanja vrijednost ECso zabiljezena je pri 60°C (0,21 mg mL™?). Jednaku vrijednost
dobili su Trifan i suradnici (2019) u ekstraktu alge Cystoseira barbata iz Crnog mora dobivenom
pri sobnoj temperaturi. Cinjenica da su postigli jednaku antioksidacijsku aktivnost pri znatno nizoj
temperaturi vjerojatno je rezultat kombinacije uvjeta ekstrakcije i drugog staniSta alge koje moze

utjecati na njezin kemijski sastav (Abdala-Diaz i sur, 2006). Razlika u vrijednostima ECso pri
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temperaturama 40 °C i 80 °C iznosi samo 0,01 mg mL™. Navedeno ukazuje da porast temperature
do 60 °C povecava sposobnost gasenja aktivnosti DPPH radikala, a daljnjim povecanjem
temperature dolazi do smanjenja sposobnosti, vjerojatno zbog utjecaja temperature na strukturu
fukoidana (Chen i sur., 2005).

Najmanja vrijednost ECsp zabiljezena je nakon vremena ekstrakcije 2 h i iznosi 0,20 mg
mL. Trifan i suradnici (2019) zabiljezili su sli¢nu vrijednost (0,21 mg mL™?) u ekstraktu alge
Cystoseira barbata dobivenom takoder nakon 2 h. ECs vrijednost se daljnjim produljenjem
vremena na 3 h povecava §to ukazuje na to da vrijeme ekstrakcije od 2 h rezultira najve¢om
sposobnosti gasenja DPPH radikala, dok daljnje produljenje vremena rezultira smanjenjem
sposobnosti. Tome u prilog govori vrijednost ECso 0od 0,56 mg mL koja je zna¢ajno visa od onih
u naSem istrazivanju, a dobivena je u ekstraktu alge Cystoseira barbata nakon Soxhlet ekstrakcije

koja podrazumijeva dulje vrijeme ekstrakcije od uvjeta naseg istrazivanja (Kosanic¢ 1 sur., 2015).
4.5.2. Utjecaj kombinacije uvjeta ekstrakcije na antioksidacijsku aktivnost
Otapalo i temperatura

Najvecéa sposobnost gasenja aktivnosti DPPH radikala postiZze se u vodenim ekstraktima
dobivenim pri temperaturi od 60 °C u kojima ECso iznosi 0,10 mg mL™. Ekstrakt dobiven pri
navedenim uvjetima ima vecu sposobnost gaSenja aktivnosti DPPH radikala u usporedbi sa
vodenim ekstraktom fukoidana dobivenim iz alge Cystoseira barbata pri sobnoj temperaturi ¢ija
vrijednost ECso iznosi 0,21 mg mL™ (Trifan i sur., 2019). Takoder, ekstrakt fukoidana dobiven pri
temperaturi od 60 °C pokazuje vecu ucinkovitost gaSenja aktivnosti DPPH radikala u usporedbi sa
otopinom askorbinske kiseline koja prema Ammar i suradnicima (2015) ima ECso od 0,14 mg
mL. Najslabiju sposobnost gasenja aktivnosti DPPH radikala pokazuju ekstrakti dobivenis 0,1M
HCl pri 80 °C - ECs0 0,36 mg mL™,

Otapalo i vrijeme

Najveca sposobnost gasenja aktivnosti DPPH radikala postize se u vodenim ekstraktima
nakon 2 h ekstrakcije s iznosom ECso 0,12 mg mL™. Takav ekstrakt pokazuje veéu uéinkovitost
gaSenja aktivnosti DPPH radikala u usporedbi sa otopinom askorbinske kiseline koja prema
Ammar i suradnicima (2015) ima ECso od 0,14 mg mL™. Izmedu vremena ekstrakcije 1i3hnema
statistiCki znacajne razlike u vrijednostima ECsp $to je u skladu s trendom smanjenja u¢inkovitosti

gaSenja aktivnosti DPPH radikala produljenjem vremena ekstrakcije opisanim u potpoglavlju
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4.5.1. Mhadhebi i suradnici (2014) dobili su ECso vrijednost od 0,075 mg mL™* u vodenom
ekstraktu alge Cystoseira sedoides nakon 24 h, sto je suprotno od pretpostavke da dulje vrijeme

ekstrakcije u vodi rezultira smanjenom sposobnosti gasenja aktivnosti DPPH radikala.

Pri ekstrakciji u 0,1M HCI najmanja se ECso vrijednost takoder postize nakon 2 h ekstrakcije i

iznosi 0,28 mg mL™ .
Vrijeme i temperatura

Najveca sposobnost gasenja aktivnosti DPPH radikala postize se pri temperaturi od 40°C
nakon 3 h ekstrakcije s iznosom ECso 0,17 mg mL?, a najmanja pri temperaturi od 40 °C nakon
1 h s iznosom ECsp 0,35 mg mL™. Navedeno upucuje na zaklju¢ak da produljenje vremena
ekstrakcije pri nizim temperaturama vodi do poboljSanja sposobnosti gaSenja aktivnosti DPPH
radikala. 1znos ECso dobiven u uvjetima temperature 40°C i vremena 1 h statisticki se ne razlikuje
od postignutog u uvjetima temperature 60°C i vremena 2 h. Sposobnost gasenja aktivnosti DPPH
radikala pri temperaturi od 80°C statisticki se ne mijenja produljenjem vremena s 1 na 2 h, a
daljnjim produljenjem na 3 h dolazi do znacajnog smanjenja sposobnosti. 1znos ECsg (0,35 mg
mL?) pri temperaturi od 80°C i vremenu ekstrakcije 3 h statisticki se ne razlikuje od iznosa
postignutog pri temperaturi od 40°C i vremenu ekstrakcije od 1 h. Moguce je da se ove vrijednosti
poklapaju zbog smanjene ekstrakcije pri nizoj temperaturi i kratem vremenu ekstrakcije te
degradacije fukoidana pri vecoj temperaturi i duljem vremenu. Suprotno tome, u ekstraktu alge
Sargassum fusiforme dobivenom pri temperaturi od 80 °C i vremenu ekstrakcije 3 h postignuta je
vrijednost ECso od 0,065 mg mL™ (Liu i sur., 2019) koja podrazumijeva veéu sposobnost gasenja
aktivnosti DPPH radikala od postignute u naSem istrazivanju. Buduci da je rije¢ o drugoj vrsti alge,
takvi rezultati ne moraju nuzno biti primjenjivi na algu Cystoseira barbata. U ekstraktu alge
Cystoseira barbata dobivenom pri sobnoj temperaturi i vremenu ekstrakcije 2 h dobiven je iznos
ECs00,21 mg mL* (Trifan i sur., 2019), koji je jednak onome koji je u nasem istraZivanju postignut

na najnizoj koristenoj temperaturi (40 °C) takoder nakon 2 h ekstrakcije.

4.6. UTIECAJ KONCENTRACIJE SULFATNIH GRUPA NA ANTIOKSIDACIJSKU
AKTIVNOST

Kao $to je opisano u poglavlju 4.5., veze izmedu strukturalnih ¢imbenika i antioksidacijskog
kapaciteta sulfatiranih polisaharida jo§ nisu sasvim razjasnjene, no Wang i suradnici (2010a)
utvrdili su da sulfatne grupe u strukturi polisaharida djeluju na nacin da privlace elektrone i tako

povecavaju sposobnost hvatanja radikala. Povezanost koncentracije sulfatnih grupa i
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antioksidacijske aktivnosti (ECso) fukoidana iz ovog istrazivanja prikazana je na slici 6.
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Slika 6. Povezanost koncentracije sulfatnih grupa i antioksidacijske aktivnosti (ECso)

Koeficijent determinacije R? iznosi 0,374, koeficijent korelacije r je 0,61, a statisticka
znacajnost koeficijenta korelacije p = 0,00007. Budu¢i da je p<0,05 moze se reci da je koeficijent
korelacije znacajan i da se radi o umjerenoj pozitivnoj korelaciji (0,5 < r < 0,8). To znaci da ako
je koncentracija sulfatnih grupa veca, veca je i vrijednost ECso odnosno manja je antioksidacijska
aktivnost. Ovaj trend nije u skladu s dosad zabiljezenim rezultatima (Wang i sur., 2010a; Liu i sur.,
2019). To moze biti rezultat ¢injenice da antioksidacijska aktivnost fukoidana nije funkcija jednog
¢imbenika ve¢ nekoliko povezanih fizikalno-kemijskih karakteristika poput sadrzaja uronske
kiseline za ¢iji su sadrZaj neki autori (January i sur., 2019; Ponce i sur., 2003) zabiljezili kako je
obrnuto proporcionalan sadrzaju sulfatnih grupa prilikom porasta temperature i produljenja

vremena ekstrakcije.

4.7. KONCENTRACIJA PIGMENATA U EKSTRAKTU I1Z PREDTRETMANA

Postupak predtretmana proveden je na pocetku eksperimenta, a sluzi uklanjanju tvari poput
lipida, terpena, fenola i pigmenata koje mogu ometati ekstrakciju polisaharida. U filtratu zaostalom
iz predtretmana odredene su koncentracije pigmenata koje sadrzi ispitivana alga. Provedeno je
odredivanje klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida te su dobiveni rezultati prikazani u tablici
4.
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Tablica 4. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja klorofila a, klorofila b i ukupnih

karotenoida u ekstraktima dobivenim uz aceton i etanol kao otapalo

Otapalo Klorofil —a Klorofil - b Ukupni karotenoidi
(mg g?) (mg g?) (mg g?)
Aceton 0,55+ 0,00 0,04 + 0,00 0,30+ 0,00
Etanol 0,39 £ 0,00 0,06 £+ 0,00 0,15 + 0,00

U acetonu dobivena koncentracija klorofila-a iznosi 0,55 mg g%, klorofila-b 0,04 mg g'te
ukupnih karotenoida 0,30 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*. U istrazivanju koje je provedeno na algi Cystoseira
compressa odredene su sljedeée koncentracije pigmenata: klorofil-a 0,55 mg g%, klorofil-b 0,05
mg gt i ukupni karotenoidi 0,24 mg g (Juri¢, 2019). Razlika u koncentraciji ukupnih karotenoida
moze biti posljedica drukéijeg sadrzaja karotenoida u algama, bududi da se radi o dvije razlicite

vrste (Abdala-Diaz i sur., 2006).

Prilikom ekstrakcije u etanolu koncentracija ekstrahiranog klorofila-b priblizno je jednaka
koncentraciji postignutoj ekstrakcijom u acetonu. Koncentracije klorofila-a i ukupnih karotenoida
manje su prilikom ekstrakcije u etanolu, Sto mozZe biti rezultat ekstrakcije ovih pigmenata u acetonu
tijekom prvog koraka predtretmana. Tome u prilog govore rezultati istrazivanja Pardilho i
suradnika (2020) koji su utvrdili da je aceton ucinkovitije otapalo od etanola za ekstrakciju

klorofila-a i karotenoida iz smede alge Saccorhiza polyschides.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja i rasprave, moze se zakljuciti sljedece:

1. U usporedbi s 0,1M HCI uz primjenu destilirane vode kao otapala postize se manji postotak
degradacije alge. Najmanji postotci degradacije alge u vodi postizu Sse pri nizoj temperaturi i
kra¢em vremenu ekstrakcije (40 °C, 1 h) dok povecanje temperature i vremena utjece na porast
degradacije alge. U oba otapala najveci postotak degradacije alge zabiljezen je nakon 2 h
ekstrakcije.

2. Optimalni uvjeti pri kojima se dobivaju najvecéi prinosi fukoidana i ugljikohidrata su 0,1M HCl
kao otapalo, temperatura od 80 °C 1 vrijeme ekstrakcije 3 h. Produljenje vremena ekstrakcije
(1-3 h) na svim temperaturama rezultira povecanjem prinosa fukoidana.

3. U usporedbi s destiliranom vodom uz primjenu 0,AM HCI dobiva se dvostruko vecéa
koncentracija sulfatnih grupa, dok poveéanje temperature (40-80 °C) u oba koristena otapala
rezultira smanjenjem koncentracije sulfatnih grupa. Vrijeme ekstrakcije u vodenim
ckstraktima nema znacajan utjecaj na koncentraciju sulfatnih grupa, dok u 0,1M HCI
produljenje vremena (1-3 h) rezultira smanjenjem koncentracije. Stoga su optimalni uvjeti za
postizanje najveée koncentracije sulfatnih grupa: otapalo 0,1M HCI, temperatura 40 °C i
vrijeme ekstrakcije 1 h.

4. Optimalni uvjeti pri kojima se postiZze najveca antioksidacijska aktivnost su destilirana voda
kao otapalo, temperatura od 60°C i vrijeme ekstrakcije 2 h. Pri vremenu ekstrakcije 1 h, porast
temperature (40-80°C) rezultira ve¢om antioksidacijskom aktivnosti. Produljenjem vremena
ekstrakcije na 3 h, porast temperature (40-80°C) rezultira smanjenjem antioksidacijske
aktivnosti.

5. Koncentracija sulfatnih grupa je u umjerenoj pozitivnoj korelaciji s vrijednosti ECso, odnosno
poveéanjem koncentracije sulfatnih grupa dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivnosti.

6. Odredivanjem pigmenata u filtratu iz predtretmana postignute su koncentracije klorofilaa 0,55
mg g u acetonu i 0,39 mg g* u etanolu, klorofila b 0,04 mg g* u acetonu i 0,06 mg gt u

etanolu te karotenoida 0,30 mg g™ u acetonu i 0,15 mg g* u etanolu.
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Izjava 0 izvornosti

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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