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1. UVOD

Razvoj svijesti o funkcionalnim sastojcima iz hrane raste svakog dana, a time su i alge postale
interes brojnih istrazivaca upravo zbog brojnih bioaktivih spojeva koje sadrze. Polisaharidi,
lipidi, proteini, polifenoli, pigmenti samo su neke od molekula u njihovom sastavu ¢ija
bioloska aktivnost sve vise privla¢i paznju brojnih znanstvenika. Medu njima su najznacajniji
sulfatirani polisaharidi zbog svoje bioloske aktivnosti kao i potencijalne primjene u
farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji. Najpoznatiji sulfatirani polisaharidi su

karagenan iz crvenih algi, ulvan iz zelenih algi te fukoidan i laminarin iz smedih algi.

Fukoidan je sulfatirani polisaharid sastavljen uglavnom od fukoze povezane a-(1—2)-, a-
(1-3)- i/ili a-(1—4)- glikozidnim vezama (Lim i Wan Aida, 2017). Ima pozitivne uéinke na
ljudsko zdravlje, a brojna istrazivanja pokazuju da sadrzi protuupalno, antioksidacijsko,
antivirusno, antitumorno i imunoregulatorno djelovanje. Takoder, sve se vise koristi za razvoj
novih lijekova kao i u proizvodnji funkcionalne hrane (Cunha, 2016). Ekstrakcija fukoidana iz
uzoraka najceS¢e se provodi konvencionalnim metodama kojima prethodi postupak
predtretmana, odnosno uklanjanja mogucih necisto¢a (lipidi, pigmenti i drugi spojevi niske
molekulske mase) te se u tu svrhu koriste otapala razli¢ite polarnosti kako ne bi doslo do
strukturnih promjena polisaharida u algama. Nedostatak konvencionalnih metoda ukljucuje
upotrebu velikih volumena otapala te dugo vrijeme ekstrakcije zbog ¢ega se sve vise koriste
nove napredne metode ekstrakcije kojima je cilj ukloniti navedene nedostatke. Ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima jedna je od tih naprednih metoda kod koje se djelovanjem
energije mikrovalova zagrijava polarno otapalo koje je u kontaktu s ¢vrstim uzorkom ¢ime se
smanjuje koli¢ina potrebnog otapala i vrijeme ekstrakcije $to je zbog ustede na energiji

ekonomski isplativo jer nema dodatnog zagrijavanja (\Veggi i sur., 2013).

Cilj ovog rada bio je ekstrahirati fukoidan iz smede alge Cystoseira compressa primjenom
konvencionalne ekstrakcije 1 ekstrakcije potpomognute mikrovalovima te istraziti utjecaj
razli¢itih ekstrakcijskih parametara (otapala i omjera otapala i uzorka) na stupanj degradacije
alge (% DA), prinos fukoidana (% Fuk) i koncentraciju ukupnih ugljikohidrata. Takoder,
analizom ekstrakta iz predtretmana odrediti ¢e se kolicina ukupnih fenola i pigmenata

(klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida) u smedoj algi Cystoseira compressa.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ALGE

Alge (lat. algae) predstavljaju vrlo veliku i raznoliku skupinu uglavnom vodenih organizama.
Najveci broj vrsta zivi u morima i oceanima, u kopnenim vodama, a one koje su se prilagodile
zivotu izvan vode obitavaju na osvijetljenim i vlaznim mjestima. Zbog svoje Siroke
rasprostranjenosti i bioraznolikosti zabiljezeno je da postoji izmedu 25 000 i 30 000 vrsta algi
(Castro i Huber, 2005). Mogu biti jednostani¢ni, viSestani¢ni i kolonijalni oblici. Pripadaju
skupini fotosintetskih organizama zbog koje imaju vrlo vaznu ulogu u hranidbenom lancu. 1z
vode i ugljikovog dioksida, uz pomo¢ sunéeve svjetlosti i klorofila, stvaraju organske spojeve
(Secer) 1 kisik, neophodan element svih zivih bi¢a na Zemlji. Zbog toga alge spadaju u

primarne proizvodace mora jer su glavni izvor hrane i energije primarnim potro$a¢ima.

Klasifikacija algi jo$ uvijek je predmet rasprava brojnih autora. Alge se medusobno razlikuju
prema veli¢ini talusa, sastavu stani¢ne stijenke, vrsti pigmenata, skladiSnim molekulama i
brojnim drugim karakteristikama koje ih svrstavaju u odredenu skupinu. Prema morfologiji,
odnosno veli¢ini talusa, morske alge se mogu podijeliti u dvije skupine: mikroalge i
makroalge (Bux, 2013). Mikroalge c¢ine skupinu jednostavnih organizama koji mogu biti
jednostanic¢ni i viSestani¢ni. Pronalazimo ih u razli¢itim ekosustavima poput mora, rijeka i
jezera, prisutne u bentonskim 1 litoralnim staniStima te u slobodnoj vodi kao fitoplankton
(Kiling i sur., 2013). Zbog svoje jednostavne grade prilagodile su se nepovoljnim uvjetima
okoline. Za razliku od njih, makroalge odnosno morske alge su visestani¢ni i autotrofni
organizmi prisutni uglavnom u litoralnoj zoni. Brzorastuci su organizmi koji dosegnu visinu
¢ak do 70 m (tzv. kelpovi), a mogu rasti do 50 cm dnevno (Hillison, 1977). Prema boji
pigmenta morske alge dijele se na: crvene (Rhodophyta), zelene (Chlorophyta) i smede
(Phaeophyta) alge (Cunha, 2016).

2.1.1. Crvene alge (Rhodophyta)

Kao najraznolikija skupina morskih algi, s oko 8000 vrsta, crvene alge predstavljaju vrijedan
izvor bioloski aktivnih spojeva. Crvena boja potjece od dva dominatna pigmenta fikoeritrina i
fikocijanina koji maskiraju ostale prisutne pigmente (EI Gamal, 2010). Nalazimo ih na
morskim dubinama u rasponu od 40 m do 250 m, a veli¢ina ima varira od nekoliko cm do 1
m. Zbog manje veli¢ine u odnosu na smede alge, ne mogu se zadrzavati u podrucju jakih
plima pa stoga obitavaju u mirnim dubokim podru¢jima. Crvene alge nisu uvijek nuzno

crvene boje jer postoje i one alge koje bojom variraju pa mogu biti i ljubicaste ili



crvenosmede. S obzirom na ostale karakteristike koje imaju klasificiraju se kao Rhodophyta
(Cunha, 2016).

2.1.2. Zelene alge (Chlorophyta)

Kao §to samo ime kaze, karakteristicna zelena boja posljedica je prisutnosti klorofila a i b
kojih ima u jednakim omjerima kao kod biljaka (Bold i sur., 1985). Veli¢inom se mogu
usporediti s crvenim algama. Obuhvacaju negdje oko 7 500 do 10 000 vrsta koje su Siroko
rasprostranjene na pjeS¢anim i stjenovitim plazama. Prisutnost klorofila zna¢i da im je
potrebna dovoljna koli¢ina svjetlosti kako bi se nesmetano odvijao proces fotosinteze. Stoga
zelene alge ne mogu opstati u velikim dubinama niti zasjenjenim podru¢jima. Za Zivot na
povrsini ne moraju konkurirati smedim i crvenim algama (Kiling i sur., 2013). Najpoznatija

zelena alga je morska salata (Ulva rigida) koja je bioindikator one¢is¢enog mora.

2.1.3. Smede alge (Phaeophyta)

U svijetu je poznato oko 1500 do 2000 vrsta smedih algi koje se intenzivno istrazuju
zahvaljujuéi svojoj bioraznolikosti. Veli¢ina smedih algi moze varirati pa tako mogu biti
manje 30-60 cm, srednje 2-4 m te veée poput velikih kelpova koji dosezu visine i do 20 m
(Cunha, 2016). Prisutnost dominantnih pigmenata ksantofila i fukoksantina odgovorna je za
boju koja varira od maslinasto zelene do razlicitih nijansi smede. Veéina smedih algi zivi u
morskom okruzenjum u dubokim hladnijim vodama gdje zauzimaju velik dio morskog dna.
Imaju vaznu ulogu jer pruzaju skloniSte mnogim beskraljeSnjacima, a mogu sluziti 1 kao
hrana. U Jadranskom moru zabiljeZeno je negdje oko 640 vrsta alga, a najbrojnija skupina
upravo su smede alge medu kojima se istiCu cistozire (Cystoseira) koje predstavljaju
kozmopolitsku vrstu. Najpoznatija smeda alga u naSem moru je Jadranski braci¢ (Fucus

virsoides) koja je ujedno nas endem i bioindikator ¢isto¢e mora.

2.13.1. Smeda alga Cystoseira compressa
Cystoseira compressa smeda je grmolika alga iz roda Cystoseira koja moze doseéi visinu i do
pola metra. Rod Cystoseira, s vise od 294 vrste, predstavnik je obitelji Sargassaceae koja je
nastala nedavnim spajanjem dviju bivsih obitelji Cystoseiraceae i Sargassaceae (Gouveia i
sur., 2013). Ovaj rod Siroko je rasprostranjen po cijelom svijetu s 80 % vrsta koje se nalaze
duz mediteranske i susjedne atlanske obale, uglavhom u subtropskim podrucjima. U
Sredozemnom moru zastupljeno je 29 vrsta medu kojima je ¢ak 19 endemskih (Amico, 1995).
Nastanjuju infralitoralne zone, zahtijevaju iznimno ¢isto more, dugovje¢ne su, a zbog svoje
grmolikosti i osebujnosti prekrivaju velike povrSine morskog dna. Imaju vaznu ekolosku

ulogu zahvaljujuéi svojoj trodimenzionalnoj strukturi gdje pruzaju staniste i utociSte mnogim
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epifitima, beskraljesnjacima i brojnim drugim algama (Antit i sur., 2013). Naziv Cystoseira u
prijevodu znac¢i "lanac vezikula" i opisuje zraéne mjehuri¢e koji se nalaze u talusu, a
compressa se odnosi na onaj oblik grana koji je spljosten. Medutim, postoji i drugi oblik koji
je cilindri¢an, ali glavno obiljezje Cystoseira compresse je upravo taj spljoSteni oblik grana
(Slika 1).

Slika 1. Spljosteni oblik grana smede alge Cystoseira compressa ( Izvor: www.vecta.io)

Vecina vrsta duljine je izmedu 15-30 cm, ali mogu biti i veée. Klasifikacija smede alge
Cystoseira compressa prikazana je u tablici 1. Zadnjih godina dolazi do smanjenja algi iz roda
Cystoseira $to moze biti rezultat pogorsanja kvalitete vode na Mediteranu. Svakako bi trebalo

obratiti paznju na takve promjene prije nego ove vrijedne vrste algi nestanu s nasih obala.

Tablica 1. Klasifikacija smede alge Cystoseira compressa (Guiry i Guiry, 2020)

Carstvo Eukaryota
Kraljevstvo Chromista
Red Ochrophyta
Razred Phaeophyceae
Podrazred Fucophycidae
Poredak Fucales
Obitelj Sargassaceae
Rod Cystoseira




2.1.4. Upotreba morskih algi

Morske alge predstavljaju bogat izvor visokovrijednih bioaktivnih molekula koje imaju
potencijala postati vazna sirovina u farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmetickoj industriji.
lako se smatraju namirnicama suvremenog doba, dio su ljudske prehrane otkad je Covjeka.
Tome svjedoCi i prvi zapis o upotrebi morskih algi u prehrani koji datira iz 4. stolje¢a u
Japanu i 6. stolje¢a u Kini stoga i ne ¢udi da se upravo u ovim zemljama alge Smatraju
nacionalnim jelom. Takoder, engleski fizi¢ar je proucavajuéi svojstva algi otkrio da je prah
smedih algi bogat jodom $to je tada uvelike pomoglo u lijeCenju guSavosti. Alge su se
primjenjivale i u lijecenju pretilosti, a agar se koristio kao laksativ. Otkri¢e brojnih pozitivnih
utjecaja algi na ljudsko zdravlje dovelo je do uzgoja algi u Korist industrije koja danas
proizvodi vise od 90 % trzi$nih potreba (Kiling i sur., 2013). Alge se uzgajaju i kako bi se iz
njih izolirali mo¢ni uguscivaci i emulgatori - agar, karagenan i alginati - zelatinozne tvari koje
alge nakupljaju u velikim koli¢inama. U Azijskim zemljama je uoCeno da prehrana koja
ukljucuje konzumaciju algi rezultira smanjenom vjerojatnosti nastanka kroni¢nih bolesti
poput raka ili bolesti srca (Rioux i sur., 2017). U prehrani se mogu dodavati juhama, salatama
ili zac¢inima pa ih tako Japanci koriste kao omot u pripremi sushija ili prze u ulju kao
grickalice, u Kini se konzumiraju kao povrée dok ih u Irskoj pripremaju kao kasu i koriste kao
sredstvo za uguscivanje. Karakteristican okus algi potjeCe od natrijevog glutamata koji je
poznatiji kao pojaciva¢ okusa koji Cesto nosi naziv "peti" okus koji se moZze opisati kao
ugodan tzv. umami okus. Dok se u Aziji koriste uglavnom u prehrani, u zapadnim zemljama
predstavljaju glavni izvor bioaktivnih spojeva koje se koriste u farmaceutskoj, kozmetic¢koj i

prehrambenoj industriji (Wijesinghe i Jeon, 2012).

Kao odgovor na ekstremne promjene temperature, slanosti i svjetlosti u kojima zive, alge
proizvode sekundarne metabolite koji pokazuju odredenu biolosku aktivnost (Ibafiez 1 sur.,
2012). Zahvaljuju¢i upravo svojoj bioraznolikosti predstavljaju bogat izvor bioaktivnih
molekula kao $to su polisaharidi, peptidi, omega-3 masne kiseline, karotenoidi, fenolni
spojevi, vitamini i minerali (Kadam i sur., 2015). Medu njima su najznacajniji polisaharidi

koji su pokazali brojne koristi, kako u prehrambenoj tako i u farmaceutskoj industriji.

2.2. POLISAHARIDI U ALGAMA

Polisaharidi su ugljikohidrati nastali povezivanjem veceg broja monosaharida glikozidnom
vezom. Mogu imati razli¢ita funkcionalna svojstva $to ovisni o strukturi i nac¢inu na koji su
gradeni (Wijesinghe 1 Jeon, 2013). Osnovna gradevna jedinica vecine polisaharida je Secer

glukoza. Molekule glukoze se uz pomo¢ enzima medusobno povezuju glikozidnom vezom.



Polisaharidi mogu biti sastavljeni od istih monomernih jedinica i tada govorimo o
homopolisaharidima, a ako su monomerne jedinice razli¢ite onda su to heteropolisaharidi.
Kao glavni strukturni elementi stani¢nih stijenki osiguravaju mehanicku potporu stanicama i
tvore stani¢nu zalihu najvaznijega metabolickoga goriva - glukoze. Njihov sastav u algama
varira ovisno o sezoni, dobi, vrstama algi i geografskom polozaju (Gupta i Abu-Ghannam,
2011).

Sulfatirani polisaharidi iz algi su najviSe proucavani zadnjih godina zbog svoje bioloske
aktivnosti 1 potencijalne primjene u farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmetickoj industriji.
Njihov broj i kemijski sastav variraju ovisno o vrsti alge u kojoj se nalaze (Cunha i Grenha,
2016). Najznacajniji sulfatirani polisaharidi iz algi su karagenan iz crvenih algi, ulvan iz
zelenih algi te fukoidan i laminarin iz smedih algi koji mogu imati antikoagulativnu,

protuupalnu, antitumorsku, imunomodulatornu i antikancerogenu aktivnost.

2.2.1. Karagenan

Karagenan proizvode crvene alge koje se jednim imenom nazivaju karagenofiti. lako se
crvene alge koriste u ljudskoj prehrani, karagenani ekstrahirani iz algi nisu probavljivi u
ljudskom tijelu, ali predstavljaju vrijedan izvor dijetalnih vlakana. Jedno od vaznih svojstava
karagenana je sposobnost stvaranja termoreverzibilnih gelova zbog kojeg se koriste kao
sredstvo za geliranje, stabiliziranje i emulgiranje u prehrambenoj, farmaceutskoj i
kozmetic¢koj industriji. Kao prvi izvor karagenana u literaturi se spominju crvene morske alge
Chondrus crispus (Cunha i Grenha, 2016).

Takoder, karagenan je drugi naziv za obitelj galaktana ¢iju strukturu okosnice ¢ine linearni
lanci ponavljajucih jedinica D-galaktoze i 3,6-anhidro-galaktozni kopolimer naizmjeni¢no
povezani a-(1—3) i B-(1— 4) vezama. Postoji barem 15 vrsta karagenana od kojih su Kappa
(x), lota (1) i Lambda () karagenan industrijski najvazniji (Slika 2). Razlikuju se po strukturi
Sto ukljucuje broj i polozaj sulfatnih skupina i pojavu 3,6-anhidro-D-galaktoze u lancu
(Lahaye, 2001). Svaki od njih ima svojstvenu sposobnost formiranja gela pa je tako kappa
najjace strukture i njegova primjena daje jake, krute gelove, iota je nesto slabije strukture $to
rezultira mekSom formom gelova dok lambda nema gelirajuée sposobnosti i najceSce se

upotrebljava za zguSnjavanje mlijecnih proizvoda.
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Slika 2. Struktura Kappa, lota i Lambda karagenana (Kuznetsova i sur., 2020)
2.2.2. Ulvan

Ulvan je sulfatirani polisaharid zelenih morskih algi iz roda Ulvales koji je vazan zbog svojih
fizikalno-kemijskih i bioloskih svojstava te njihove potencijalne primjene u poljoprivredi i
farmaceutskoj industriji. Sastoji se od sulfatiranog Secera ramnoze, uronskih Kkiselina
(glukuronska i iduronska) i Secera ksiloze (Lahaye i Robic, 2007). Strukturu ulvana Cine
ponavljajuce disaharidne jedinice u kojima je uronska kiselina povezana sulfathom grupom
neutralnog Secera (Slika 3). Ulva spp. poznatija kao morska salata predstavlja bogat izvor
ugljikohidrata, vitamina, esencijalnih aminokiselina, minerala i prehrambenih vlakana.
Kemijski sastav, gustoca elektricnog naboja i molekulska masa ulvana su faktori o kojima
ovise svojstva ulvana, ali i ostalih prethodno navedenih polisaharida (Cunha i Grenha, 2016).
Takoder, brojni autori u literaturi navode kako prinos i specifian sastav polisaharida iz
zelenih algi ovise o ¢imbenicima iz okolisa kao $to su vrste algi iz kojih se dobivaju, godisnje

doba u kojem se sakupljaju alge te metodi ekstrakcije koja se koristila.
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Slika 3. Struktura ulvana (Shahidi i Rahman, 2018)
2.2.3. Laminarin

Laminarin je skladi$ni polisaharid koji sluzi kao rezerva hrane u smedim algama. Takoder, U
literaturi se moze naci i pod imenom laminaran ili leukozin. Prvi ga je izolirao Schmiedeberg
1885. godine iz algi porodice Laminariaceae, a nalazi se i u listovima algi roda Laminaria i
Saccharina. Sastavljen je od 20-25 jedinica glukoze, ima nisku molekularnu tezinu, priblizno
oko 5 kDa, ¢ija vrijednost ovisi 0 stupnju polimerizacije (Slika 4). Postoje dvije vrste
laminarina kod kojih se zavrSetci lanaca razlikuju po reduciraju¢im krajevima, tzv. M i G

lanci gdje M lanci zavr$avaju manitolom kao zavr$nim redukcijskim krajem, a glukoza je



pri¢vrS¢ena na kraj G lanaca. Struktura i omjer im ovise o ¢imbenicima iz okoliSa, hranjivim
solima i dobi listova (Chizhov i sur., 1998). Kemijski sastav laminarina definira i utjecaj
ostalih ¢imbenika kao §to su temperatura vode, slanost, valovi, morske struje i dubina na kojoj
se nalaze, a sadrzaj laminarina u smedim alagama ovisi o vrsti alge, godiSnjem dobu, stanistu
i metodi ekstrakcije koja se Koristi. IstraZivanja su pokazala kako laminarin pokazuje anti-
apoptotsku, antikoagulacijsku i antioksidativnu i antitumorsku aktivnost te se moze Koristiti
kao terapijsko sredstvo s imunostimulacijskim i protuupalnim djelovanjem (Kadam i sur.,
2015).
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Slika 4. Struktura laminarina (Sanjeewa i Jeon, 2018)
2.2.4. Fukoidan

Fukoidan oznacava obitelj sulfatiranih polisaharida koji se nalazi u stani¢énim stijenkama
smedih morskih algi (Phaeophyta). Prvi ga je izolirao Kilin 1913. godine i od tada se
intenzivno istrazuju strukture fukoidana iz razlicitih vrsta smedih algi (Li i sur., 2008). U
pocetku je nosio naziv fucoidin, ali prema preporuci [UPAC-a preimenovan je u naziv
fukoidan koji je zadrzan sve do danas. Sastoji se uglavnhom od L-fukoza koje mogu biti
povezane a-(1,2), a-(1,3) ili naizmjeni¢nim a-(1,4) glikozidnim vezama $to ovisi i 0 vrsti
smedih algi iz koje se izolira (Slika 5). Fukoza je heksoznideoksi Secer kemijske formule
CeH1205 i glavni monosaharid fukoidana. Osim Secera fukoze, moze sadrzavati i druge
monosaharide kao $to su galaktoza, glukoza, manoza, ksiloza, ramnoza i uronska kiselina
(Lim i sur., 2016; Zvyagintseva i sur., 2003). lako su ove komponente prisutne u znacajnim
koli¢inama, njthova pojava joS uvijek nije uobiCajena. Razlog tome je S§to sastav
monosaharida moze varirati ovisno o vrsti alge i godisnjem dobu pa se razliciti profili
monosaharida fukoidana mogu dobiti iz razli¢itih vrsta smedih algi (Lim i Wan Aida, 2017).
Raspon molekulske mase od 7 kDa (Zvyagintseva i sur., 2003) do 2379 kDa (Rioux i sur.,
2009) takoder ovisi o vrsti alge, godisnjem dobu sakupljanja i geografskom polozaju. Prema

istrazivanjima koja su proveli Chevolt i1 sur. (1999) vaznu ulogu u fukoidanu ima i sulfat



esterska skupina jer se povecanjem udjela sulfatnih grupa povecava antikoagulacijska

aktivnost dok su Wang i sur. (2010a) utvrdili da se povecava antioksidativna aktivnost

fukoidana.
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Slika 5. Struktura fukoidana (Anbuchezhian i sur., 2015)

Fukoidan ima brojne ucinke koji djeluju pozitivno na ljudsko zdravlje. Koliko je zanimljiv

znanstvenicima pokazuje Cinjenica da se istrazivanje njegove bioloSke aktivnosti provodi

skoro svake godine (Hahn i sur., 2012). Bioloska svojstva koja posjeduje pruzaju brojne

mogucnosti primjene u farmaceutskoj 1 kozmetickoj industriji te u prehrambenoj industriji kao

nutraceutici i funkcionalna hrana (Slika 6).
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Slika 6. Bioloska svojstva i potencijalna primjena fukoidana u industriji (prema Wijesinghe i
Jeon, 2012)

2.3. METODE EKSTRAKCIJA POLISAHARIDA 1Z ALGI

Ekstrakcija je tehnoloska operacija potpunog ili djelomi¢nog odjeljivanja smjese tvari koje
imaju nejednaku topivost u razli¢itim otapalima koja se medusobno ne mijeSaju. Na
ekstrakciju moze utjecati kemijska priroda spojeva, metoda ekstrakcije koja se koristi i
prisutnost interferirajucih tvari (Wijesinghe, 2012). Postoje razlicite vrste ekstrakcija koje se
mogu podijeliti u dvije osnovne skupine: konvencionalne (klasi¢ne) i nekonvencionalne

(napredne) metode ekstrakcije.

Konvencionalne metode ekstrakcije kao Sto su ekstrakcija tekuce-tekuce, ¢vrsto-tekuce ili
ultrazvucna ekstrakcija temelje se na upotrebi razli¢itih organskih otapala u kombinaciji s
grijanjem 1li mijeSanjem s ciljem ekstrakcije Zeljene komponente iz smjese. Takoder,
ukljucuju postupke ekstrakcije vru¢om i hladnom vodom te kiselinama i bazama. Prednost im
je sto su uhodane, ali nerijetko su i zahtjevne jer proces dugo traje, koriste se velike koli¢ine
otapala koja su ponekad i Stetna, slabo selektivna te daju niske prinose ekstrakcije (Herrero i
sur., 2006).
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Zbog navedenih razloga, a s ciljem poboljSanja ucinkovitosti ekstrakcije, javila se potreba za
razvojem novih naprednih tehnika ekstrakcije u koje spadaju i ekstrakcija potpomognuta
enzimima (EET), ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE) te ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom (UAE). Prednost naprednih tehnika u odnosu na klasi¢ne ocituje
se u velim prinosima, nizim troSkovima, kratem vremenu trajanja procesa, boljom

selektivnosc¢u te su sigurnije za okoli§ (Lim i Wan Aida, 2017).

2.3.1. Ekstrakcija fukoidana

Konvencionalne tehnike ekstrakcije provode se s ciljem izolacije fukoidana iz stani¢nih
stijenki morskih algi u tekuéi medij (ekstrakt fukoidana) nakon ¢ega slijede daljni postupci
obrade. Izolacija i proc¢is¢avanje fukoidana iz morskih algi obi¢no ukljucuju nekoliko koraka
u koje spadaju sakupljanje, pranje, suSenje i mljevenje sirovine; prethodno obradivanje algi;
ekstrakcija fukoidana otapalima za ekstrakciju poput vruce vode, razrijedene kiseline ili
luzine; izolacija i prociS¢avanje fukoidana frakcijskim talozenjem etanolom, solima olova,
kalcija ili kvarternim amonijevim solima i kona¢no susenje ekstrakta fukoidana. Od kada je
1913. godine Kylin prvi izolirao fukoidan Kkoriste¢i razrijedenu octenu kiselinu pa sve do
1952. godine, vecina ekstrakcija koje su tada izvodili znanstvenici provodile su se u blago
kiselim uvjetima, uz varijacije temperature i talozenje etanola. Glavna ideja prilikom
ekstrakcije bila je izolirati fukoidan od ostalih spojeva koji su se nalazili u uzorcima morskih
algi. 1z tog razloga, znanstvenici nastoje manipulirati prirodnim karakteristikama fukoidana i
drugih spojeva u uzorku kako bi moguce koekstrakcije sveli na minimum. Ukoliko bi ipak
doslo do koekstrakcije, moze se primijeniti nekoliko postupaka za izolaciju fukoidana, ¢ime
se poveCava Cisto¢a ekstrahiranog fukoidana. U vecini slucajeva, ti postupci ukljucuju
smanjenje veli¢ine morskih algi, predtretman uklanjanja necistoca, ektrakciju fukoidana,

izolaciju fukoidana i susenje (Lim i Wan Aida, 2017).

Smanjenje veli¢ine algi vazan je dio ekstrakcije fukoidana jer povecava povrsinu morskih algi
koja ¢e biti izlozena ekstrakcijskom otapalu i poboljsati postupak ekstrakcije. To je vrlo
izravna fizicka metoda gdje se mlinovi obicno koriste za mljevenje algi ¢ije uzorke je
prethodno potrebno osusiti. U laboratorijskoj primjeni se obi¢no koristi mlin s laboratorijskim

sitom kako bi se osigurala jednolikost morskih algi u veli¢ini (Lim i Wan Aida, 2017).

2.3.1.1. Predtretman
Korak koji prethodi ekstrakciji, a vazno ga je provesti kako bi se iz uzorka uklonile moguce
necistoce kao $to su lipidi, pigmenti i drugi spojevi niske molekulske mase. U tu svrhu koriste

se otapala razlicite polarnosti kako ne bi doslo do strukturnih promjene polisaharida u algama.
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Lipidi se uklanjaju nepolarnim otapalima kao §to je kloroform, naftni eter ili diklormetan,
pigmenti srednje polarnim otapalima kao Sto je aceton, metanol ili etanol, a ostale molekule
koje su visoke polarnosti poput monosaharida, proteina i minerala ekstrahiraju se u vodi
(Nisizawa i sur., 1963).

Cumashi i sur. (2017), Lim i sur. (2016) i Chizov i sur. (1999) proveli su postupak
predtretmana u kojem su uzorke morskih algi obradili mjeSavinom metanola, kloroforma i
vode u omjeru MeOH: CHClIs: H20 (4:2:1) na sobnoj temperaturi. U postupku se nije koristila
visoka temperatura jer bi visoka temperatura mogla nenamjerno zapoceti ekstrakciju

fukoidana koji je topiv u vodi.

Ponce i sur. (2003) takoder su proveli postupak predtretmana u kojem su koristili 80 %-tni
etanol pri temperaturi 70 °C u trajanju od 24 sata. Ubrzano izdvajanje necistoca postignuto je
viSom temperaturom, a posto se koristio 80 %-tni etanol, visoka temperatura je prihvatljiva jer
fukoidan nije topiv u etanolu pa ukoliko bi doslo do njegove ekstrakcije on bi se istalozio.
Kad se otapalo odfiltrira, ne uklanja se istalozeni fukoidan ve¢ samo necistoce (pigmenti,
lipidi). Mehanickim mijeSsanjem dolazi do bolje interakcije izmedu uzoraka ¢vrstih morskih
algi i otapala, a ujedno se povecava brzina izdvajanja necistoca ¢ime se poboljSava uspjesnost
predtretmana. Predtretirani uzorci morskih algi suse se prije ekstrakcije fukoidana metodama
kao $to je suSenje u peéi, vakuum susenje u pecnici ili susenje zamrzavanjem (Lim i Wan

Aidar., 2017).

2.3.1.2.  Konvencionalna ekstrakcija
Konvencionala ekstrakcija fukoidana obi¢no se provodi tretiranjem uzoraka morskih algi
vru¢im vodenim ili kiselim otopinama pri temperaturama u rasponu od 70-100 °C u trajanju
od nekoliko sati (Ale i sur.,, 2011a). Nakon predtretmana, prethodno obradeni uzorci
podvrgavaju se razli¢itim tehnikama ekstrakcije koje mogu biti selektivne tj. namijenjene
izdvajanju samo fukoidana bez alginata, ili neselektivne (izdvajanje fukoidana i alginata
zajedno). Cilj je ekstrahirati Zeljene spojeve uz minimalnu koekstrakciju drugih polisaharida.
Ukoliko se fukoidan i alginat izdvajaju zajedno tada se primjenjuju daljni koraci za uklanjanje
alginata kako bi se povecala Cistoca fukoidana. Budu¢i da je fukoidan topiv u vodi,

ekstrakcijska sredstva koja se koriste uvijek su vodene otopine (Lim i Wan Aida, 2017).

Li i sur. (2006), Duarte i sur. (2001) i Maruyama i Yamamoto (1984) proveli su postupak
ekstrakcije s vru¢om vodom. Pri visokoj temperaturi od 70-100 °C uz mehanicko mijeSanje

uzorka ekstrahiraju se sastojci morskih algi koji su topivi u vodi i svi polisaharidi zajedno
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(fukoidan, alginat i laminarin) $to metodu ¢ini neselektivnom te su potrebni daljnji koraci za

dobivanje Cistog fukoidana.

Za ekstrakciju fukoidana iz uzoraka moze se koristiti i vodena otopina kalcijeva klorida. Uz
mehanicko mijesanje i1 visoke temperature (70-85 °C) koji povecavaju brzinu ekstrakcije i
otapanje fukoidana, ekstrahira se i alginat koji reagira s CaCl, pri ¢emu nastaje kalcijev
alginat koji nije topiv u vodi te se istalozi (McHugh, 1987). Ova metoda ekstrakcije fukoidana
iz uzoraka morskih algi je selektivna jer se nakon uklanjanja krutih ostataka dobije relativno

¢isti fukoidan koji se moze dalje tretirati radi povecanja Cistoce.

Osim vodene otopine CaCly, za ekstrakciju se mogu koristiti i otopine kiselina, najcesce
klorovodi¢na ili sumporna, uz mehanicko mije$anje u uvjetima gdje je temperatura izmedu
80-100 °C i pH ekstrakcijskog otapala u rasponu od 1 do 3. Kiselina omoguéava hidrolizu
stani¢nih stijenki alge ¢ime je olakSana ekstrakcija fukoidana te pretvara alginat iz smedih algi

u alginsku kiselinu koja je netopiva u vodi (McHugh, 1987).

2.3.1.3.  Procisc¢avanje
Kao $to je prethodno navedeno, ekstrakt fukoidana moze sadrzavati i druge spojeve, odnosno
necistoce pa je potrebno poduzeti daljne korake kao $to je prociS¢avanje kako bi se dobio Cisti
fukoidan. Postoji ¢itav niz metoda koje se mogu primijeniti, a sve ukljué¢uju uklanjanje drugih
polisaharida, bilo taloZzenjem fukoidana (ostavljajuéi neutralne polisaharide u supernatantu) ili
talozenjem alginata (ostavljaju¢i fukoidan u supernatantu) nakon c¢ega se dijalizom
uklanjanjaju ostale neéistoce (Lim i Wan Aida, 2017). U prehrambenoj industriji metoda
taloZzenjem etanola najc¢esce se koristi za uklanjanje polisaharida i ostalih necisto¢a. Hentati i
sur. (2018) u svom istrazivanju o strukturnoj karakterizaciji i antioksidativnom djelovanju
polisaharida topivih u vodi iz smede alge Cystoseira compressa (izronjena u blizini Tunisa)
postupak procis¢avanja proveli su dodavanjem 96 %-tnog etanola u ekstrakt. Uz mehanicko
mijeSanje u trajanju od 15 minuta, smjesa je ostavljena da se taloZi preko no¢i na 4 °C.
Polisaharidi koji su se istalozili centrifugom se odvoje od supernatanta u kojem se nalazi
fukoidan te se procesom dijalize uklanjaju moguce prisutne necisto¢e niske molekuleske

mase.

Sli¢no su napravili Li i sur. (2006) i Duarte i sur. (2001) koji su u svom radu proveli metodu
ekstrakcije vru¢om vodom te su ekstrakte fukoidana pomijesali s etanolom kako bi dobili 75
%-tnu otopinu etanola u kojoj ¢e se istaloziti polisaharidi. Centrifugiranjem se uklanja

supernatant u kojem se nalaze nepolisaharidne necistoce, a polisaharidi se istaloze. Talog je
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zatim otopljen u vodi i tretiran CaCl, da bi se istalozili alginati koji se uklone
centrifugiranjem. Izolirani fukoidan u supernatantu se prije susenja podvrgava dijalizi kojom

se uklanjaju ostale necistoce niske molekulske mase.

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

fukoidana nakon ¢ega su ponovili dijalizu s ciljem postizanja vece Cistoce fukoidana.

Kationska  povrSinski  aktivna  sredstva, odnosno deterdZzenti, kao Sto je
heksadeciltrimetilamonijev bromid (Cetavlon) takoder se mogu primijeniti u procesu
procis¢avanja. Primjena Cetavlona zabiljezena je U istrazivanju koje su proveli autori Lim i
sur. (2016) i Cumashi i sur. (2007). Metoda se bazira na ¢injenici da je fukoidan sulfatirani
polisaharid negativno nabijen te reagira s kationskim deterdzentima stvarajuci soli. Soli koje
nastaju nisu topive u vodi pa ¢e se istaloziti dok neutralni polisaharidi poput laminarina i

alginata ne reagiraju s kationskim deterdZentima te ostaju otopljeni u vodi (Scott, 1965).

2.3.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE)

Bez obzira koja tehnika ekstrakcije se koristi, naglasak je uvijek na brzini trajanja procesa i
njegovoj ucinkovitosti. Primjena mikrovalnog zagrijavanja za ekstrakciju spojeva iz razlicitih
uzoraka koristi se jos od 1985. godine, a najjednostavniji primjer koriStenja mikrovalova u
prehrambenoj industriji je mikrovalna peénica. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima je
postupak u kojem se mikrovalna energija koristi za zagrijavanje otapala koji je u kontaktu s
uzorkom kako bi se analiti iz smjese uzorka razdvojili u otapalo. Na u¢inkovitost MAE utjece
snaga mikrovalova, temperatura, vrijeme trajanja ekstrakcije, izbor otapala i omjer otapala i
uzorka. Bazira se na neioniziraju¢em elektromagnetskom zracenju frekvencija od 300 MHz
do 300 GHz. Mikrovalovi zagrijavaju cijeli volumen uzorka simultano i oSte¢uju vodikove
veze poticuéi rotaciju dipola, a kretanje otopljenih iona povecava penetraciju otapala u
matriks te na taj nacin potiCe otapanje. Sposobnost brzog zagrijavanja svojstvena je MAE i
glavna prednost ove tehnike (Spar Eskilsson i Bjourklund, 2000). Opéenito, selektivnost
ekstrahiranih spojeva je ucinkovitija i trajanje procesa je brze od uobicajenih tehnika.
Takoder, pruza sli¢ne, ako ne i bolje prinose u usporedbi s onima kod konvencionalnih

postupaka ekstrakcije, a ujedno trosi manju koli¢inu energije i otapala, §to se smatra odrzivim
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pokazali kako se ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, provedena u optimalnim uvjetima
tlaka, vremena i biomase alge, pokazala kao ucinkovita metoda za ekstrakciju fukoidana
visokog prinosa (18,22 %) iz Fucus vesiculosus. Medutim, svojstva poput molekulske mase i

bioloske aktivnosti fukoidana autori nisu proucavali.

2.3.3. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE)

Ova metoda koristi ultrazvuc¢ne valove izmedu 20 kHz do 100 kHz. Ti valovi uzrokuju
stvaranje mjehurica prolaskom kroz podrucja visokog i niskog tlaka. Kada se mjehuri¢i sruse
u jakom ultrazvu¢nom polju dolazi do kavitacije. Kavitacija u blizini smjesa tekucina-krutina
uzrokuje raspadanje Cestica $to znac¢i da se povecava prijenos mase i oslobadaju bioaktivni
spojevi iz stanicne stijenke. Prethodna istrazivanja pokazuju da su polifenolni spojevi i
antioksidansi najéesce ekstrahirani spojevi iz morskih algi ovim postupkom. Takoder, bitan je
sam proces razaranja stani¢ne stijenke zbog ucinkovitog oslobadanja molekula. Rodrigues i
sur. (2015) zakljucili su da polisaharidi zbog svoje slozenosti i koli¢ine mogu ometati
ekstrakciju molekula kroz stani¢nu stijenku pa je degradacija njihove strukture temeljni korak
koji dovodi do oslobadanja spojeva iz morskih algi. Takoder su zakljucili da antioksidativno
djelovanje ovisi o vrsti morskih algi i primjenjenoj metodi ekstrakcije te je dokazano da
smede alge imaju veéi sadrzaj fenola i vece antioksidativno djelovanje od crvenih i zelenih
algi. Kadam i sur. (2015) proveli su istrazivanje u kojem su usporedene ucinkovitosti
konvencionalnih postupaka ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva smedih morskih algi
(laminarina) i ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. Utvrdili su da je primjena postupka

UAE rezultirala ve¢im prinosom laminarina u odnosu na konvencionalne postupke.

2.3.4. Ekstrakcija potpomognuta enzimima (EET)

Primjena ekstrakcije potpomognute enzimima u posljednje je vrijeme porasla, posebno kada
je vazno sacuvati specificnihe strukturne karakteristike 1 funkcionalna svojstva ciljnih
komponenata. Enzimi su katalizatori koji povecavaju brzinu pretvorbe supstrata u produkt, a
njihova upotreba zna¢i smanjenu upotrebu kemikalija u ekstrakciji hidrokoloida iz morskih
algi. Stoga tehnike enzimske ekstrakcije (EET) pokazuju ogroman potencijal primjene za
razvoj odrzive proizvodnje polisaharida morskih algi (Lim 1 Wan Aida, 2017). Glavni korak
sastoji se u odabiru enzima koji uzrokuju razgradnju stani¢nih stijenki morskih algi i time
omogucuju oslobadanje polisaharida u ekstrakcijskom mediju. Za izolaciju fukoidana iz
morskih algi potrebni su enzimi koji utjeCu na degradaciju stani¢ne stijenke te omogucuju
izvodenje ekstrakcije u uvjetima Kkoji cuvaju bioaktivnost fukoidana. Hahn i sur. (2012)

opisali su upotrebu enzima celulaze, alginat-lijaze i laminarinaze u ekstrakciji fukoidana iz
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morske alge Fucus vesiculosus. Ti enzimi omogucuju razgradnju stani¢ne stijenke (celulaze)
Sto omogucuje oslobadanje fukoidana u ekstrakcijski medij, razgradnju alginata (alginat-
lijaza) i laminarina (laminarinaza), u kojima se obojica normalno koekstrahiraju tijekom
ekstrakcije fukoidana iz smedih algi. Razgradnja alginata i laminarina omogucuje odvajanje

ovih polisaharida od fukoidana, ¢ime se izolira fukoidan, koji je ostao netaknut.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorak smede alge Cystoseira compressa

U ovom radu koristeni su uzorci smede alge Cystoseira compressa koja je izronjena u veljaci
2018. godine na podrucju Zadarskog arhipelaga. Uzorci alge su najprije isprani u slatkoj i
destiliranoj vodi te odmah zamrznuti na —60 °C do provodenja postupka liofilizacije. Oko 500
g smrznutih uzoraka alge rasporedeno je na 6 plitica u jednom sloju nakon Cega je proveden
postupak liofilizacije u trajanju od 24 h. Najprije je proveden postupak primarnog susenja
(sublimacija) pri vakuumu 0,130-0,155 hPa i temperaturi od —30 do 0 °C/18 h, a zatim je
slijedila izotermna desorpcija pri 20 °C/6 h. OsuSeni uzorci alge usitnjeni su uz pomoé
elektriécnog mlinca. Prah je pohranjen u staklenu posudu i cuvan u mraku na sobnoj

temperaturi do provodenja ekstrakcije.

3.1.2. Kemikalije

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

e 96 %-tni etanol

e apsolutni etanol (CARLO ERBA Reagents, Italija)

e zasiCena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)
PRIPREMA: 200 g anhidrida natrijeva karbonata (Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska)
se otopi u 800 mL vruce destilirane vode, u odmjernoj tikvici volumena 1000 mL, a
zatim ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristali¢a natrijeva karbonata te
se nadopuni destiliranom vodom do oznake. Nakon 24 sata pripremljena otopina se
filtrira.

e destilirana voda

e Folin - Ciocalteu reagens (Fisher Scientific, UK)

e Dbezvodni kalcijev klorid (1 %-tna otopina) (Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska)

e 0,1 MHCI
PRIPREMA: 833 uL koncentrirane 37 % HCI (CARLO ERBA Reagents, Italija)
otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.

e 0,2MHCI
PRIPREMA: 1666 pL koncentrirane 37 % HCI (CARLO ERBA Reagents, Italija)
otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.

e 0,1 MH2S04
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PRIPREMA: 560 uL koncentrirane 96 % H>SO4 (CARLO ERBA Reagents, Italija)
otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.
0,2 M H2SO4

PRIPREMA: 1110 uL koncentrirane 96 % H.SO4 (CARLO ERBA Reagents, Italija)
otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.
fenol (5 %-tna otopina)

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

odmjernoj tikvici volumena 100 mL.

3.1.3. Aparatura

elektri¢ni mlinac, CM3260 (Grundig, Njemacka)

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

vortex mijeSalica, MS2 Minishaker (IKA, Njemacka)

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

magnetna mijesalica, RT 5 (IKA, Njemacka)

mikrovalni reaktor, Start S Microwave Lab station for Synthesis (Milestone, Italija)
vakuum koncentrator, Savant SPD2010 (Thermo Scientific, SAD)

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

centrifuga, Rotofix 32A (HETTICH, Njemacka)

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

3.1.4. Pribor

plasti¢na Zlicica

plasti¢ne epruvete s konusnim dnom
laboratorijske ¢ase (25 mL, 50 mL, 100 mL i 200 mL)
Petrijeve zdjelice

propipeta

mikropipete (100 pL i 1000 pL)
staklene kivete

hvataljka

filter papir

stakleni Stapic¢

odmjerne tikvice s ¢epom (100 mL)
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e pinceta

e staklene epruvete

e Stoperica

e stakleni lijevci

e magnetni mjesaci

e Erlenmeyerove tikvice

e menzure

e tikvice s okruglim dnom (100 mL)
e Vvata

e termometar

e metalna Spatula

3.2. METODE RADA

3.2.1. Predtretman uzorka

Prije samog postupka priprave ekstrakata, proveden je predtretman uzorka smede alge
Cystoseira compressa na nac¢in da se odvaze 2 puta po 15 g uzorka u 2 Erlenmeyerove tikvice
volumena 250 mL te se preko uzorka prelije 2 puta po 200 mL acetona. U Erlenmeyerovu
tikvicu stavi se magnetni Stapié, tikvica se zatvori vatom i postavi na magnetnu mijeSalicu 24
h, na brzinu mijesanja 5. Nakon toga se sadrzaj tikvice filtrira preko filer papira te se na talog
dodaje 200 mL 80 % etanola, stavi se magnetni Stapi¢, tikvica se zatvori vatom i ponovo se
postavi na magnetnu mijesalicu u trajanju od 24 h, na brzinu mijesanja 5. Zatim se sadrzaj
tikvice filtrira preko filter papira, zagrije se 400 mL 80 % etanola do 60 °C i prelije 200 mL u
svaku tikvicu preko taloga. Stavi se magnetni Stapi¢, tikvica se zatvori vatom i postavi na
magnetnu mijesalicu 4 h, na brzinu 5. Nakon 4 h, sadrzaj tikvice se filtrira preko filter papira,

a talog se stavi na susenje do konstantne mase.

3.2.2. Konvencionalna ekstrakcija

Konvencionalna ekstrakcija provedena je na magnetnoj mijeSalici RT 5 (IKA, Njemacka)
primjenom 5 razli¢itih otapala (voda, 0,1 M HCI, 0,2 M HCI, 0,1 M H2SO4, 0,2 M H2SO4) i 2
razli¢ita volumena otapala (15 mL i 30 mL) prema uvjetima prikazanim u tablici 2. Na
analitickoj vagi u Erlenmeyerovu tikvicu odvaze se 1 g predtretiranog uzorka smede alge
Cystoseira compressa, stavi se magnetni Stapi¢ te se, ovisno o uzorku, dodaje odredena
koli¢ina otapala zagrijanog na 60 °C. Tikvica se zatvori vatom te se postavi na magnetnu

mijesalicu 4 h, na brzinu mijeSanja 5.
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3.2.3. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Ekstrakcija potpomognuta valovima provedena je prema planu pokusa prikazanom u tablici 2.

Na analitickoj vagi u tikvicu s okruglim dnom (50 mL) odvaze se 1 g predtretiranog uzorka

smede alge Cystoseira compressa. Neposredno prije samog mjerenja u mikrovalnom

ekstraktoru dodaje se 15 ili 30 mL odredenog otapala i magnetni Stapi¢ te se sadrzaj tikvice

promijesa. Tikvica se stavi na postolje u ekstraktoru, spoji na zra¢no hladilo, na koje se spoji i

vodeno hladilo. Na uredaju se postave op¢i parametri ekstrakcije: temperatura (100 °C),

vrijeme (15 min), vrijeme za postizanje temperature ekstrakcije (5 min), mijesanje (75 %) te

ventilacija nakon ekstrakcije (1 min).

Tablica 2. Plan provedbe konvencionalne (KE) i ekstrakcije potpomognute mikrovalovima

(MAE)

UZORAK | TEHNIKA EKSTRAKCIJE | OTAPALO | VOLUMEN OTAPALA (mL)
K1 KE H.0 15
K2 KE H20 30
K3 KE 0,1 M HCI 15
K4 KE 0,1 M HCl 30
K5 KE 0,2 M HCl 15
K6 KE 0,2 M HCI 30
K7 KE 0,1 M HzSO04 15
K8 KE 0,1 M HzSO4 30
K9 KE 0,2 M HzSO4 15
K10 KE 0,2 M H,S0. 30
M1 MAE H.0 15
M2 MAE H20 30
M3 MAE 0,1 M HCI 15
M4 MAE 0,1 M HCl 30
M5 MAE 0,2 M HCI 15
M6 MAE 0,2 M HCI 30
M7 MAE 0,1 M HzSO4 15
M8 MAE 0,1 M H,S0. 30
M9 MAE 0,2 M HzSO04 15
M10 MAE 0,2 M HzSO4 30
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3.2.4. Postupci nakon ekstrakcije

Nakon zavrSene ekstrakcije, dobiveni ekstrakti se ohlade te se filtriraju pod vakuumom, a
talog se stavi na susSenje na prethodno izvaganom filter papiru. Plasti¢ne kivete s filtratom se
stave u vakuum koncentrator (50 °C, 25 torra) te se uzorak koncentrira na otprilike 5 odnosno
10 mL. Nakon toga dodaje se 1 %-tna otopina CaClz i to 20 mL u uzorke u kojima je za
ekstrakciju koristeno 30 mL otapala i 10 mL u uzorke u kojima je za ekstrakciju koristeno 15
mL otapala. Uzorci se stave u hladnjak na 24 h da se istaloze alginati. Zatim se otopina
profiltrira preko filter papira u novu plasticnu kivetu te se ponovo stavi u vakuum
koncentrator da se uzorak koncentrira na 5 ili 10 mL. Nakon toga se dodaje dupli volumen
apsolutnog etanola, smjesa se promijesa i stavi u hladnjak preko no¢i. Slijedi centrifuga na
5500 okretaja u trajanju od 15 min. Otopina se filtrira preko filter papira i prebaci u plasti¢nu
kivetu, a talog se prebaci u prethodno izvaganu Petrijevu zdjelicu i stavi na suSenje na sobnoj
temperaturu. Filtrat se koncentrira u vakuum koncentratoru do 10 mL. Ekstrakti se skladiste u

hladnjaku do daljnje analize.

3.2.5. Stupanje degradacije alge i prinos fukoidana

Stupanje degradacije alge (% DA) izracunat je kao omjer razlike mase alge (g) koja je
koriStena u eksperimentu (MO0) i mase alge (g) preostale nakon ekstrakcije (M1) i mase alge

(g) koja je koriStena u eksperimentu (MO0) prema jednadzbi [1]:

DA[%]="2—"* 100 [1]

Prinos fukoidana (% Fuk) izraCunat je kao omjer mase (g) nakon taloZenja etanolom (MT) i

mase alge (g) koja je koristena u eksperimentu (M0) prema jednadzbi [2]:
MT
Fuk[%] = o * 100 [2]

3.2.6. Odredivanje ukupnih ugljikohidrata

Princip metode:

Za odredivanje koncentracije ukupnih ugljikohidrata primijenjena je fenol — sumporna
metoda prema Dubois i sur. (1956). U ovoj metodi koncentrirana sumporna kiselina
razgraduje polisaharide, oligosaharide i disaharide do monosaharida. Ugljikohidrati
(jednostavni Seceri, oligosaharidi, polisaharidi i njihovi derivati) reagiraju u prisutnosti jake
kiseline 1 topline te kao produkt nastaju derivati furana koji kondenziraju s fenolom pri cemu

nastaju stabilni spojevi zlatno - zutog obojenja koji se mogu mjeriti spektrofotometrijski. Za
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proizvode s visokim sadrzajem heksoza koristi se glukoza kao standard, a apsorpcija se mjeri
na 490 nm (Nielsen, 2010).

Postupak rada:

U staklenu epruvetu otpipetira se 400 uL uzorka, 400 puL 5 %-tne otopine fenola i 2
mL koncentrirane 95 %-tne H>SO4. Pri tome treba paziti da se kiselina dodaje direktno u
epruvetu, bez diranja stjenki kako bi se postiglo dobro mijeSanje (ove reakcije su pokrenute
toplinom proizvedenom dodatkom H>SO4 u vodeni medij). Na isti nacin se pripremi i slijepa
proba, ali se umjesto uzorka uzima otapalo koriSteno u ekstrakciji. Svako mjerenje provodi se
u paraleli. Nakon mijeSanja pomocu vortexa, epruvete se stave u vodenu kupelj na 25 °C u
trajanju od 20 min. Nakon termostatiranja u vodenoj kupelji, mjeri se apsorbancija pri 490 nm
na spektrofotometru (UV-1600 PC, VWR International, SAD) (Li, 2012).

Izrada bazdarnog pravcea i izradun rezultata:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 10 mg glukoze koja se otopi u 100 mLvode
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 vrijednosti

apsorbancija nacrta se bazdarni pravac ¢ija jednadzba [3] glasi:

y =0,0092 * x + 0,0149 [3]
R?=0,9938
gdje je:
y — apsorbancija pri 490 nm

x — koncentracija otopine glukoze (mg L)

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

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

3.2.7. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Princip metode:

Odredivanje koncentracije ukupnih fenola provodilo se spektrofotometrijskom

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

proporcionalan koncentraciji fenola (Shortle i sur., 2014).

Postupak rada:

U staklenu epruvetu otpipetira se 100 uL ekstrakta, 200 puLL Folin - Ciocalteu reagensa
I 2 mL destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL 20 % — tne zasicene otopine natrijeva
karbonata i promijeSa pomocu vortexa. Nakon termostatiranja u vodenoj kupelji 25 min na 50
°C, na spektofotometru se mjeri apsorbancija pri 765 nm. Na isti na¢in se pripremi i slijepa

proba, ali se umjesto uzorka uzima voda. Sva mjerenja su provedena u paraleli.

Izrada bazdarnog pravca i izradun rezultata:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline koja se otopi u 10 mL 96
% — tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake. 1z
tako pripremljene otopine galne kiseline rade se razrjedenja koncentracija 50, 100, 150, 250 i
500 mg L. Od svakog razrjedenja otpipetira se 100 pL i postupa po propisu za odredivanje
ukupnih fenola. Iz izmjerenih vrijednost apsorbancija nacrta se bazdarni pravac ¢ija jednadzba
[4] glasi:
y =0,0035 * x [4]
R?=0,9995
gdje je:
y — apsorbancija pri 765 nm
x — koncentracija galne kiseline (mg L)
Dobivene masene koncentracije (mg L) preracunate su i izrazene kao mg ekvivalenta
galne kiseline na gram suhe tvari praha (mg GAE g s.tv.).

3.2.8. Odredivanje pigmenata 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
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pigmenata uvelike ovise o vrsti otapala i, u odredenoj mjeri, o tipu spektrofotometra koji se

koristi (Lichtenthaler i Buschmann, 2005).

Postupak odredivanja:

Kvantitativno odredivanje pigmenata u acetonskom ekstraktu provedeno je
spektrofotometrom pri sljede¢im valnim duljinama: 644,8 i 661,6 nm, za klorofil a i b i 470
nm za karotenoide. Pripremljene ekstrakte potrebno je razrijediti direktno u kivetama pomocu
acetona. Svako mjerenje provedeno je u paraleli. Kao slijepa proba upotrijebljen je aceton te
je apsorbanciju slijepe probe potrebno oduzeti od apsorbancije uzorka i tako

dobivenavrijednost koristi se za izracunavanje kona¢nog rezultata.

Masene koncentracije (ug mL™) klorofila a i b te ukupnih karotenoida radunaju se prema

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

Ca (Mg mL™) = 11,24 Ass1.6— 2,04 Asaas
Cb (ug mL™1) = 20,13 Agass— 4,19 Ass1s
Cix+c) (Mg mL™1) =(1000A470 — 1,9Ca —63,14Cp)/214

A = apsorbancija, Ca = Klorofil a, Cy = klorofil b, Cx+c) = ukupni karotenoidi
3.2.9. Odredivanje suhe tvari

Princip metode:

Odredivanje ukupne suhe tvari (topljive i netopljive) provodi se vaganjem pocetnog
uzorka, suSenjem na 105 °C do konstantne mase te vaganjem ostatka nakon provedenog

suSenja. Nakon toga se pomoc¢u masa izra¢una suha tvar u uzorku.

Postupak odredivanja:

U osusenu aluminijsku posudicu stavi se oko 5 g kvarcnog pijeska i stakleni stapic¢.
Nakon toga se stavi na susenje u susionik na temperaturu od 105 °C u trajanju od 60 min sa
skinutim poklopcem. Nakon susenja, posudica se s polupoklopljenim 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 pripremljenog uzorka s to¢noscéu + 0,0002 g te se pomocu staklenog stapica dobro
izmijesa s kvarcnim pijeskom. Zatim se posudica s uzorkom stavi u susionik zagrijan na 105

°C £ 0,5 °C i zagrijava 60 min sa skinutim poklopcem. Nakon hladenja u eksikatoru i
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vaganja, susenje se nastavlja sve dok razlika nakon dva uzastopna susenja u razmaku od pola

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

Izracun rezultata:

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

pomocu sljedece [5] formule:

Suha tvar [%] = % ¥ 100 [5]

gdje je:

Mo - Masa posudice 1 pomo¢nog materijala (pijesak, stakleni Stapic)
My - masa iste posudice s ispitivanim uzorkom prije suSenja

M»- masa iste posudice s ostatkom nakon suSenja

3.2.10. Statisti¢ka analiza

Eksperimentalni dizajn pokusa i statisticka obrada podataka provedena je uz pomoc
programskog sustava Statistica 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, SAD). Eksperimenti su dizajnirani
kao puni faktorijalni dizajn. Deskriptivna statistika koriStena je za izracun prosjecnih
vrijednosti. Kao zavisni parametri promatrani su: stupanj degradacije alge, prinos fukoidana i
koncentracija ukupnih ugljikohidrata. Nezavisni parametri su bili: tehnika ekstrakcije
(konvencionalna ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima), otapalo (H20, 0,1 M
HCI, 0,2 M HCI, 0,1 M H2SOg4, 0,2 M H>SO34 i volumen otapala (15 i 30 mL). Za usporedbu
uzoraka koriStena je multivarijantna analiza varijance (ANOVA) s Tukey HSD post-hoc
testom. Statisticki znacajna razlika je razmatrana na razini p < 0.05 (95 % — tni interval

pouzdanosti).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Nacini ekstrakcije koji se koriste za izolaciju polisaharida iz odredenih uzoraka uvelike utjecu
na prinose, kemijsku strukturu te utjecu na biolosku aktivnost polisaharida (Zhu i sur., 2016;

Dong i sur., 2008;).

U ovom radu provedena je ekstrakcija polisaharida fukoidana iz smede alge Cystoseira
compressa. Ispitan je utjecaj dvije tehnike ekstrakcije od kojih je jedna klasicna odnosno
konvencionalna (ekstrakcija potpomognuta magnetskom mijesalicom) i jedna napredna
(ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima). Prije svake tehnike ekstrakcije proveden je
predtretman uzorka kako bi se uklonile moguce necistoce. Utjecaj tehnika ekstrakcije
proveden je primjenom razli¢itih otapala (H20, 0,1 M HCI, 0,2 M HCI, 0,1 M H,SOg4, 0,2 M
H2SO4) 1 volumena otapala (15 1 30 mL). Takoder, odreden je stupanj degradacije alge (%
DA), prinos fukoidana (% Fuk) i koncentracija ukupnih ugljikohidrata, a rezultati odredivanja
prikazani su u tablici 3. Uz pomo¢ programskog sustava Statistica 8.0 odreden je utjecaj
svakog pojedinog ispitivanog parametra (tehnika ekstrakcije, otapalo, volumen otapala) na %

DA, % Fuk i koncentraciju ukupnih ugljikohidrata te su rezultati prikazani u tablici 4.
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Tablica 3. Rezultati odredivanja stupnja degradacije alge (% DA), prinosa fukoidana (%
Fuk) i koncentracije ukupnih ugljikohidrata u ekstraktima smede alge Cystoseira compressa

dobivenih  konvencionalnom ekstrakcijom (KE) i ekstrakcijom potpomognutom
mikrovalovima (MAE)
Tehnika Volumen Ukupni ugljikohidrati
N Otapalo otapala % DA % Fuk
ekstrakcije (mg g?)
(mL)

KE H.0 15 19,56 + 0,03 4,23+0,01 0,44 £ 0,01

KE H.0 30 21,78 £ 0,08 5,75%£0,04 2,60 £0,11

KE 0,1 M HCI 15 36,06 + 0,06 6,83 £ 0,04 9,27 £0,10

KE 0,1 M HCI 30 45,00 £ 0,07 8,32 £0,01 21,95+0,12

KE 0,2 M HCI 15 43,95+ 0,21 8,77 £0,04 31,79+ 221

KE 0,2 M HCI 30 41,87 + 0,06 3,23 £0,03 45,24 + 0,65

KE 0,1 M H2SOq4 15 19,62 + 0,03 7,29+0,04 14,83+ 0,74

KE 0,1 M H2SOq4 30 36,49 + 0,07 24,33 £ 0,07 56,44 + 1,07

KE 0,2 M H2SOq4 15 19,71+ 0,01 9,13+0,03 12,99+ 0,34

KE 0,2 M H2SOq4 30 39,03+ 0,03 24,47 + 0,03 73,15+ 1,79
MAE H.O 15 11,32 + 0,06 2,88 £0,03 0,41 +0,02
MAE H.0 30 7,87 £0,07 4,82 + 0,06 1,93+0,03
MAE 0,1 M HCI 15 18,93 + 0,07 6,95+ 0,03 3,14 £ 0,07
MAE 0,1 M HCI 30 26,58 + 0,06 6,24 £ 0,03 29,68 + 0,36
MAE 0,2 M HCI 15 25,31+ 0,06 4,34 + 0,06 18,03 £ 0,25
MAE 0,2 M HCI 30 38,54 £ 0,03 2,75+ 0,01 35,30+ 1,01
MAE 0,1 M H>SO04 15 18,73 +£0,04 10,25 £ 0,07 22,04 £0,18
MAE 0,1 M H>SO4 30 32,07 £ 0,05 22,41 £ 0,06 27,06 £ 0,52
MAE 0,2 M H2S04 15 21,81 £0,06 13,17 £ 0,03 14,97 £ 0,75
MAE 0,2 M H2S04 30 31,52 £ 0,06 24,96 £ 0,03 32,94 £ 1,05
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Tablica 4. Utjecaj razli¢itih parametara ekstrakcije (tehnika ekstrakcije, otapalo, volumen
otapala) na postotak degradacije alge (% DA), prinos fukoidana (% Fuk) i koncentraciju

ukupnih ugljikohidrata*

% Fuk

Tehnika ekstrakcije p< 0,007 p< 0,00t p< 0,00t
KE 20 32,31+£0,042 10,24 + 0,00P 26,87+ 0,18°
MAE 20 23,26 +£0,04° 9,88 + 0,002 18,55+ 0,182

Otapalo p<0,00f p <0,00% p <0,00%
H,O 8 15,13 +0,06° 4,42 + 0,002 1,34+ 0,29?
0,1 M HCI 8 31,64 +0,06° 7,11 £0,00° 16,01+ 0,29°
0,2 M HCI 8 37,42+0,06° 4,80 +0,00° 32,59+ 0,29¢
0,1 M H2SOq4 8 26,73 +0,06¢ 16,10 + 0,00¢ 30,09+ 0,29¢
0,2 M H2SOq4 8  28,02+0,06° 17,96 = 0,00¢ 33,51+ 0,29¢

Volumen otapala (mL) p<0,007 p <0,00% p < 0,00t
15 20 23,50 +0,04° 7,38 £ 0,002 12,79+ 0,182
30 20 32,07 +£0,042 12,73 +0,00P 32,63+ 0,18°

Tehnika ekstrakcije; otapalo p <0,00T p < 0,001 p <0,00%
KE; H.O 4 20,67 + 0,09' 4,99 +0,02° 1,52+ 0,412
KE; 0,1 M HCI 4 40,53 +0,09° 7,58 +0,02f 15,61+ 0,41°
KE; 0,2 M HCI 4 42,91 +0,09 6,00 + 0,02¢ 38,51+ 0,41¢
KE; 0,1 M H;SO4 4 28,06 £0,09¢ 15,81 + 0,029 35,63+ 0,41¢
KE; 0,2 M H;SO4 4 29,37 +0,09¢ 16,80 + 0,02' 43,07+ 0,41¢
MAE; H.O 4 9,60 + 0,09 3,85 +0,02° 1,17+ 0,412
MAE; 0,1 M HCI 4 22,76 +0,09" 6,60 + 0,02° 16,41+ 0,41°
MAE; 0,2 M HCI 4  31,93%0,09° 3,54 £ 0,022 26,67 £0,41°
MAE; 0,1 M H,SO4 4 25,40+ 0,09¢ 16,33 + 0,02" 24,55+ 0,41°
MAE; 0,2 M H,SO4 4 26,67 +0,09 19,06 + 0,02 23,95+ 0,41°¢

Prosjecna vrijednost 40 27,79 10,06 22,71

KE — konvencionalna ekstrakcija; MAE — ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

*Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska

tStatisticki znacajni parametar kod p < 0,05; vrijednosti s razli¢itim slovom su statisti¢ki znacajne kod p < 0,05.

U tablici 4 prikazan je utjecaj razli¢itih parametara ekstrakcije na % DA, % Fuk i
koncentraciju ukupnih ugljikohidrata. Svi ispitivani parametri su pojedina¢no i kombinirano
statisticki zna¢ajni kod p < 0,05. Prosjecna vrijednost % DA iznosila je 27,79 %, % Fuk 10,06
%, a koncentracija ukupnih ugljikohidrata 22,71 mg g*. Ovi rezultati u suglasju su i s
rezultatima koje su objavili Dobrin¢i¢ i sur. (2021) prilikom odredivanja prinosa fukoidana i
ukupnih ugljikohidrata u smedoj algi Fucus virsoides gdje je prosjecna vrijednost ukupnih
ugljikohidrata iznosila 25, 67 %, a prinos fukoidana 15, 07 %. Osim toga, Dobrinci¢ i sur.
(2021) u istom istrazivanju odredivali su prinos fukoidana i ukupnih ugljikohidrata u smedoj
algi Cystoseira barbata gdje je prosjec¢na vrijednost ukupnih ugljikohidrata iznosila 5,81 %, a

prinos fukoidana 7,80 % Sto je nize u odnosu na prosjecne vrijednosti dobivene ovim
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istrazivanjem na algi Cystoseira compressa. Navedene razlike mogu biti posljedica nekoliko
¢imbenika ukljucujuéi vrste algi, vrijeme sakupljanja algi te razli¢ite metode ekstrakcije koje
su se koristile (Garcia-Rios i sur.,2012).

Rodriguez-Jasso i sur. (2011) su u svom radu proveli ekstrakciju polisaharida iz smede alge
Fucus vesiculosus koriste¢i MAE te su odredivali % DA, % Fuk i koncentraciju ukupnih
ugljikohidrata. Rezultati su pokazali da je % Fuk u algi 18,22 % $§to je vise u odnosu na
prosjecne vrijednosti koje sadrzi Cystoseira compressa. | koncentracija ukupnih
ugljikohidrata u algi Fucus vesiculosus je vec¢a u odnosu na prosjecne vrijednosti koje sadrzi
Cystoseira compressa. Osim vrste alge, razlog tome moze biti razdoblje u kojem se alga
sakupljala u svrhu istrazivanja; Fucus vesiculosus je sakupljan tijekom rujna dok je
Cystoseira compressa izronjena u veljaci. S obzirom da alge stvaraju svoju rezervu hrane
tijekom brze faze rasta u prolje¢e kako bi prezivjele zimu, tako je koncentracija ukupnih
ugljikohidrata kod alge Fucus vesiculosus veéa nego kod Cystoseira compressa. Kao
posljedica toga veca koli¢ina polisaharida u algi nalazi se tijekom zimske sezone (Rodriguez-
Jasso i sur., 2011).

41. UTJECAJ TEHNIKE EKSTRAKCIJE NA PRINOS FUKOIDANA,
DEGRADACIJU ALGE | KONCENTRACIJU UKUPNIH
UGLJIKOHIDRATA

Brojna istrazivanja su pokazala da primjena odredene metode ekstrakcije ima veliki utjecaj na
kemijsku strukturu i bioloSku aktivnost polisaharida (Dong 1 sur., 2016; Zhu i sur., 2016).
Sulfatirani polisaharidi obi¢no se ekstrahiraju pomocu vru¢e vode te razrijedenih kiselina ili
luzina pri ¢emu se koriste veliki volumeni otapala i dugo vrijeme ekstrakcije (Marais i
Joseleau, 2001). Konvencionalne metode ekstrakcije iako pogodne za ekstrakciju
polisaharida, pokazale su i neke nedostatke (dugotrajan proces ekstrakcije, zahtjev za visokim
temperaturama, niska ucinkovitost ekstrakcije) zbog kojih se sve vise koriste napredne
tehnike ekstrakcije. Od naprednih metoda ona koja se najée$ce koristi za ekstrakciju
polisaharida iz algi je ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE). U usporedbi s KE
koje se koriste, prednosti MAE su kratko vrijeme ekstrakcije, niska potro$nja energije, niski
troskovi te visoka ucinkovitost (Xu, 2017). Prema rezultatima iz tablice 4 moZzemo zakljuditi
da je tehnika ekstrakcije bila statisticki znacajan parametar za % Fuk, % DA te koncentraciju

ukupnih ugljikohidrata.
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4.1.1. Utjecaj tehnike ekstrakcije na prinos fukoidana

Iz tablice 4 je vidljivo da je % Fuk koji je ekstrahiran iz alge Cystoseira compressa veci kod
KE i iznosi 10,24 % u odnosu na MAE gdje iznosi 9,88 %. Usporedbom KE i MAE na algi
Ascophyllum nodosum, Yuan i Macquarrie (2015a) dobili su ve¢i % Fuk primjenom KE
(20,98 %) nego MAE (16,08 %). S druge strane, sli¢an % Fuk postignut je primjenom MAE i
KE kod Cystoseire barbate i Fucus virsoides (Dobrinci¢ i sur., 2021). Navedeni rezultati se
razlikuju od rezultata ovog istrazivanja provedenog na smedoj algi Cystoseira compressa, ali
u obzir treba uzeti i druge parametre ekstrakcije ¢ijom kombinacijom je mogucée utvrditi
optimalne uvjete za ekstrakciju. Osim samog mehanizma zagrijavanja, ove dvije tehnike
ekstrakcije razlikuju se u vremenu trajanja ekstrakcije i primijenjenoj temperaturi ekstrakcije.
Kod KE vrijeme ekstrakcije iznosi 4 h, a kod MAE 15 min. Ovi rezultati navode nas na
zakljuc¢ak da duze vrijeme KE daje vec¢i % Fuk odnosno da je 15 min kod MAE prekratko
vrijeme ekstrakcije za postizanje vecih prinosa. Duza ekstrakcija znaéi vecu koli¢inu
ekstrahirane tvari, ali i ve¢u moguc¢nost razgradnje kemijske strukture zbog cega je jako vazno
odrediti optimalno vrijeme ekstrakcije (Favretto, 2004). Takoder, vazan faktor u procesu
ekstrakcije je i temperatura koja kod KE iznosi 60 °C, dok je kod MAE koriStena temperatura
100 °C. Vrijeme i temperatura ekstrakcije potpomognute mirkovalovima koji su koristeni u
ovom istrazivanju rezultat su istrazivanja Juri¢ (2019) u kojem je najvisi prinos fukoidana iz

alge Cystoseira compressa dobiven pri 100 °C i vremenu od 15 min.

4.1.2. Utjecaj tehnike ekstrakcije na degradaciju alge
Usporedbom KE i MAE iz tablice 4 je vidljivo da je veca vrijednost % DA postignuta kod KE

te iznosi 32,31 %, a manja kod MAE te iznosi 23,26 %. Budud¢i da je pozeljna $§to manja
vrijednost % DA moze se zakljuciti da je primjena mikrovalova bolja tehnika ekstrakcije. Ove
dvije razlicite tehnike ekstrakcije koriste razli¢ito vrijeme 1 temperaturu Sto uvelike utjeCe na
degradaciju alge. PoviSenjem temperature dolazi do naruSavanja strukture i degradacije
spojeva koji su termolabilni (Chen i sur., 2005). MoZemo primijetiti da krac¢e vrijeme kod
MAE uzrokuje manju degradaciju alge dok je dugotrajna KE uzrokovala znacajno vecu
degradaciju. Rodriguez-Jasso i sur. (2011) su u svom istrazivanju koristili MAE za ekstrakciju
fukoidana iz smede alge Fucus vesiculosus te su odredivali postotak degradacije alge koji je
najvisi bio pri temperaturi 172 °C i vremenu 31 min te je iznosio 67,98 % Sto je znacajno vise

od vrijednosti dobivenih ovim istrazivanjem.
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4.1.3. Utjecaj tehnike ekstrakcije na koncentraciju ukupnih ugljikohidrata

Iz tablice 4 je vidljivo da je veca koncentracija ukupnih ugljikohidrata zabiljeZena kod KE i
iznosi 26,87 mg g*. Duze vrijeme KE pogoduje boljem prinosu ukupnih ugljikohidrata za
razliku od kra¢ée MAE gdje je ukupna koncentracija ugljikohidrata manja i iznosi 18,55 mg g*.
Yuan i Macquarrie (2015a) su u svom istrazivanju utvrdili da razlika u vremenu ekstrakcije
ima utjecaj na prinos ugljikohidrata. Proveli su ekstrakciju u trajanju od 5, 15 i 30 min te
rezultati pokazuju da pri vremenu od 5 min koncentracija ukupnih ugljikohidrata ne prelazi 45
mg mL dok se pri vremenu ekstrakcije od 30 min prinos ugljikohidrata poveéava i do 80 mg

mL?.

4.2. UTJECAJ OTAPALA NA PRINOS FUKOIDANA, DEGRADACIJU ALGE I
KONCENTRACIJU UKUPNIH UGLJIKOHIDRATA

Kao $to je ve¢ prethodno navedeno, KE se temelji na upotrebi razli¢itih organskih otapala u
kombinaciji s grijanjem i/ili mijeSanjem s ciljem ekstrakcije Zeljene komponente iz smjese.
Otapala koja se najceS¢e koriste za ekstrakciju polisaharida iz morskih algi su voda i
razrijedene otopine kiselina ili baze. U ovom radu istraZen je utjecaj razli¢itih otapala (H20,
0,1 M HCI, 0,2 M HCI, 0,1 M _;C i 0,2 M H2S0a) i njihovih volumena (15 i 30 mL), u
odnosu na 1 g uzorka, na ekstrakciju polisaharida iz smede alge Cystoseira compressa te su

rezultati prikazani u tablici 4.

4.2.1. Utjecaj otapala na prinos fukoidana

U tablici 4 je vidljivo da je najmanji % Fuk od 4,42 % postignut primjenom vode kao otapala.
Voda je polarna molekula i djeluje kao polarno otapalo. Kada se koristi kao otapalo, spojevi
koji su prisutni u algi 1 topivi su u vodi, mogu koekstrahirati Sto zahtijeva viSe koraka
pro¢is¢avanja nakon ekstrakcije. Najveci prinos fukoidana od 17,96 % postignut je primjenom
0,2 M H2SOq4 Koristenje kiseline kao otapala pokazalo se u¢inkovitim za poboljSanje prinosa
jer omogucuje hidrolizu stani¢ne stijenke i ekstrakciju polisaharida iz matriksa (Fletcher i
sur., 2017). Jednak trend zabiljezen je u istrazivanju Dobrin¢i¢ i sur. (2021) prilikom
ekstrakcije fukoidana iz algi Fucus virsoides i Cystoseira barbata gdje je najnizi prinos
polisaharida postignut primjenom vode kao otapala dok je primjena Kiseline rezultirala
znacajno visim prinosom polisaharida. Takoder, ve¢i % Fuk dobiven je iz smede morske alge
Sargassum fusiforme primjenom Kkiseline kao otapala nego kad se kao otapalo koristila voda
(Liu i sur., 2019).
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Nadalje, iz slike 7 moze se uociti da je fukoidan ekstrahiran kiselinama svjetlije boje u odnosu
na uzorak fukoidana koji je ekstrahiran destiliranom vodom. Svijetlija boja ekstrakta
fukoidana ukazuje na njegovu visu ¢istocu, a time i vecu kvalitetu (Baba i sur., 2018). Smeda
boja polisaharida ekstrahiranih s vodom ukazuje na prisutnost pigmenata smedih algi
(fukoksantin, B-karoten, violaksantin, klorofil a i c) koji su koekstrahirali u polisaharidima
tijekom procesa ekstrakcije (Saepudin i sur., 2017). Stoga mozemo zakljuciti da je boja
uzorka pokazatelj kvalitete uzorka. Sli¢an rezultat zabiljezen je i u ekstrakciji polisaharida iz
algi Cystoseira barbata i Fucus virsoides uz primjenu razli¢itih otapala (H20, 0,1 M HCI, i
0,1 M H2SOg4) (Dobrinci¢ i sur., 2021).
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Slika 7. Ekstrakti fukoidana iz smede alge Cystoseira compressa dobiveni ekstrakcijom
mikrovalovima uz primjenu razli¢itih otapala (H20, 0,1 M HCI, 0,2 M HCI, 0,1 M H2SOg i
0,2 M H2S0ys) te omjera volumena otapala i uzorka (15:1 i 30:1 mL g%)

4.2.2. Utjecaj otapala na degradaciju alge
Najmanja vrijednost degradacije alge, ujedno i najpozeljnija, zabiljezena je primjenom vode
kao otapala i iznosi 15,13 %. Najveci postotak degradacije alge iznosio je 37,42 % kad se kao
otapalo koristio 0,2 M HCI. Primjenom kiseline dolazi do hidrolize stani¢ne stijenke §to

omogucava ekstrakciju fukoidana, ali istovremeno se i naruSava struktura alge (Lim i sur.,

2016).
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4.2.3. Utjecaj otapala na koncentraciju ukupnih ugljikohidrata

Prosje¢na vrijednost koncentracije ukupnih ugljikohidrata iznosi 22,71 mg g*. Priblizno
jednake vrijednosti dobili su Dobrin¢i¢ 1 sur. (2021) prilikom odredivanja koncentracije
ukupnih ugljikohidrata iz smede alge Fucus virsoides gdje je prosjecna vrijednost iznosila
25,67 %, a kod Cystoseira barbata 5,81 %. Kada govorimo o najvecoj koncentraciji ukupnih
ugljikohidrata, iz Tablice 4. je vidljivo da nije zabiljezena statisticki znacajna razlika kada se
kao otapalo koristi 0,2 M HCI (32,59 mg g) ili 0,2 M H2S04 (33,51 mg g?). S druge strane,
koncentracija ukupnih ugljikohidrata najmanja je kada se kao otapalo koristi voda i iznosi
1,34 mg g U istrazivanju Sun i sur. (2018) zabiljezeni su veéi prinosi ugljikohidrata
prilikom ekstrakcije u kiselim uvjetima u odnosu na ekstrakciju destiliranom vodom §to je u
skladu s nasim rezultatima. Budu¢i da se glikozidne veze hidroliziraju kiselinama lakse nego
destiliranom vodom, ocekivano je da ¢e se dobiti ve¢i sadrzaj ukupnih ugljikohirata s

kiselinom kao otapalom (Saravana i sur., 2016).

43. UTJIECAJ VOLUMENA OTAPALA NA PRINOS FUKOIDANA,
DEGRADACIJU ALGE | KONCENTRACIJU UKUPNIH
UGLJIKOHIDRATA

4.3.1. Utjecaj volumena otapala na prinos fukoidana

Za ekstrakciju fukoidana iz smede alge Cystoseira compressa koristena su razlicita otapala i
volumen otapala od 15 i 30 mL uz konstantnu masu uzorka 1 g te su rezultati prikazani u
Tablici 4. U ovom istrazivanju povecanjem volumena sa 15 mL na 30 mL, uz konstantnu
masu uzorka, % Fuk se povecao sa 7,38 % na 12,73 %. U istrazivanju Rodriguez-Jasso i sur.
(2011) smanjenjem mase uzorka s 5 g na 1 g uz konstantan volumen od 25 mL, % Fuk se
povecao. Preveliki volumen otapala moze uzrokovati loSe mikrovalno zagrijavanje jer otapalo
apsorbira mikrovalno zracenje pa je iz tog razloga potrebno uloZiti dodatnu snagu (Chan i
sur., 2011). S druge strane, premali volumen otapala predstavlja barijeru za prijenos mase
buducéi da su bioaktivni spojevi koncentrirani u odredenim regijama §to ograni¢ava njihovo
kretanje izvan stani¢nog matriksa. Optimalan omjer otapala i mase uzorka preduvjet je za

homogeno i u¢inkovito zagrijavanje.

4.3.2. Utjecaj volumena otapala na postotak degradacije alge

Postotak degradacije alge pri volumenu otapala od 15 mL iznosi 23,50 % dok je pri volumenu

od 30 mL % DA ve¢i i iznosi 32,07 %. Primjenom manjeg volumena otapala postignuta je
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manja vrijednost degradacije alge, vjerojatno jer ve¢i volumen otapala znaci i veéu dodirnu

povrsinu te vecu Sansu da dodje do kontakta odnosno vece degradacije alge $to nije pozeljno.

4.3.3. Utjecaj volumena otapala na koncentraciju ukupnih ugljikohidrata

Iz tablice 4 je vidljivo da je zabiljezen znacajan porast koncentracije ukupnih ugljikohidrata
porastom volumena otapala. Koncentracija ukupnih ugljikohidrata pri volumenu od 30 mL
iznosi 32,63 mg g%, a pri volumenu 15 mL iznosi 12,79 mg g*.

4.4. UTJECAJ KOMBINACIJE TEHNIKE EKSTRAKCIJE | OTAPALA NA
PRINOS FUKOIDANA, DEGRADACIJU ALGE | KONCENTRACIJU
UKUPNIH UGLJIKOHIDRATA

4.4.1. Utjecaj kombinacije tehnike ekstrakcije i otapala na prinos fukoidana

Iz tablice 4 je vidljivo da izbor otapala ima znacajan utjecaj na ekstrakciju fukoidana i kod KE
I MAE te da je neovisno o tehnici ekstrakcije najve¢i % Fuk postignut primjenom 0,2 M
H2>SO4, a najmanji primjenom H20. Voda je uzrokovala najmanju ekstrakciju fukoidana te
ckstrakte najnize Cisto¢e zbog koekstrakcije spojeva topivih u vodi, §to je ve¢ prethodno

spomenuto.

4.4.2. Utjecaj kombinacije tehnike ekstrakcije i otapala na degradaciju alge

Usporedbom utjecaja kombinacije tehnike ekstrakcije i otapala na % DA moze se vidjeti da je
voda uzrokovala najmanju degradaciju alge, posebno kod MAE gdje iznosi 9,60 % dok kod
KE degradacija alge uz vodu kao otapalo iznosi 20,67 %. S druge strane, u odnosu na vodu,
najvecu degradaciju alge i kod KE i MAE uzrokovala je 0,2 M HCI, i to dva puta vecu
degradaciju kod KE (42,91 %) i tri puta vecu degradaciju kod MAE (31,93 %). Kiselina kao
otapalo uzrokuje hidrolizu stani¢ne stijenke S$to omogucéava ekstrakciju fukoidana, ali
istovremeno narusava strukturu alge (Lim 1 sur., 2016). Stoga mozemo zakljuciti da je niza

degradacija alge primjenom MAE uz vodu kao ekstrakcijsko otapalo.

4.4.3. Utjecaj kombinacije tehnike ekstrakcije i otapala na koncentraciju ukupnih
ugljikohidrata

Najveca koncentracija ugljikohidrata zabiljeZena je kod KE uz 0,2 M H,SO4 kao otapalo i

iznosi 43,07 mg g Iz tablice 4 moze se vidjeti da je najmanja koncentracija ukupnih

ugljikohidrata postignuta uz vodu kao otapalo bez obzira na tehniku ekstrakcije. Ekstrakcijom

potpomognutom mikrovalovima uz 0,2 M HCI, 0,1 M H2SOs i 0,2 M H2SO4 kao otapala

postignuta je najveca koncentracija ukupnih ugljikohidrata, ali bez statisticki znacajne razlike
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medu njima. Rezultati su u skladu s dosadaS$njim istrazivanjima da se ugljikohidrati bolje

ekstrahiraju u kiselini (Sun i sur., 2018).

4.5. ANALIZA EKSTRAKTA IZ PREDTRETMANA

.......

molekulske mase poput polifenola, lipida 1 pigmenata. Vazno ga je provesti jer se na taj nacin
sprjeCava koekstrakcija tih interferiraju¢ih bioaktivnih spojeva koje alga sadrzi te olakSava
ekstrakcija polisaharida (Dobrin¢i¢ i sur., 2020). Filtrat koji je zaostao iz predtretmana
iskori§ten je za odredivanje koncentracije ukupnih fenola i pigmenata koje sadrzi alga
Cystoseira compressa. UV/Vis spektrofotometrijom odredeni su udjeli ukupnih fenola,
klorofila a, klorofila b te ukupnih karotenoida. Dobiveni rezultati prikazani su u tablicama 5 i
6.

4.5.1. Koncentracija ukupnih fenola

Zelene i crvene alge sadrze nize koncentracije fenolnih spojeva od smedih algi, Sto je i glavni
razlog da su fenolni spojevi u smedim algama podvrgnuti brojnim istrazivanjima. Fenoli se
najéeS¢e u uzorcima detektiraju spektrometrijskim, bioloskim i analitickim tehnikama
(Jimenez-Lopez i sur., 2021). U ovom radu, koncentracija ukupnih fenola odredivana je
spektrofotometrijskom metodom koja se temelji na oksidaciji fenolnih skupina dodatkom
Folin-Ciocalteu reagensa i nastajanjem obojenog produkta. Postupak sukcesivne ekstrakcije
proveden je u tri koraka: primjenom acetona pri sobnoj temperaturi, primjenom 80 % etanola
pri sobnoj temperaturi i na kraju primjenom 80 % etanola pri 60 °C. Iz tablice 5 mozemo
vidjeti da je najveca prosjecna vrijednost dobivena u ekstraktu s 80 %-tnim etanolom na
sobnoj temperaturi te iznosi 19,05 mg g*. U ekstraktu dobivenom s 80 %-tnim etanolom na
60 °C ta je vrijednost manja te iznosi 6,06 mg g* dok je najmanja vrijednost od 2,98 mg g™
dobivena u ekstraktu s acetonom. Rezultati su u skladu s istrazivanjima budué¢i da su
polifenoli bolje topivi u otapalima vece polarnosti (80 %-tni etanol) (Dobrinci¢ i sur., 2021).
Udio ukupnih polifenola u ovoj algi predstavlja zbroj polifenola iz svih sukcesivnih koraka
ekstrakcije koji iznosi 28,09 mg g. Iz rezultata je vidljivo da je izbor otapala kljucan
parametar za ekstrakciju ukupnih fenola. Obzirom da su polifenolni spojevi uglavnom polarni,
jako polarna otapala (kao Sto je voda) i nepolarna otapala (npr. etil acetat) nisu pogodna za
njihovu ekstrakciju. Ekoloski najprihvatljivija otapala koja se koriste su voda i vodene otopine
alkohola, odnosno vodene otopine etanola su se pokazale u¢inkovitijima prilikom ekstrakcije
od jednokomponentnog sustava otapala, posebice 50 %-tna vodena otopina etanola (Buci¢-

Koji¢ i sur, 2009). Upotreba vode u kombinaciji s alkoholom dovodi do pove¢anog bubrenja
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biljnog materijala §to omogucuje jace prodiranje otapala u uzorak, povecava se kontaktna
povrsina izmedu uzorka i otapala te samim time poboljSava ucinak ekstrakcije (Rafiee i sur.,

2011). U ovom radu se kao otapalo koristio 80 %-tni aceton.

Tablica 5. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije ukupnih fenola (mg g*)
u ekstraktima iz razli¢itih faza predtretmana

OTAPALO UKUPNI FENOLI +S.D. (mg g %)
Aceton (sobna temperatura) 2,98 + 0,15
80 % etanol (sobna temperatura) 19,05+ 0,09
80 % etanol (60 °C) 6,06 + 0,13
UKUPNO 28,09 + 0,37

Glner 1 sur. (2015) u svom radu su odredivali ukupne fenole u ekstraktu smede alge
Cystoseira compressa. Uzorak ekstrahiran s heksanom imao je najve¢u koncentraciju ukupnih
fenola (1,541 mg GA g? s.tv.) dok je uzorak ekstrahiran s kloroformom imao najmanju

koncentraciju ukupnih fenola (0,454 mg GA g s.tv.).

Chkhikvishvili i Ramazanov (2000) istrazivali su sastav i sadrzaj ukupnih fenola i njihovu
antioksidacijsku aktivnost u 14 vrsta smedih morskih algi koje su sakupljene na podrucju
Kanarskih otoka. Fenolni spojevi ekstrahirani su 70 % vodenom otopinom metanola i najveci
sadrzaj fenolnih spojeva utvrden je u smedoj algi Cystoseira compressa (4,83 % suhe mase) i

Sargassum furcatum (2,97 % suhe mase).

Nadalje, Ferreres i sur. (2012) u svom radu su proveli HPLC analizu pro¢iscenih ekstrakata
florotanina iz cetiri vrste smedih algi (Cystoseira nodicauli, Cystoseira tamariscifolia,
Cystoseira usneoides i Fucus spiralis) te su identificirali nekoliko spojeva poput
fukofloroetola, fukodifloroetola i drugih.

4.5.2. Koncentracija pigmenata

Budu¢i da smede alge predstavljaju bogat izvor pigmenata, sve je veéi interes industrije za
njiima kao sirovinama pa iz tog razloga i raste broj istrazivanja koja potvrduju njihova vazna
svojstva 1 uéinke. Postupak predtretmana proveden je u 3 sukcesivna koraka: primjenom
acetona na sobnoj temperaturi, primjenom 80 % etanola na sobnoj temperaturi te primjenom
80% etanola na 60 °C. Koncentracije pigmenata (klorofila a, klorofila b i ukupnih
karotenoida) u algi Cystoseira compressa odredene su UV/Vis spektrofotometrijom u

acetonskim ekstraktima iz prvog koraka predtretmana dok u ekstraktima dobivenim 80 %-
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tnim etanolom spektrofotometrijsko odredivanje pigmenata nije bilo moguce zbog nedostatka

odgovarajucih jednadzbi.

Tablica 6. Spektrofotometrijsko odredivanje pigmenata klorofila a, klorofila b i ukupnih
karotenoida u ekstraktima dobivenim uz aceton kao otapalo

| 0,55 + 0,00 0,05 + 0,00 0,24 + 0,00 |

Iz rezultata prikazanih u tablici 6 moZe se uo¢iti da je koncentracija klorofila a 0,55 mg g,
klorofila b 0,05 mg g te ukupnih karotenoida 0,24 mg g™*. Prisutnost dominantnih pigmenata
ksantofila i fukoksantina odgovorna je za smedu boju algi tj. fukoksantin je prisutan u
dovoljnoj koli¢ini da prikrije zelenu boju klorofila $to im daje odgovaraju¢e smede obojenje
(Kumar i Singh, 1979). U istrazivanju koje je provedeno na algi Cystoseira compressa uz 80
% aceton kao otapalo odredene su sljedece koncentracije pigmenata: klorofil a 1,30 mg g,
klorofil b 0,04 mg gi ukupni karotenoidi 0,68 mg g (Jujnovié, 2019). Etanol kao otapalo u
ubrzanoj ekstrakciji otapalima pri poviSenom tlaku rezultirao je koncentracijom klorofila a
1,47 mg g}, klorofila b 0,39 mg g* te ukupnih karotenoida 0,54 mg g™ iz alge Cystoseira
compressa (Matani¢, 2018). Razlika u rezultatima moze biti posljedica upotrebe dvije razlicite
vrste otapala, ali i razli¢itih tehnika ekstrakcije. U ovom istrazivanju kao otapalo koristen je
Cisti aceton koji se pokazao kao ucinkovito otapalo za ekstrakciju Klorofila a i karotenoida, §to

su takoder u svom radu potvrdili i Pardilho i sur. (2020).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja te prezentiranih rezultata i rasprave moze se zakljuciti

sljedece:

1. Smeda alga Cystoseira compressa je dobar izvor sulfatiranog polisaharida fukoidana s
prosjecnom vrijedno$éu prinosa fukoidana od 10,06 %. Na ekstrakcijski prinos te na
degradaciju alge i koncentraciju ukupnih ugljikohidrata imala je utjecaj tehnika
ekstrakcije te razli¢iti ekstrakcijski parametri (otapalo i omjera uzorka i otapala).

2. Primjenom KE postignut je nesto veci (10,24 %) prinos fukoidana i koncentracija
ukupnih ugljikohidrata (26,87 mg g) iz alge Cystoseira compressa u odnosu na MAE
(9,88 % odnosno koncentracija ukupnih ugljikohidrata 18,55 mg g2), ali je primjenom
MAE degradacija alge manja (23,26 %) kao i vrijeme ekstrakcije znacajno krace (15
min) §to je pozeljno s ekoloskog 1 ekonomskog stajalista. Prekratko vrijeme MAE je
vjerojatno razlog za postizanje nizih % Fuk i koncentracije ukupnih ugljikohidrata, ali
i manje % DA. Najveci % Fuk (17,96 %) postignut je primjenom 0,2 M H>SO4 a
najmanji primjenom vode kao otapala (4,42 %) kao i vrijednosti % DA (15,13 %) i
koncentracije ukupnih ugljikohidrata (1,34 mg g). Kiselina je u¢inkovitije otapalo od
vode za poboljsanje prinosa jer omogucuje hidrolizu stani¢ne stijenke i ekstrakciju
polisaharida iz matriksa, a dobiveni ekstrakti su svjetlije boje $to upucuje na njihovu
vecu Cistocu.

3. Povecanjem volumena otapala s 15 mL na 30 mL, uz konstantnu masu uzorka, % Fuk
se povecao sa 7,38 % na 12,73 %, % DA s 23,50 % na 32,07 %, koncentracija ukupnih
ugljikohidrata s 12,79 mg g* na 32,63 mg g.

4. U uzorku ekstrahiranom na sobnoj temperaturi s 80 %-tnim etanolom odredena je
najveca koncentracija ukupnih fenola (19,05 mg g?), a najmanja u acetonskom
ekstraktu (2,98 mg g'). U acetonskom ekstraktu iz predtretmana koncentracija
pigmenata klorofila a iznosila je 0,55 mg g, klorofila b 0,05 mg g* te ukupnih
karotenoida 0,24 mg g™ $to je ukupno 28,09 mg g™.
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