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1. UVOD

Proizvodnja bioaktivnih spojeva iz algi u posljednje je vrijeme znacajno porasla zbog
povecéanja svjesti o njihovoj nutritivnoj i terapeutskoj vrijednosti. Alge su bogate hranjivim
tvarima i bioaktivnim komponentama (proteinima, polisaharidima, lipidima, vitaminima,
mineralima, polifenolima, peptidima, aminokiselinama, pigmentima i sekundarnim
metabolitima) s raznolikom primjenom u prehrambenoj, kozmetickoj i tekstilnoj industriji
(Okolie i sur., 2019). Njihovi pigmenti temelj su fotosinteze i odreduju boju alge pa ih prema
tome dijelimo na zelene, smede i crvene alge. Smede alge nalaze se na drugom mjestu po
brojnosti vrsta, a polisaharidi koje one sadrze (fukoidan, laminarin, alginat, manitol) od iznimne
su vaznosti zbog njihovog antitumornog, antiupalnog, antivirusnog i antikoagulacijskog
djelovanja. Bioaktivni spojevi smedih algi sve Se viSe izoliraju i upotrebljavaju kao
funkcionalna hrana. Upravo zbog njihovog pozitivnog djelovanja na ljudsko zdravlje, istrazuju
se procesi kojima bi se o¢uvala vrijednost navedenih spojeva tijekom prerade algi.

Ekstrakcija je jedan od kriti¢nih koraka u procesu prerade algi, budu¢i da moze ograniciti
razvoj ekonomski odrzivih metoda (Morais, 2013). Obzirom na odredene nedostatke
konvencionalnih metoda ekstrakcije (dugotrajnost, niski prinosi, visoka temperatura),
pribjegava se razvoju novih metoda ekstrakcije poput upotrebe visokog tlaka, superkriticnih
plinova, pulsirajuceg elektricnog polja, enzima, ultrazvuka te mikrovalova. Ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom smatra se efikasnom metodom ekstrakcije u prehrambenoj
industriji, budu¢i da smanjuje vrijeme samog procesa, kao 1 upotrebe otapala. Takoder,
upotrebom ultrazvuka primjenjuju se nize temperature $to smanjuje mogucnost termickih
oste¢enja funkcionalnih komponenata ili gubitka hlapljivin komponenti tijekom zagrijavanja
(Dong i sur., 2011).

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj primjene ultrazvuka na prinos ekstrakcije,
koncentraciju ukupnih ugljikohidrata i sulfatnih grupa polisaharida iz smedih algi Cystoseira
barbata i Fucus virsoides. Konvencionalna metoda ekstrakcije usporedena je s ekstrakcijom
potpomognutom ultrazvukom u trajanju od 30 min i konvencionalnom ekstrakcijom uz
prethodno provedeni predtretman ultrazvukom u trajanju od 5 i 15 minuta. Nadalje, istrazen je
utjecaj vode i 0,1 M HCI kao ekstrakcijskih otapala te je odredena koncentracija ukupnih fenola
i pigmenata (klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida) u acetonskim i etanolnim

ekstraktima iz predtretmana.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. ALGE

Alge predstavljaju heterogenu skupinu vodenih, autotrofnih i fotosintetskih organizama koji
mogu biti jednostani¢ni (mikroalge), viSestani¢ni (makroalge) i kolonijalni (Moroney i
Ynalvez, 2009). Pripadaju carstvu Protista, s iznimkom modrozelenih algi koje pripadaju
carstvu Prokariota. Budu¢i da sve alge obavljaju fotosintezu u kojoj primarno nastaju hranjive
tvari koje same iskoriStavaju, kao nusproizvod procesa nastaje kisik pa su one zasluzne za
proizvodnju 30 — 50 % kisika na Zemlji kojeg ljudi i kopnene zivotinje koriste za disanje
(Andersen i Lewin, 2019). One mogu Zivjeti u morskim i slatkovodnim StaniStima, pri ¢emu
mogu biti pricvrSéene za dno ili pak Zzivjeti slobodno kao dio planktona. Na temelju
fotosintetskih pigmenata koji odreduju i njihovu boju, alge se klasificiraju u tri skupine: zelene
alge (Chlorophyceae), smede alge (Phaeophyceae) i crvene alge (Rhodophyceae) (Kadam i
sur., 2013).

Zelene alge sadrze fotosintetske pigmente klorofil a, klorofil b (koji im daju izrazito zelenu
boju) te karotenoide i ksantofile koji su u jednakim omjerima kao u visim biljkama, no zelene
se alge od visih biljaka razlikuju po stani$tu jer se primarno nalaze u vodenom okolisu
(Schroeder i sur., 2015). To je najopseZnija skupina algi koju €ini izmedu 9000 i 12000 vrsta
koje mogu biti u rasponu od mikroskopski sitnih (1 pm), nitastih algi koje tvore busenéice do
makroalgi koje mogu narasti do viSe od 50 m 1 ¢ije tijelo nalikuje na gradu razvijenijih biljaka

(Hrvatska enciklopedija, 2020).

Smede alge kao dominantni pigment sadrZe fukoksantin koji je odgovoran za njihovu boju
te maskira druge pigmente poput klorofila a i ¢, kao i druge ksantofile (Gupta i Abu-Ghannam,
2011). Vecina smedih algi nalazi se u morskim predjelima i u umjereno hladnim dijelovima
oceana, a ukupno postoji izmedu 1500 i 2000 vrsta (Kadam i sur., 2013). Prema gradi, velicini
1 staniStu, smede se alge medusobno znacajno razlikuju. Bogate su topljivim prehrambenim
vlaknima i jodom, dok je glavna rezerva ugljikohidrata laminarin (Wells i sur., 2017). One su
najbrojnija skupina algi u Jadranskom moru te predstavljaju izvor hrane brojnim morskim

beskraljeznjacima.

Crvene alge imaju raspon boje od svijetlocrvene do ljubicaste, a za tu je boju zasluZan crveni

pigment fikoeritrin. One su uglavnom viSestani¢ne, a broje oko 6500 vrsta pri ¢emu je



najpoznatija vrsta Nori koja se nakon suSenja presa u listove i koristi u japanskoj kuhinji kod

pripreme sushija (Moroney i Ynalvez, 2009).

Alge proizvode razli¢ite sekundarne metabolite koji predstavljaju bioloski aktivne tvari, a
sve kao posljedica prilagodbe ekstremnim uvjetima svjetlosti, saliniteta i temperature u kojima
Cesto zive (Ibafiez i sur., 2012). Od razli¢itih skupina bioloski aktivnih tvari, alge su bogat izvor
polisaharida, proteina, lipida, fenolnih spojeva, florotanina, tokoferola, bromfenola, terpena,
askorbinske kiseline, minerala, pigmenata te bioloski aktivnih enzima kao Sto su superoksid

dismutaza, peroksidaza, glutation reduktaza i katalaza (Dhara i sur., 2017).

Od polisaharida, najznacajniji su galaktan, fukoidan, laminarin i alginati, a veéina njih nije
probavljiva u ljudskom organizmu i smatraju se prehrambenim vlaknima (Baweja i sur., 2016).
Proteini su glavni makronutrijenti u mikroalgama $to je i razlog pocetka njihove masovne
proizvodnje. U crvenim i zelenim makroalgama prisutne su vece koli¢ine proteina (10 — 47 %
s.tv.) nego u smedim algama (3 — 15 % s.tv.) (Baweja 1 sur., 2016). Najvazniji protein iz algi je
lektin koji se veze s ugljikohidratima i sudjeluje u brojnim bioloskim procesima. Oni imaju
izrazita antibakterijska, antivirusna i protuupalna djelovanja (Cunningham i Joshi, 2010). Vrste
lipida koje se uglavnom nalaze u algama su fosfolipidi i glikolipidi. Takoder, alge su uz ribu
jedan od najvaznijih izvora omega-3 viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina te sadrze
dokozaheksaensku (DHA) i eikozapentaensku (EPA) kiselinu. Sadrze i omega-6 masne kiseline
i to y-linolensku i arahidonsku kiselinu. Najznacajniji polifenoli iz algi su fenolne kiseline,
flavonoidi, izoflavoni, cimetna kiselina, benzojeva kiselina, kvercetin i lignani (Keyrouz i sur.,
2011). Zelene i crvene alge imaju niske koncentracije fenola u odnosu na smede alge koje imaju
visoke koncentracije florotanina, npr. ekcola ili dieckola (Gupta i Abu-Ghannam, 2011).
Florotanini pokazuju antidijabeticke, antihiperlipidemijske i protuupalne u¢inke pa mogu biti
korisni kao funkcionalni sastojak hrane u prevenciji kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa
(Murray i sur., 2017). Alge su bogat izvor minerala pa se zbog toga Cesto koriste u obliku
dodataka prehrani (Nwosu i sur., 2011). Sadrze cink, mangan, selen 1 bakar koji su strukturne
komponente nekih antioksidacijskih enzima i doprinose njihovoj aktivnosti (Batista Gonzélez
i sur., 2012). Pigmenti pronadeni kod algi dijele se na tri glavne skupine: klorofili, karotenoidi
i fikobiliproteini, a obzirom na veliku raznovrsnost navedenih pigmenata, alge predstavljaju

vrijedan izvor prirodnih bojila (Khattar i sur., 2009).

U prehrambenoj industriji alge imaju Siroku primjenu. Upotrebljavaju se kao dodaci prehrani,

dodaju se u mesne proizvode poput odrezaka i kobasica te u ribu i riblja ulja. Osim toga, alge
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se mogu dodati i u proizvode od Zitarica poput tjestenine i kruha (Scieszka i Klewicka, 2018).
Takoder, buduéi da imaju odredene fizioloske ucinke poput antioksidativnog i protuupalnog
djelovanja, te uz izrazitu energetsku i prehrambenu vrijednost, alge se upotrebljavaju kao

funkcionalna hrana (Herrero i sur., 2006).

2.1.1. Cystoseira barbata

Cystoseira je rod smedih morskih algi koji pripada u red Fucales te u obitelj
Sargassaceae koja se najces¢e nalazi na obalama Sredozemnog mora te isto¢nog Atlantskog
oceana, a moze se pronaci i u Crnom moru (Marin 1 Timofte, 2011). Najrasprostranjenija je i
najznacajnija smeda alga Jadranskog mora. Poznato je oko 294 vrsta ovog roda te je dokazana
njihova izrazita prehrambena vrijednost i farmakoloska primjena. Vecina istrazivanja koja su
provedena kod algi iz roda Cystoseira pokazuju veliku raznolikost sekundarnih metabolita s
bioloskom aktivnosc¢u, ukljucujuéi florotanin, terpenoide i polisaharide (Bruno de Sousa i sur.,
2017).

Cystoseira barbata velika je, fleksibilna, zuto-smeda alga (Slika 1.) koja moze narasti
do 170 cm. Indikator je Cistoce vode, a prepoznata je kao izrazito vrijedna sirovina u industriji
i poljoprivredi (Petrova-Karadzhova, 1975). Za primjenu u industriji, ekstrahiraju se alginska
kiselina i njezine soli kao predstavnici jednih od najvrjednijih produkata koji proizvode morske
alge. Alginska kiselina prisutna je u stani¢nim stijenkama alge C. barbata (do 35 % s. tv. alge)
u obliku kalcijevog i magnezijevog alginata, a princip ekstrakcije bazira se na modifikaciji
netopljivih alginata (kalcijeve i magnezijeve soli) u topive (natrijeve i kalijeve soli) (Manev i
sur., 2013).

Slika 1. Talus alge Cystoseira barbata iz Jadranskog mora (Italija) (Pennesi i sur., 2014)



C. barbata sadrzi spojeve izrazite bioloSke aktivnosti, ukljucuju¢i laminarin koji ima
antioksidacijska, antibakterijska i zacjeljujuc¢a svojstva, fukoksantin koji se koristi kao
pojaciva¢ oksidacijske stabilnosti kod mesnih proizvoda te spojeve koji se koriste kao
biokonzervansi (Sellimi i sur., 2017). Takoder, utvrdeno je da se alge vrste C. barbata izronjene
iz podru¢ja Crnog mora primjenjuju kao funkcionalna hrana, dok osusena biomasa ima

potencijal da se koristi kao biosorbent (Yalcin i sur., 2012).

2.1.2. Fucus virsoides

Fucus virsoides endem je Jadranskog mora i jedina vrsta roda Fucus koja se pojavljuje
u Sredozemnom moru (Rindi i Battelli, 2005). Pripada u porodicu Fucaceae koja pak pripada
u smede, viSestani¢ne alge (Rajan, 2002) koje se u Jadranskom moru pojavljuju u obliku roda
Sargassum, Fucus i Cystoseira. To su isklju¢ivo morske alge koje Zive na stjenovitim obalama
umjerenog pojasa sjeverne hemisfere. U Jadranskom moru prevladava u sjevernom i srednjem

dijelu zbog utjecaja slatke vode u tim podruc¢jima, koji je pogodan za ovu algu.

Tijelo alge F. virsoides ¢ini tamnosmeda steljka koja je plosnata, vrpéasta i kozaste
strukture (Slika 2.) te je bazalnom plo¢icom pricvrS¢ena za podlogu (Rajan, 2002). Sama se
steljka sastoji od morfoloski razlicitih dijelova i to od stabalca (drzak, kauloid), bazalne plocice
(rizoid) i lisnatih dijelova (filoidi). Najveci dio steljke ¢ini list koji je bilateralni i vrpcasti dio
tijela te joj predstavlja glavno vanjsko morfoloSko obiljezje. List je graden od srediSnjeg rebra
oko kojeg se nalaze zra¢ni mjehuric¢i koji osiguravaju uspravan polozaj alge tijekom plime.
PovrSina samog lista ima tockastu strukturu i skliska je zbog prisutnosti Zelatinoznog materijala
(Rajan, 2002). Upravo mu zelatinozni materijal omogucava prezivljavanje izvan vode §to je
iznimno vazna prilagodba buduci da zivi u zoni plime i oseke pa polovicu svog zZivota provede
izvan vode (Linardi¢, 1949). Zreli terminalni listovi imaju nabubrene fertilne strukture,
odnosno receptakule u kojima se nalaze spolni organi. RazmnoZavanje alge F. virsoides moze
biti spolno 1 vegetativno, pri ¢emu se spolno razmnozavanje odvija pomocu oogonija i ateridija

(Rajan, 2002).



Slika 2. Smeda alga Fucus virsoides (Verlaque i sur., 2019)
2.2. POLISAHARIDI

Glavna uloga polisaharida kod algi je sprjecavanje njihovog isusivanja i fleksibilnost same
alge. Ovisno o stani¢noj strukturi alge i odgovarajucoj taksonomskoj klasifikaciji, postoje razne
vrste polisaharida koje alge mogu sadrzavati (Ferreira i sur., 2012). Oni su sastavni dio njihove
stani¢ne stijenke, a koli¢ina polisaharida ovisi o godisnjem dobu, pri ¢emu moze postic¢i udio

od 76 % suhe mase alge (Holdt i Kraan, 2011).

Polisaharidi izolirani iz algi imaju veliku ulogu u prehrambenoj industriji te se njihov
potencijal iskoriStava u obliku stabilizatora, sredstva za zgruSnjavanje te punila. Takoder,
vecina polisaharida iz algi su prehrambena vlakna te imaju 1 ulogu prebiotika ¢ime poboljSavaju
zdravlje Covjeka. Opcenito, mnogi polisaharidi imaju pozitivan ucinak na probavni sustav
Zivotinja, a ukoliko su izolirani iz algi, mogu biti u€inkoviti 1 netoksi¢ni antioksidansi (L1 1 Kim,

2011; Souza i sur., 2012.).

Sulfatirani polisaharidi poput karagenana u crvenim algama, ulvana u zelenim algama te
fukoidana i laminarina u smedim algama zasluzni su za razlicita bioloska svojstva algi. Upravo
se velike koli¢ine sulfatiranih polisaharida koje sadrze smede alge potencijalno mogu
iskoriStavati kao funkcionalni sastojci hrane s pozitivnim u¢inkom na zdravlje (Wijesinghe i
Jeon, 2013). Sulfatirani polisaharidi mogu sprijeciti djelovanje razli¢itih virusa i bakterija, a
opcenito su to kompleksne makromolekule koje reguliraju aktivnost biofaktora poput

fibroblasta i interferona (Leonard i sur., 2010).

2.2.1. Karagenan

Karagenan je op¢e ime za kompleksnu mjesavinu sulfatiranih galaktana koji se dobivaju
iz crvenih algi. Ovaj polisaharid sadrzi linearni galaktanski kostur s disaharidnim ponavljaju¢im

sekvencama 1,3-a-D-galaktoze i 1,4-B-D-galaktoze (Slika 3.). Postoje tri vrste karagenana,
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Kappa, lota i Lambda, koji se razlikuju obzirom na broj i smjestaj sulfatnih grupa te prisutnost

3,6-anhidrogalaktoznog kopolimera (Cunha i sur., 2016).

050, _OH

H N 0S0;,

Slika 3. Struktura karagenana (Kariduraganavar i sur., 2014)

Karagenan ima izrazita funkcionalna svojstva pa se primjenjuje u prehrambenoj,
tekstilnoj 1 kozmetickoj industriji (Shchipunov, 2003). U prehrambenoj se industriji koristi za
stabilizaciju prehrambenih proizvoda te kao funkcionalni sastojak u pripremi mlije¢nih gelova.
Takoder, Kappa karagenan ima vaznu ulogu u mesnoj industriji, glazurama za kolace i

desertima, buduc¢i da moze formirati gel u prisutnosti kalijevih iona.

2.2.2. Ulvan

Ulvan je kompleksni polisaharid koji ¢ini 8 — 29 % suhe tvari zelenih algi (Lahaye i
Robic, 2007). Sastoji se od L-raminoze, D-ksiloze, D-glukoze i D-glukuronske kiseline
(Brading i sur., 1954). Vecina sulfatnih grupa nalazi se na polozaju C-3 raminoznih ostataka,

dok je manji dio na polozaju C-2 ostataka ksiloze (Slika 4.).

COONa H3C,

O O

OH HO OH

Slika 4. Struktura ulvana (Shahidi i Rahman, 2018)

Ulvan pokazuje brojne fizikalno-kemijske i bioloske znacajke koje imaju velik
potencijal za primjenu u proizvodnji hrane, farmaciji te poljoprivredi, a ima 1 veliku biolosku
aktivnost, posebice antioksidativnu aktivnost (Qi i sur. 2005). Upravo je to razlog njegovog
pozitivnog utjecaja na sniZavanje ukupnog serumskog kolesterola, LDL kolesterola i smanjenje
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triglicerida kao rizi¢nih faktora pri kardiovaskularnim bolestima (Kim 1 sur., 2010). Ipak,
struktura ulvana uvelike utjeCe na njegova reoloska svojstva, npr. velika koli¢ina uronske

kiseline (priblizno 30 %) ima negativan utjecaj na njegovu viskoznost (Siddhanta i sur., 2001)

2.2.3. Alginat

Alginat je polianionski linearni kopolimer koji se sastoji od blokova -D-manuronske (M -
blok) i a-L-guluronske (G - blok) kiseline povezane a-1,4 glikozidnom vezom (Slika 5.)
(Rowley i sur., 1999). Nacin dobivanja alginata je ekstrakcija iz smedih morskih algi, a
proizvode ga i bakterije iz rodova Pseudomonas i Azotobacter (Remminghorst i Rehm, 2006).
Znacajno je njegovo stvaranje gela koje je uzrokovano dodatkom visevalentnih kationa u
vodenu otopinu alginata ¢ime se formiraju ionski mostovi izmedu lanaca jer kationi vezu
susjedne alginatne lance. Karakterizira ga Sirok raspon pora (5 — 200 nm), a njegova je
propusnost uvjetovana koncentracijom i prirodom iona koji utje¢u na uc¢vrs¢ivanje, pri ¢emu

veée koncentracije iona stvaraju ¢vrscée strukture (Aslani i Kennedy, 2006).
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Slika 5. Struktura alginata (Collado-Gonzalez i sur., 2020)

Alginat se Cesto primjenjuje za inkapsulaciju terapeutskih agenasa te postaje jedan od
najistrazivanijih materijala za inkapsulaciju Zivih stanica. Takoder, popularna je i njegova
primjena u biomedicinske svrhe, za lijeCenje tumora na mozgu, anemije 1 krioprezervaciju

(Gryshkov i sur., 2013).

2.2.4. Laminarin

Glavni skladi$ni polisaharid smedih algi naziva se laminarin, ¢ija je kemijska struktura
sastavljena od 1,3-p-D-glukana s 1,6-p ograncima s razli¢itim reduciraju¢im krajevima koji
mogu imati ili ostatke manitola ili pak glukoze (Slika 6). Njegova koli¢ina u algama moze biti
izmedu 0 % 1 18 % (Indegaard i Minsaas, 1991), a sadrzaj ovisi o vrsti i uvjetima okolisa.

Takoder, smanjenje nitrita i nitrata u vodi stimulira sintezu laminarina u algama (Chapman i
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Craigie, 1977). Alge iskoriStavaju nitrite i nitrate kao izvore duSika prilikom svog rasta, a
prilikom smanjenja njihove koli¢ine u vodi, rast algi je limitiran pa ih to potie na sintezu
laminarina. Nadalje, on algama predstavlja i izvor ugljika za rast tijekom zimskih mjeseci, a
pokazuje prebioti¢ku i antibakterijsku aktivnost (Gupta i Abu-Ghannam, 2011).

OH
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O
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H" O OH
OH
OH

OH

L OH In

Slika 6. Struktura laminarina (Bae i sur., 2020)
2.2.5. Fukoidan

Fukoidani su sulfatirani polisaharidi bogati fruktozom koji se najceS¢e nalaze u smedim
algama iz reda Laminariales i Fucales te se ne pojavljuju u drugim vrstama algi i kopnenim
biljkama. Njihova je struktura jednostavne kemijske kompozicije ¢iju okosnicu uglavnom ¢ini
L-fukoza povezana a-1,3 vezama ili a-1,4 vezama (Slika 7.). Takoder, fukoidani sadrze i manje
komponente u razli¢itim omjerima i to galaktozu, manozu, ksilozu, glukozu i uroni¢nu kiselinu
(Wu i sur., 2016). Predstavljaju 5 — 10 % suhe tvari alge, velikog su raspona molekulske mase
i to od 7 kDa do 2379 kDa. Sadrzaj sulfata je izmedu 5 % i 38 % (Lim i sur., 2017) te su topivi

su vodi.
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Slika 7. Struktura fukoidana iz alge Fucus vesiculosus (Van Weelden i sur., 2019)

U posljednje vrijeme proucavana su bioaktivna svojstva flukoidana i dokazana su
njegova antitumorska, antioksidativna te antivirusna stvojstva, kao i uloga u zastiti jetre te
sredstva protiv zgru$njavanja (Cumashi i sur., 2007; Tanaka i sur., 2011; Li i sur., 2008; Kim i
sur., 2014). Pokazalo se i da frakcije fukoidana male molekulske mase (manje od 30 kDa)
dobivene depolimerizacijom pokazuju odredena svojstva slicna heparinu s manje nuspojava

(Senni i sur., 2011).

Takoder, brojni znanstvenici istrazili su njegov utjecaj na smanjenje pretilosti,
primjerice Kim i suradnici (2014) dokazali su da je hrana sa sadrzajem fukoidana od 2 % imala
pozitivan u¢inak na model pretilih miSeva na nain da im je smanjena tjelesna masa, razina
ukupnog kolesterola te triglicerida u plazmi. Dokazan je i utjecaj fukoidana na proliferaciju
stanica (Haroun-Bouhedja i sur., 2000; Koyanagi i sur., 2003) i indukciju apoptoze (Aisa i
sur., 2005).

Obzirom na nisku toksi¢nost 1 oralnu bioraspolozivost, fukoidan 1 proizvodi koji ga sadrze
poceli su se pojavljivati na trziStu u obliku dodataka prehrani ili nutraceutici za razlicite bolesti,

ukljucujudéi i tumore.

2.3. EKSTRAKCIJA POLISAHARIDA 1Z ALGI

Ekstrakcija predstavlja tehnoloSku operaciju potpunog ili djelomi¢nog odjeljivanja tvari iz
homogenih smjesa, temeljeno na njihovoj razlicitoj topljivosti u otapalima koja se medusobno
ne mijeSaju. Na ovaj se na¢in dobije tvar za Cije je izdvajanje u ¢istom obliku potrebno dobivenu

otopinu otpariti ili kristalizirati (Lianfu 1 Zelong, 2008). IskoriStenje ekstrakcije ovisi o vrsti
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otapala s obzirom na polarnost, vremenu ekstrakcije, temperaturi te kemijskim i fizikalnim
svojstvima samog uzorka (Conde i sur., 2010). Otapalo kojim se vrsi ekstrakcija mora biti
selektivno za spojeve koje se Zele ekstrahirati, sadrzavati veliki ekstrakcijski kapacitet, biti

nereaktivno s biljnim sastavnicama, neskodljivo za ljude i opremu, potpuno hlapljivo i

ekonomi¢no (jeftino) (Albu i sur., 2004).

Upravo je ekstrakcija najvazniji korak u izolaciji bioaktivnih spojeva iz algi (Khanra i sur.,
2018). Obzirom na vise razli¢itih metoda ekstrakcije, potrebno je odabrati prikladnu metodu
ovisno o0 svojstvima spoja (veli¢ini, naboju, polarnosti i stabilnosti) kojeg Zelimo izolirati
(Michalak i Chojnacka, 2014). Takoder, potrebno je u obzir uzeti i brzinu, ponovljivost,
iskoristenje ekstrakcije, selektivnost, jednostavnost, trosak te zastitu ekstrahiranih molekula od

kemijske transformacije i degradacije (Pasquet i sur., 2011).

Konvencionalne metode ekstrakcije uz pomo¢ organskih otapala su tehnike koje se najcesce
koriste za ekstrakciju pigmenata iz algi buduci da daju dobre prinose bez upotrebe sofisticiranih
i skupih instrumenata (Poojary i sur., 2016; Saini i Keum, 2018). Takoder, njihova je upotreba
prilagodljiva za industrijsku primjenu i imaju nisku cijenu Sto predstavlja prednost kod
koriStenja ovakvog nacina ekstrakcije (Gong i1 Bassi, 2016). Otapala koja se najceSce
upotrebljavaju su aceton, metanol, etanol, heksan, kloroform, dietil eter, etil acetat,
diklormetan, dimetilsulfoksid i tetrahidrofuran, a mogu se upotrebljavati u obliku ¢istih otapala,
vodenih otopina ili u kombinaciji s drugim otapalima (Amorim-Carrilho i sur., 2014; Saini i
Keum, 2018; Ventura i sur., 2017). Etanol i aceton smatraju se sigurnijima za okolis§ i zdravlje
pa se stoga potice njihovo koriStenje umjesto heksana, dietil etera, diklormetana i kloroforma
(Saini i Keum, 2018).

Ipak, konvencionalne metode imaju odredene nedostatke: vecinom su dugotrajne,
zahtjevne, slabo selektivne 1 imaju niske prinose ekstrakcije te ve¢inom koriste velike koli¢ine
otapala koja mogu biti Stetna (Herrero i sur., 2006). Takoder, tijekom konvencionalnih metoda
ekstrakcije ciljane skupine bioaktivnih spojeva ¢esto su izloZene vis$im tempeaturama, svjetlosti
1 kisiku poticu¢i tako potencijalnu izomerizaciju i oksidaciju (Denery 1 sur., 2004). 1z tog se
razloga sve viSe koriste napredni alternativni postupci ekstrakcije u koje se ubrajaju: ubrzana
ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku, ekstrakcija superkriticnim plinovima, ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija primjenom visokog tlaka, ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom, ekstrakcija pomocu enzima 1 ekstrakcija potpomognuta pulsiraju¢im elektriénim

poljem (Saini 1 Keum, 2018). Na ovaj nacin ostvaruju se veci prinosi, smanjuje se vrijeme
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trajanja procesa, nizi su troskovi, bolja je selektivnost, smanjuje se uporaba otapala te je
ekoloski prihvatljivije Sto svakako ¢ini veliku prednost u odnosu na konvencionalne tehnike
ekstrakcije (Kadam i sur., 2013).

Polisaharidi iz algi konvencionalno se ekstrahiraju tretiranjem uzorka alge s razli¢itim
otapalima koje ukljucuju vodu, kiselinu ili otopinu soli i to na visokoj temperaturi kroz duze
vrijeme. Primjerice metoda u kojoj se kao otapalo upotrebljava voda ukljucuje i ekstrakciju
drugih spojeva pa je potrebno primijeniti vise koraka izolacije zeljenog polisaharida (Dobrincié
i sur., 2020). Upotrebom kiseline povecavaju se prinosi kod konvencionalne ekstrakcije te se
0,1 M otopina HCI pokazala uc¢inkovitom jer omogucava hidrolizu stanicne stijenke i olakSava

ekstrakciju fukoidana i laminarina (Sellimi i sur., 2018; Fletcher i sur., 2017).

Uvjeti provodenja nekonvencionalnih postupaka ekstrakcije razlikuju se ovisno o
pojedinoj metodi pa bi mogla nastupiti degradacija polisaharida $to moze utjecati na viskoznost
ekstrakta, sadrZaj sulfata, sastav monosaharida i bioaktivnost pa je izrazito bitno optimizirati

parametre ekstrakcije poput temperature, vremena, snage i omjera uzorka i otapala (Dobrinci¢
i sur., 2020).

2.3.1. Ekstrakcija fukoidana

Svedski botani¢ar Kylin prvi je ekstrahirao fukoidan 1913. godine iz razli¢itih vrsti algi
Laminaria i Fucus te ga je nazvao ,,fukoidin“. Ekstrahirao ga je pomocu razrijedene octene
kiseline i okarakteriziran je kao spoj koji sadrzi fruktozu koja se pojavljuje s manitolom,
alginatom i laminarinom (Ale i sur., 2011). Ekstrakcije fukoidana koje su se provodile nakon
toga, odvijale su se u blago kiselim uvjetima te pri razli¢itim temperaturama. Takoder,
Hoagland i Lieb (1915) su koristili natrijev karbonat za predtretman morske trave Macrocystis
pyrifera nakon ¢ega su proveli ekstrakciju klorovodi¢nom kiselinom te je utvrdeno da se

ekstrakt sastoji uglavnom od alginske kiseline i nekih fukoza-sulfata.

Budu¢i da je brojnim istrazivanjima razvijena bolja spoznaja o strukturi i
karakteristikama fukoidana te ostalih komponenti smedih algi, doslo je i do napretka u
metodama ekstrakcije fukoidana s ciljem njegove izolacije od drugih komponenti u uzorcima.
Manipulacijom prirodnih karakteristika fukoidana i1 ostalih komponenti u uzorku, svrha je
smanyjiti koekstrakciju drugih spojeva iz smedih algi. Ukoliko dode do koekstrakcije, moguca

je primjena nekoliko postupaka za izolaciju fukoidana, ¢ime se povecava njegova Cistoca.
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Vec¢ina metoda ekstrakcije ukljucuje: smanjenje veliCine alge Cime se povecava
povrsina izlozena ekstrakciji, a podrazumijeva mljevenje sirovine; zatim predtretman ¢ime se
uklanjaju necistoée prije same ekstrakcije; potom ekstrakcija fukoidana; izolacija fukoidana i

njegovo proc¢i$¢avanje; te suSenje ekstrakta fukoidana.

2.3.2. Predtretman

Pojam predtretman podrazumijeva niz razlicitih tehnoloskih postupaka koji se provode
s ciljem dobivanja krajnjeg proizvoda Sto bolje kvalitete. Cilj predtretmana prije ekstrakcije
fukoidana je ukloniti necisto¢e poput lipida, pigmenata i molekula male molekulske mase koje
se nalaze u uzorku. U brojnim je istrazivanjima za predtretman koriStena mjesavina otapala
razli¢ite polarnosti da bi se uklonile necisto¢e razli€itih polarnosti pa su se primjerice lipidi
ekstrahirali u otapalu niske polarnosti poput kloroforma, pigmenti u otapalima srednje
polarnosti poput metanola, dok su se monosaharidi, proteini i minerali koji imaju visoku
polarnost ekstrahirali u vodi. Takoder, buduéi da je fukoidan topiv u vodi, nisu se upotrebljavale
visoke temperature kako se ne bi poc¢ela odvijati prerana ekstrakcija fukoidana (Lim i sur. 2016;

Cumashi i sur. 2007; Chizhov i sur. 1999).

S druge strane, postoji istrazivanje u kojem se predtretman provodio pomoc¢u 80 %-tnog
etanola na 70 °C tijekom 24 sata (Ponce i sur. 2003), a koriStena je viSa temperatura da bi se
sam postupak ubrzao $to je bilo moguce upravo zbog upotrebe 80 %-tnog etanola. Obzirom da
fukoidan poput svih polisaharida nije topiv u etanolu, ukoliko i dode do njegove ekstrakcije, on
¢e se istaloziti. Nakon uklanjanja otapala filtracijom, uklonjene su samo necistoce (pigmenti 1

lipidi), a ne 1 istaloZeni fukoidan.

Uporaba mehanickog mijeSanja (npr. uz upotrebu magnetske mijesalice) povecava
ucinkovitost predtretmana buduci da dolazi do vece interakcije otapala s uzorkom pa se na taj
nacin povecava brzina ekstrakcije necistoca. Uzorci algi s primjenom predtretmana se obi¢no
suSe prije ekstrakcije pri cemu se mogu upotrijebiti brojne metode, ukljucujuci susenje u peci,

vakuum suSenje u pecnici te suSenje zamrzavanjem (Lim 1 sur., 2016).

2.3.3. Ekstrakcija

Uzorci algi nakon predtretmana mogu biti podvrgnuti razli¢itim metodama ekstrakcije
koje mogu biti namijenjene ili za selektivno izdvajanje samo fukoidana bez alginata ili za
ekstrakciju oba polisaharida zajedno nakon ¢ega slijede dodatni koraci razdvajanja (Lim i Wan
Aida, 2017).
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Primjer metode za selektivnu ekstrakciju fukoidana je upotreba kalcijevog klorida
(CaCl,) uz mehanicko mijesanje i visoku temperaturu (70-85 °C) koji omogucuju vecu brzinu
ekstrakcije 1 otapanja fukoidana. Budu¢i da je i alginat topiv u vodi, on ¢e se koekstrahirati, no
zbog prisutnosti CaCl; pretvorit ¢e se u kalcijev alginat koji nije topiv u vodi pa ¢e se istaloziti.
Na taj se nacin nakon uklanjanja ¢vrstih ostataka dobiva relativno Cist fukoidan koji se dalje
moze podvrgnuti postupcima izolacije da bi se dobila veca ¢istoca (Lim i sur., 2016). Takoder,
kao selektivha metoda upotrebljavaju se i otopine kiselina, primjerice klorovodi¢na ili
sumporna pri pH izmedu 1 i 3 te pri temperaturi izmedu 80 i 100 °C uz mehanic¢ko mijeSanje.
Na ovaj se nacin hidrolizira stani¢na stijenka i omogucava se ekstrakcija fukoidana. Osim toga,
kiselina pretvara alginat u alginsku kiselinu koja nije topiva u vodi (McHugh, 1987) te se na taj
nacéin ona odbacuje zajedno s krutim ostacima uzorka alge ¢ime se ponovno dobiva relativno

Cist ekstrakt fukoidana (Lim i Wan Aida, 2017).

Od neselektivnih metoda, provodi se ekstrakcija vodom pri visokim temperaturama (70
— 100 °C) uz mehani¢ko mijeSanje ¢ime se osim fukoidana ekstrahiraju i drugi polisaharidi
(alginat i laminarin) iz smedih algi. Na ovaj se nacin dobije ekstrakt koji je niske Cistoce te ga

je potrebno podvrgnuti izolaciji u vise koraka (Lim 1 sur., 2016).

Zbog povecanja industrijske i ekonomske vrijednosti morskih algi, pocele su se razmatrati
napredne tehnike ekstrakcije poput ekstrakcije potpomognute mikrovalovima, ultrazvukom te
ekstrakcije enzimima, a sve s ciljem poboljSanja postoje¢ih metoda. Ove tehnike s razliitim
nainom djelovanja razaraju stani¢ne stijenke smedih algi te na taj nacin omogucuju
ekstrahiranje fukoidana (Okolie i sur., 2019). lako se ove metode i dalje upotrebljavaju samo u
laboratorijskim uvjetima, ocekuje se da ¢e njihova primjena povecati uéinkovitost i prinose
ekstrakcije u kratem vremenu, istovremeno odrzavaju¢i strukturni integritet ekstrakta

fukoidana.

2.3.4. Procis¢avanje

Metode koje se generalno koriste za prociS¢avanje fukoidana ukljucuju ili taloZenje
fukoidana (ostavljajuci neutralan polisaharid u supernatantu) ili taloZenje alginata (ostavljajuci
fukoidan u supernatantu) te dijalizu kojom se uklanjanju ostale necistoce. Jedna od metoda
ukljucuje upotrebu kationa deterdZenta heksadeciltrimetilamonijevog bromida (,,Cetavlon®) za
talozenje fukoidana u ekstraktu. Buduéi da fukoidan ima negativan naboj (polianion) jer pripada

u sulfatirane polisaharide, kationski ¢e deterdzenti s fukoidanom tvoriti soli koje su netopive u
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vodi i taloZe se. Neutralni polisaharidi poput alginata i laminarina na ovaj nac¢in ostaju otopljeni

u vodi jer ne reagiraju s kationskim deterdZentima (Lim i sur., 2016; Cumashi i sur.,2007).

Takoder, za izolaciju fukoidana dobivenog ekstrakcijom pomocu kiseline moze se
koristiti metoda koja ukljucuje upotrebu NaOH da bi se neutralizirao ekstrakt ¢cime nastaju soli
koje je potom potrebno ukloniti. Za uklanjanje soli i drugih neéistoca koristi se ultrafiltracija ili

dijaliza (Nagaoka i sur., 1999; Hemmingson i sur., 2006).

Ukoliko se za ekstrakciju koristi samo vruc¢a voda, za izolaciju fukoidana potrebni su
dodatni koraci. Ekstrakte fukoidana potrebno je pomijesati s etanolom da bi se dobila 75 %-tna
otopina etanola u kojoj se polisaharidi mogu istaloziti. Nakon toga, centrifugiranjem se uklanja
supernatant koji sadrzi necisto¢e u koje se ne ubrajaju drugi polisaharidi. Time se dobivaju
istalozeni polisaharidi koji se potom otapaju u vodi i tretiraju s CaClz da bi se istalozili alginati
koje je moguce ukloniti centrifugiranjem. Na ovaj se nac¢in fukoidan dobije u supernatantu koji

se podvrgava dijalizi da bi se uklonile druge neéistoce niske molekulske mase.

2.4. EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA ULTRAZVUKOM

Ultrazvukom se naziva podrucje zvu¢nog vala iznad 20 kHz Sto predstavlja frekvenciju
previsoku za ljudsko uho, a moZe se podijeliti na ultrazvuk niskih intenziteta i1 ultrazvuk visokih
intenziteta. Ultrazvuk niskih intenziteta obuhvaca frekvencije 2 — 20 MHz, a ne uzrokuje ni
fizikalne ni kemijske promjene materijala pa predstavlja neinvanzivnu metodu. Upravo se zato
primjenjuje kao analiticka tehnika (Brn¢i¢, 2006; Drmi¢ i Jambrak, 2010). Ultrazvuk visokih
intenziteta obuhvaca frekvencije od 20 do 100 kHz te uzrokuje fizikalne i kemijske promjene
materijala na koji djeluje. Njegova je primjena u odzra¢ivanju tekucina, susenju, ekstrakeiji,

¢iS¢enju te destilaciji (Dent i sur., 2015; Herceg i sur., 2009).

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija (UAE - ,,Ultrasound assisted extraction®) u
kojoj se upotrebljava ultrazvuk visokih intenziteta ima veliku ulogu u prehrambenoj industriji
jer poboljsava ekstrakciju komponenti iz biljnog 1 Zivotinjskog materijala, a te komponente
podrazumijevaju polifenole, antocijane, aromatske tvari, polisaharide i funkcionalne spojeve
(Drmi¢ i Jambrak, 2010). To je jeftina, direktna i ekoloski prihvatljiva metoda (Vilkhu i sur.,
2008). Ultrazvuk poboljSava ekstrakciju otapalima budu¢i da mehanicki djeluje na uzorak, a to
se postize na viSe nacina: razaranjem stani¢nih stijenki u biljnom materijalu koje omogucuje
lakSe otpustanje stani¢nih sastojaka, osiguravanje lakSeg ulaska otapala u stanice te povecanje

prijenosa mase (Brnci¢ i sur., 2009).
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Ultrazvuéna ekstrakcija moze se odvijati u ultrazvucnoj kupelji ili u sustavu s direktno
uronjenom sondom. Ultrazvu¢na kupelj sadrzi elemente pretvornika smjestene na dnu
spremnika i uglavnom radi na frekvenciji izmedu 20 i 40 kHz, no postoje i izvedbe u viSem
frekvencijskom podrué¢ju (Brn¢ic i sur., 2009). S druge strane, ekstrakcija s direktno uronjenom
sondom (Slika 8.) odvija se na nacin da se ultrazvu¢na sonda uranja u uzorak koji se nalazi u
tekuéem agregatnom stanju, uz mijeSanje da bi se temperatura nastala prilikom kolapsa
kavitacijskih mjehuri¢a ravnomjerno raspodijelila na cijelom uzorku (De Castro i Capote,

2007).

kuéiste
pretvornika

generator

gorji fiksirani
rog

i
zamjenjivi E
vijak S ———

Slika 8. Sustav s direktno uronjenom sondom (De Castro i Capote, 2007)

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom temelji se na zvuénim valovima koji stvaraju
kavitacije migracijom kroz srednje inducirajue promjene tlaka. Rastom 1 propadanjem
kavitacija te njihovim djelovanjem na stani¢ne stijenke, zvu¢ni se valovi pretvaraju u
mehanicku energiju koja uzrokuje raspad stanice i stani¢ne stijenke. Na taj se na¢in omogucuje
vece prodiranje otapala u stani¢ni materijal te se povecava prijenos mase. Takoder, omogucen
je direktni kontakt sa sadrZzajem stanice pa se proces ekstrakcije ubrzava i povecava se

ucinkovitost (Brn¢€i¢ 1 sur., 2009).

Od iznimne je vaznosti optimizacija procesa da bi iskoriStenje bilo maksimalno pa je
potrebno i podeSavanje parametara ultrazvuka i ekstrakcije (Tablica 1.) Uslijed djelovanja
ultrazvuka dolazi do zagrijavanja sustava pa je izrazito vazno odrzavati i kontrolirati
temperaturu tijekom procesa da se termolabilni spojevi koji se zele ekstrahirati ne bi razgradili
(Ren 1 sur., 2013). Takoder, amplitudu ultrazvuka je potrebno povecavati, buduc¢i da je ona
potrebna za dobivanje vibracija koje poti¢u kavitaciju (Santos i sur., 2008). Upotrebom vece

snage ultrazvuka, prilikom agresivnog djelovanja kavitacije na stani¢ne stijenke zbog brzeg
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kretanja molekula, do¢i se do veceg ekstrakcijskog kapaciteta (Balachandar i sur., 2006).
Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom moze utjecati i na degradaciju fukoidana buduéi da
unesena energija moze prijeci razinu energije potrebnu za cijepanje sulfatnih estera pa je nuzno
da unos energije bude kontroliran tijekom ekstrakcije da bi se izbjegle strukturne promjene na

sulfatiranom polisaharidu (Vilkhu i sur., 2008).

Tablica 1. Parametri koji utjecu na proces ultrazvucne ekstrakcije (Wang i Weller., 2006)

ULTRAZVUK EKSTRAKCIJA
Frekvencija Vrijeme trajanja
Ciklus Otapalo
Amplituda Temperatura

Akusti¢na snaga

Postoji nekoliko istrazivanja u kojima se upotrebljavao ultrazvuk za ekstrakciju
polisaharida iz algi, primjerice za izolaciju laminarina iz algi Ascophyllum nodosum i
Laminaria hyperborea (Kadam i sur., 2015), fukoidan iz alge Undaria pinnatifida (Songa i
sur., 2015) te polisaharidi iz zelene alge Ulva intestinalis (Rahimi i sur., 2016). Hmelkov i
suradnici (2017) proveli su ekstrakciju polisaharida potpomognutu ultrazvukom iz alge Fucus
evanescens i usporedili su je s klasicnom metodom. Zakljuéili su da ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom ima sljedece prednosti: vrijeme ekstrakcije je 20 puta manje od klasi¢ne metode,
temperatura procesa odvijala se na sobnoj temperaturi, dok je kod klasicne ekstrakcije potrebna
viSa temperatura (60 °C) te nije potrebno provoditi dijalizu kao kod klasi¢ne metode $to Stedi

vrijeme, dodatan rad i potroSnju materijala.

2.5 PRIMJENA FUKOIDANA

Fukoidan je trenutno dostupan za upotrebu u kozmetickoj industriji, kao funkcionalna
hrana, dodatak prehrani i dodatak u hrani za kuéne ljubimce, stoku i akvakulturu. Na trZistu se
moze pronaci u obliku kapsula, praskastog proizvoda i u teku¢em obliku (Anonymus 1, 2019).
Do danas ne postoji odobrena primjena ekstrakta fukoidana u biomedicini, bilo u
biomaterijalima, bilo direktnim unosom. Medutim, istrazivanja o njegovoj upotrebi u obliku
lijekova za lokalnu i1 oralnu primjenu za razli€ite patologije potencijalno bi mogla posti¢i dobre
rezultate (Fitton i sur., 2015). Poznato je da fukoidan ima antitkancerogena svojstva, no
istrazivanja na ljudima jos uvijek nisu provedena. Dokazano je da moze sprijeciti rast tumorskih

stanica te da ima antivirusne, neuroprotektivne i imuno modulirajuc¢e u¢inke. Takoder, buduci
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da ima antikoagulacijsko svojstvo, fukoidan se moze upotrebljavati kao sredstvo protiv

stvaranja krvnih ugrusaka (Anonymus 2, 2018).

U kozmetic¢koj industriji, fukoidan se upotrebljava kao sredstvo za izbjeljivanje i protiv
starenja koze (Narayanaswamy i sur., 2016). Klinickim je ispitivanjima dokazano da ima
sedativna svojstva, §titi od UV zraka i povecava tonus koze uz ublazavanje bora (Fitton i sur.,
2015) te se procCis¢ene frakcije mogu jednostavno inkorporirati u kreme i losione,
omogucavajuci protuupalnu aktivnost uz povecanje broja dermalnih fibroblasta (Fitton i sur.,

2007).

Najveéi potrosa¢ fukoidana je Azija s godiSnjom potrosnjom od 6751 kg fukoidana
(Anonymus 1, 2019), pri ¢emu Kina zauzima najveci udio u potro$nji. Od ukupne svjetske
potrosnje, SAD-u pripada 36,32 % potroSnje pa to ovu zemlju ¢ini idu¢im velikim potrosacem
nakon Azije. Pretpostavka je da ce trziste fukoidana porasti za 3,8 % u idué¢ih 5 godina i dostici
iznos od 37 milijuna americkih dolara u 2024. godini s trenutnih 30 milijuna americ¢kih dolara

godisnje koliko je iznosila prozvodnja u 2019. godini (Anonymus 1, 2019).

Najveéi proizvodaci fukoidana su Kanehide Bio Co., MYM International, Yaizu
Suisankagaku Industry Co. Ltd., Fucoidanforce, Sea Herb, Haerim Fucoidan i Marinova. MYM
International, tvrtka koja proizvodi dodatke prehrani fukoidana, objavila da planira ulazak na
trziSta u nastajanju poput Tajvana, Vijetnama 1 Jugoistocne Azije, a svoj su asortiman prosirili
s kozmetickim proizvodima s fukoidanom (Anonymus 3, 2018). Proizvodnja fukoidana u
Americi, sjeverozapadnoj Europi, Novom Zelandu, podru¢jima Juzne Australije, ali i u
Republici Hrvatskoj mogla bi predstavljati unosne moguénosti za proizvodace, buduci da su to
podruc¢ja bogata smedim algama. Ipak, potreban je intenzivan tehnoloSki razvoj koji
potencijalno moze biti prepreka proizvoda¢ima, no ulaganjima u proizvodnju mogao bi se

posti¢i zna¢ajan uspjeh u buduénosti.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Uzorci alga Cystoseira barbata i Fucus virsoides

Za istrazivanje su koriSteni uzorci smedih alga Cystoseira barbata i Fucus virsoides
izronjeni u prosincu 2018. godine. C. barbata sakupljena je s obalnog podrucja Zadra
(44°12'42% N; 15°09'23“ E), dok je alga F. virsoides sakupljena s jugozapadne obale
Novigradskog mora (44°12'02“ N; 15°28'51¢ E). Vrste alga identificirao je biolog Donat
Petricioli. Svjezi uzorci alga prvo su isprani morskom vodom, a potom destiliranom vodom.
Zamrznuti su na -60 °C u zamrziva¢u ScanCool SCL210P (Labogene ApS, Danska) te je
proveden proces liofilizacije 24 sata na liofilizatoru CoolSafe, Model: 55-9 PRO, (Labogene,
Danska). Osusene alge samljevene su elektricnim mlicem, a prah je skladisten na -20 °C do

provodenja ekstrakcije.

3.1.2. Kemikalije

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

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

e apsolutni etanol (CARLO ERBA Reagents, Italija)

e natrijev karbonat 20 %-tni (Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska)
e D (+)-glukoza (Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska)

e kalijev sulfat (Gram-mol doo, Zagreb, Hrvatska)

e 7zelatina (Acros Organics, Belgija)

e Folin-Ciocalteu reagens (Fisher Scientific, Velika Britanija)

e trikloroctena kiselina (TCA) (Fisher Scientific, Velika Britanija)
e barijev klorid (GmbH, Njemacka)

e fenol, 5 %-tna otopina (Sigma-Aldrich, SAD)

e sulfatna kiselina (Scharlab S.L., Spanjolska)

e klorovodi¢na kiselina (TKI Hrastnik, Slovenija)

e destilirana voda
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3.1.3. Aparatura

zamrziva¢ ScanCool SCL210P (Labogene ApS, Danska)
liofilizator, CoolSafe, Model: 55-9 PRO (Labogene, Danska)
elektricni mlinac, CM3260 (Grundig, Njemacka)

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

magnetna mijesalica, RT 5 (IKA, Njemacka)

vortex mijeSalica, MS2 Minishaker (IKA, Njemacka)
spektrofotometar, UV — 1600PC (VWR International, SAD)
uredaj za tretiranje ultrazvukom UP200HT (200 W, 26 kHz) (Hielscher, Njemacka)
vakuum koncentrator, Savant SPD2010 (ThermoScientific, SAD)
vodena kupelj, Rotavapor R-205 (Biichi, Svicarska)

centrifuga, Rotofix 32A (HETTICH, Njemacka)

peénica ST-01/02 (Instrumentaria, Hrvatska)
3.1.4. Pribor

plasti¢na Zlicica

filter papir

stakleni lijevak

Erlenmeyerove tikvice (100 mL, 500 mL)
odmjerne tikvice (25 mL, 100 mL)
tikvica s okruglim dnom (50 mL)
laboratorijske ¢ase (25 mL, 50 mL, 100 mL i 200 mL)
mikropipete (100 pL, 1000 pL i 5000 pL)
staklene epruvete

staklene epruvete s navojem

stakleni Stapic

staklene kivete

plasti¢ne kivete (50 mL)

Petrijeve zdjelice

tarionik s tuCkom

menzure (10 mL)

magnetni Stapici
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3.2. METODE

Ekstrakcija polisaharida iz uzoraka smedih alga C. barbata i F. virsoides provedena je

prema parametrima navedenima u Tablici 2. Svaka je alga podvrgnuta konvencionalnoj

ekstrakciji u trajanju od 3 sata bez primjene ultrazvuka, konvencionalnoj ekstrakciji uz

predtretman ultrazvukom od 5 i 15 minuta te 30 minutnoj ekstrakciji potpomognutoj

ultrazvukom. Takoder, za svaku algu koriStena su dva otapala—voda i 0,1 M HCI. U dobivenim

ekstraktima spektrofotometrijski je odredena koncentracija ukupnih ugljikohidrata i sulfatnih

grupa, a u ekstraktima iz predtretmana odredena je koncentracija ukupnih fenola te pigmenata.

Kod oznacavanja, oznaka CYBA predstavlja uzorak alge C. barbata, FUVI uzorak alge F.

virsoides, slovo oznacava otapalo (V — voda, C — 0,1 M HCI), a posljednji znak koriStenu

metodu (K — konvencionalna metoda, UZV - ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, 51 15 —

vrijeme predtretmana ultrazvukom).

Tablica 2. Plan provedbe ekstrakcije polisaharida iz alga Cystoseira barbata i Fucus

virsoides upotrebom razlicitih otapala i metoda ekstrakcije

OZNAKA
CYBA V K
CYBA V_UZV
CYBA V. 5
CYBA V_15
CYBA C K
CYBA C_UzV
CYBA C 5
CYBA C_15
FUVI_V_K
FUVI_V_UzZV
FUVI_V 5
FUVI_V_15
FUVI_C K
FUVI_C_UzV
FUVI_C 5
FUVI_C_15

ALGA
CYBA
CYBA
CYBA
CYBA
CYBA
CYBA
CYBA
CYBA
FUVI
FUVI
FUVI
FUVI
FUVI
FUVI
FUVI
FUVI

OTAPALO PREDTRETMAN EKSTRAKCIJA

voda
voda
voda
voda
0,1M HCI
0,1M HCI
0,1M HCI
0,1M HCI
voda
voda
voda
voda
0,1M HCI
0,1M HCI
0,1M HCI
0,1M HCI

UZV -5 min
UZV - 15 min

UZV -5 min
UZV - 15 min

UZV -5 min
UZV - 15 min

UZV -5 min
UZV - 15 min

3h, 80°C
UZV - 30 min
3h, 80°C
3h, 80°C
3h, 80°C
UzZV - 30 min
3h, 80°C
3h, 80°C
3h, 80°C
UzZV - 30 min
3h, 80°C
3h, 80°C
3h, 80°C
UzZV - 30 min
3h, 80°C
3h, 80°C
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3.2.1. Predtretman

Postupak predtretmana uzoraka alga C. barbata i F. virsoides za ekstrakciju provodi se
na nacin da se najprije izvaze po 15 g svake alge u Erlenmeyerove tikvice volumena 500 mL te
se na svaki uzorak dodaje po 375 mL acetona. Prije nego $to se tikvica stavlja na magnetnu
mijesalicu (brzina mijeSanja: 5) na 18 h, potrebno je u tikvice s uzorkom staviti i magnetni
Stapic¢ te ih zatvoriti vatom. Nakon isteka 18 h, sadrzaj se tikvice filtrira pod vakuumom te se
na taloge dodaje 375 mL 96%-tnog etanola zagrijanog na 70 °C i ponovno se dodaju magnetni
Stapici, tikvice se zatvore vatom 1 stavljaju na magnetnu mijesalicu (brzina mijesanja: 5), 4 h
uz zagrijavanje na 70 °C. Talog se nakon toga ponovno filtrira pod vakuumom i stavlja na

susenje do konstantne mase.
3.2.2. Konvencionalna ekstrakcija polisaharida

Za konvencionalnu ekstrakciju izvaze se po 1 g predtretiranog uzoraka te se u tikvicu
dodaje 30 mL odgovarajuéeg otapala (voda, 0,1 M HCI) zagrijanog na 80 °C. U tikvicu se stavi
i magnetni Stapi¢ te se tikvica zatvori vatom i postavlja na magnetnu mijesalicu (brzina

mijesanja: 5) na 3 sata uz grijanje na 80 °C.
3.2.3. Konvencionalna ekstrakcija uz predtretman ultrazvukom

Za konvencionalnu ekstrakciju kojoj prethodi predtretman ultrazvukom, takoder se
izvaze po 1 g predtretiranog uzorka, dodaje se 30 mL odgovarajuceg otapala (voda, 0,1 M HCI)
te se u nju se uranja ultrazvuc¢na sonda. Kako ne bi doslo do pregrijavanja uzorka, tikvica s
uronjenom sondom se stavlja u ledenu kupelj. Amplituda se namjesta na 100 %, a vrijeme
trajanja 5, odnosno 15 minuta. Nakon tretiranja ultrazvukom, u tikvicu se dodaje magnetni

Stapi¢ te se zatvori vatom i stavlja na magnetnu mijesalicu 3 h na 80 °C.
3.2.4. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom provodi se na na¢in da se u 1 g predtretiranog
uzorka dodaje 30 mL odredenog otapala (voda, 0,1 M HCI), tikvica se stavlja u ledenu kupelj
te se u nju uroni ultrazvucna sonda, pri ¢emu se amplituda podesi na 100 %, a vrijeme na 30

minuta.
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3.2.5. Postupci nakon ekstrakcije

Nakon provedbe ekstrakcije, ekstrakti se filtriraju te se talog prebacuje u prethodno
izvaganu Petrijevu zdjelicu i stavlja na susenje do konstantne mase koja se koristi za izra¢un
postotka degradacije alge. U supernatant se dodaje dupli volumen apsolutnog etanola (60 mL)
i ostavlja se u hladnjaku na 4 °C preko no¢i. Sadrzaj se prebacuje u plasti¢ne kivete i centrifugira
30 minuta na 5500 okretaja, a zatim se profiltrira u odmjerne tikvice. Sav se talog prebacuje u
prethodno izvaganu Petrijevu zdjelicu i stavlja na susenje do konstantne mase. Petrijeva zdjelica
s osuSenim ekstraktom se ponovno izvaZze i sadrzaj se usitni u tarioniku s tuCkom te se prah
prebacuje u plasti¢ne kivete s ¢epom i pohranjuje u zamrzivacu na -20 °C. Dobivena masa
koristi se za izraCun prinosa polisaharida. Filtrat se koncentrira na vakuum koncentratoru do
otprilike 25 mL, prebacuje u odmjerne tikvice od 25 mL i nadopuni do oznake otapalom

koriStenim za ekstrakciju.

Iz izmjerenih masa se izracuna prinos polisaharida (% PS) i postotak degradacije alge
(% DA), prema formulama [1] i [2] (Rodriguez-Jasso i sur., 2011):

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

pri ¢emu je:

% PS — prinos polisaharida

Mt — masa (g) nakon taloZenja etanolom

Mo — masa alge (g) koriStena u svakom eksperimentu
% DA — postotak degradacije alge

M1 — masa alge (g) nakon ekstrakcije

3.2.6. Odredivanje koncentracije ukupnih ugljikohidrata
Princip metode:

U svrhu odredivanja koncentracije ukupnih ugljikohidrata, koristena je fenol —
sumporna metoda prema Dubois i sur. (1956). To je jednostavna i brza metoda kojom se
odreduju svi ugljikohidrati, ukljucuju¢i mono-, di-, oligo- i polisaharide. Temelji se na

djelovanju jake kiseline koja cijepa sve polisaharide, oligosaharide i disaharide na
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monosaharide, nakon ¢ega dehidratacijom nastaju derivati furana koji u reakciji s fenolom daju
stabilne spojeve zuto-zlatne boje. Nastali produkti mjere se pomocu spektrofotometra na valnoj

duljini 490 nm (Nielsen, 2010).
Postupak odredivanja:

400 uL uzorka i 400 uL 5 % otopine fenola otpipetira se u staklenu epruvetu te se dodaje
2 mL koncentrirane 95 %-tne H2SO4. Od iznimne je vaznosti dodavanje kiseline direktno u
sadrzaj epruvete bez dodirivanja stijenki zbog jednoli¢nog mijeSanja. Za svaki uzorak mjerenja
se provode u paraleli, a slijepa proba priprema se na isti nac¢in, samo $to se umjesto uzorka
dodaje otapalo koriSteno za ekstrakciju. Sadrzaj epruvete se snazno vorteksira i stavlja u vodenu
kupelj na 25 °C te se termostira 20 minuta, a potom se mjeri apsorbancija na spektrofotometru
pri valnoj duljini od 490 nm (Li, 2012).

Izrada bazdarnog pravca i izracun rezultata:

Bazdarni pravac izraduje se pomocu vrijednosti apsorbancije koncentracija otopina
glukoze pa se najprije odvaze 10 mg glukoze u odmjernu tikvicu od 100 mL u koju se zatim
dodaje 100 mL vode. Od pripremljene otopine naprave se razrjedenja koncentracija 20, 40, 60
i 80 mg L? te se 400 pL svake koncentracije upotrebljava prema postupku za odredivanje
ukupnih ugljikohidrata. Dobivene vrijednosti apsorbancija sluze za izradu bazdarnog pravca s
jednadzbom [3]:

y =0,0118x + 0,0278 [3]
R?=0,9979
pri ¢emu je:

y — apsorbancija pri 490 nm
x — koncentracija otopine glukoze (mg L)

3.2.7. Odredivanje koncentracije sulfatnih grupa
Princip metode:

Odredivanje sadrzaja sulfatnih grupa (-SO3H) u polisaharidima provodi se pomoc¢u

metode zamuéenja BaCl, — Zelatine prema protokolu Song i sur. (2018). Ova metoda zasniva
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se na reakciji sulfatnih grupa polisaharida s BaCly, pri ¢emu nastaje barijev sulfat te se

nastaloj suspenziji spektrofotometrijski mjeri valna duljina pri 360 nm.
Postupak odredivanja:

Najprije se pripremi 100 mL 0,3 %-tne otopine Zelatine u vodi zagrijanoj na 70 °C i
pohrani se na 4 °C preko noci. Potom se u otopinu dodaje 2 g BaCl; i termostatira 2 do 3 h na
25 °C. 8 mg ekstrahiranih polisaharida hidrolizira se u 3 mL 1 M HCI pri 105 °C u zatvorenoj
staklenoj epruveti. Zatim se 200 uL uzorka pomijesa s 3,8 mL TCA i 1 mL otopine BaCl, —
zelatina te se nakon 15 minuta na sobnoj temperaturu mjeri apsorbancija pri 360 nm. Slijepa
proba priprema se na isti na¢in, osim $to se umjesto uzorka stavlja 200 pL vode. Sva se mjerenja

provode u paraleli.
Izrada bazdarnog pravca i izracun rezultata:

Za izradu bazdarnog pravca potrebno je pripremiti otopinu standarda K2SO4 na nacin da
se prah K2SO4 osusi pri 105 °C i zatim se izvaze to¢no 181,4 mg te se otopi u 100 mL 1 mol
L*HCI. Iz tako pripremljene otopine K>SO, koja sadrzi 1 g L™ sulfatnih grupa, radi se niz od
5 razrjedenja. Od svakog razrjedenja otpipetira se 200 pL i postupa po propisu za odredivanje
koncentracije sulfatnih grupa. Dobivene vrijednosti apsorbancije sluze za izradu bazdarnog

pravca s jednadzbom [4]:
y =0,265x — 0,0161 [4]
R?=10,989
pri ¢emu je:

y — apsorbancija pri 360 nm

x — koncentracija sulfata (g L)
3.2.8. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola
Princip metode:

Koncentracija ukupnih fenola odreduje se pomocu izmjerene apsorbancije pri valnoj
duljini 765 nm. Fenolne skupine oksidiraju dodatkom Folin — Ciocalteu reagensa (smjesa
fosfovolframove i fosfomolibden kiseline) i daju obojeni produkt. Odnosno, Folin — Ciocalteu
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reagens reagira s fenoksid ionom koji se tada oksidira, a sam Folin — Ciocalteu reagens reducira

do plavo obojenih volframovih i molibdenovih oksida (Shortle i sur., 2014).
Postupak odredivanja:

100 pL ekstrakta, 200 uL Folin — Ciocalteu reagensa i 2 mL destilirane vode otpipetira
se u staklenu epruvetu te se nakon 3 minute dodaje 1 ml 20 %-tne zasi¢ene otopine natrijeva
karbonata i pomijeSa pomocu vortexa. Zatim se provodi termostatiranje u vodenoj kupelji 25
min na 50 °C i izmjeri se apsorbancija na spektrofotometru pri 765 nm. Slijepa proba priprema
se na isti nacin, osim Sto se umjesto uzorka dodaje voda. Sva mjerenja provode se u dvije

paralele.
Izrada bazdarnog pravca i izracun rezultata:

Bazdarni pravac izraduje se pomocu izmjerenih vrijednosti apsorbancija galne kiseline
pa se najprije izvaze 0,5 g galne kiseline u odmjernu tikvicu od 100 mL te se doda 10 mL 96
%-tnog etanola i tikvica se nadopuni destiliranom vodom do oznake. Zatim se naprave
razrjedenja koncentracija 50, 100, 150, 250 i 500 mg L iz pripremljene otopine i od svakog
razrjedenja se 100 pL upotrebljava prema propisu za odredivanje ukupnih fenola. Dobivene

vrijednosti apsorbancija sluze za izradu bazdarnog pravca s jednadzbom [5]:
y = 0,0035x [5]
R?=0,9995

pri ¢emu je:

y — apsorbancija pri 765 nm

x — koncentracija galne kiseline (mg L™?)

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

kiseline na gram suhe tvari praha (mg GAE g s.tv'™?).
3.2.9. Odredivanje koncentracije klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida
Princip metode:

Jaki apsorpcijski spektri pigmenata klorofila a, klorofila b i karotenoida osnova su za

spektrofotometrijsko odredivanje njihovih udjela. Vrsta otapala ima utjecaj na apsorpcijske
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maksimume ekstrahiranih pigmenata, dok tip spektrofotometra u manjoj mjeri moze utjecati na
iste (Lichtenthaler i Buschmann, 2005).

Postupak odredivanja:

Klorofili a i b kvantitativno se odreduju spektrofotometrijski pri valnim duljinama od
644,8 nm, 661,6 nm, 664 nm i 649 nm (u skladu s koristenim ekstrakcijskim otapalom), dok se
karotenoidi odreduju pri 470 nm. Za slijepu probu koristi se otapalo koriSteno za ekstrakciju te
se njena apsorbancija oduzima od apsorbancije uzorka. Mjerenja se provode u dvije paralele, a
konacni rezultati za udjele klorofila a, klorofila b i1 karotenoida racunaju se prema sljede¢im

jednadzbama [6 - 11] (Lichtenthaler i Buschmann, 2005):

Aceton:
Ca (Mg ML) = 11,24 Ager6— 2,04A6a48 [6]
Cob (ug mL™) = 20,13 Asaas— 4,19 Assis [7]
Cx+o) (Mg mL™1) = (1000A470 — 1.9Ca —63,14Cy)/214 [8]
Etanol:
Ca (g ML) = 13,36 Agss — 5,19 Ao [9]
Cb (g ML) = 27,43 Ao — 8,12 Acss [10]
Cix+e) (Mg mL™) = (1000 Aszo —2,13Ca — 97,63 Cb)/209 [11]

pri ¢emu je:

A = apsorbancija

Ca = klorofil a

Cp = Klorofil b

Cx+c) = ukupni karotenoidi (ksantofili + karotenoidi)

3.2.10. Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada podataka provedena je pomocu programa Statistica 8 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, SAD). Zavisne varijable bile su: % DA, % PS, koncentracija sulfatnih grupa (g
g ) i koncentracija ukupnih ugljikohidrata (mg g*), dok su neovisne varijable bile: (a) vrsta
alge (C. barbata i F. virsoides), (b) otapalo (0,1 M HCI i voda), (c) metoda (konvencionalna

metoda, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, konvencionalna metoda uz 5 min
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predtretmana ultrazvukom i konvencionalna metoda uz 15 min predtretmana ultrazvukom).
Kontinuirane varijable analizirane su uz pomo¢ multivarijantne analize varijance (MANOVA),
a viSestruko usporedivanje provedeno je Tukey LSD testom visestrukog usporedivanja. Razina

znacajnosti za sve testove je bila a < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom je istrazivanju provedena ekstrakcija polisaharida iz smedih algi C. barbata i F.
virsoides primjenom konvencionalne ekstrakcije, konvencionalne ekstrakcije uz predtretman
ultrazvukom od 5 i 15 minuta i ekstrakcije potpomognute ultrazvukom od 30 minuta uz
upotrebu vode i 0,1 M klorovodi¢ne kiseline kao otapala. U ekstraktima polisaharida provedeno
je odredivanje koncentracije ukupnih ugljikohidrata i sulfatnih grupa (Tablica 3.), a u
acetonskim i etanolnim ekstraktima iz predtretmana provedeno je odredivanje koncentracije
ukupnih fenola i pigmenata (klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida). Statistickom
obradom podataka odreden je utjecaj svakog ispitivanog parametra na prinos polisaharida,
degradaciju alge, koncentraciju sulfatnih grupa te koncentraciju ukupnih ugljikohidrata
(Tablica 4.).

Tablica 3. Rezultati mjerenja prinosa polisaharida (% PS), degradacije alge (% DA),
koncentracije sulfatnih grupa te koncentracije ukupnih ugljikohidrata uzoraka algi algi C.

barbata i F. virsoides

Sulfatne Ukupni
OZNAKA % PS % DA grupe (g g ugljikohidrati

) (mgg™)

CYBA V_K 4,92% 31,20% 0,4289 1,28
CYBA V_UzV 4,11% 80,70% 0,1813 0,94
CYBA V 5 5,52% 68,61% 0,4594 1,31
CYBA_V_15 5,07% 68,93% 0,4643 1,03
CYBA C K 11,15% 57,01% 0,5322 14,07
CYBA _C uzv 1,66% 58,03% 0,3207 2,08
CYBA C 5 6,60% 78,92% 0,4127 0,69
CYBA_C_15 7,51% 77,51% 0,3808 0,75
FUVI_V_K 9,52% 69,43% 0,2131 5,90
FUVI V_UzV 6,78% 72,82% 0,1431 6,99
FUVI V 5 8,97% 80,83% 0,4020 5,26
FUVI_V_15 11,26% 71,66% 0,2527 2,93
FUVI_C K 9,86% 40,77% 0,3553 64,64
FUVI_C_Uzv 3,80% 63,59% 0,2761 4,61
FUVI_C 5 10,59% 66,36% 0,2881 7,90
FUVI_C 15 10,73% 68,68% 0,2145 7,63

CYBA - Cystoseira barbata; FUVI - Fucus virsoides; V — voda; C — 0,1 M HCI; K —
konvencionalna metoda ekstrakcije; UZV — ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom; 5 i 15 —
vrijeme predtretmana ultrazvukom prije konvencionalne ekstrakcije
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Tablica 4. Utjecaj razlicitih parametara ekstrakcije na prinos polisaharida (% PS), degradaciju

alge (% DA), koncentraciju sulfatnih grupa te koncentraciju ukupnih ugljikohidrata

Sulfatne Ukupni
N % PS % DA grupe (g g ugljikohidrati
Y (mg g?)
Alga p<0,00T p<0,00T p<0,00T p<0,00T
CYBA 16 582+0,00° 6511+0,00° 040+0,00° 277+ 0,09
FUVI 16 894+0,00° 66,77 +0,00° 0,27 +000* 1323+0,09
Otapalo p < 0,007 p < 0,007 p<0,00% p < 0,007
H,0 16 7,02+0,00° 6802+0,00° 032+0,00%° 320009
0,1M HCI 16  7,74+0,00° 63,86+0,000 0,35+0,00° 12,80+ 0,09
Tretman p<0,00T p<0,00T p<0,00T p < 0,007
CE 8 886+0,00 4960+0,00* 038+000° 2147+0,13°
samo UAE 8  4,09+000° 6879+000° 023+000° 366+013"
UAE 5 min 8  7.92+000° 7368+0,00% 039+000° 379+013"
UAE 15 min 8  864+000° 71,70+000° 033+000° 309+013
Alga; otapalo p <0,00f p < 0,007 p=0,51% p < 0,007
CYBA: H,0 8  491+000° 6236+0,00° 038+000° 114+013
CYBA:0,IMHCI @ 8 6,73+0,00° 67,98+0,00° 0,41+0,00¢ 4,40+0,13"
FUVI: H,O 8 913+0,00 7369+000% 025+000° 527+013°
FUVI:0,IMHCI | 8 875+0,00° 5985+0,00° 028+0,00° 21,20+ 0,13
Alga; tretman p<0,00T p<0,00T p<0,00T p <0,00f
CYBA: CE 4 804+000° 4411+000*° 048+0009 7.67+0,18¢
CYBA:samo UAE | 4  2.89+000° 6937 +0,00% 025+000° 151+0,18°
&I}BA; UAE 5 4 606+000° 7377+000°9 044+000° 1,004 0,18°
&I}BA; UAELS | 4 620+000° 7322+0000 042+000° 0,89+ 0,18°
FUVI; CE 4 9,690+0,00° 5510+0,00° 0,28+0,00¢ 3527+0,18°
FUVI:samo UAE | 4  529+000° 6821+0,00° 021+0,00% 580018
FUVI: UAE5min | 4 978 +0,00° 75’(%1; 035+0,00° 6,58+ 0,18
;Lijr}/'; UAE 15 4 10994000 7017+000° 023+000° 528+ 0 18°
Otapalo; tretman p< 0,007 p< 0,007 p< 0,00t p< 0,00t
H,O: CE 4 722+000° 5032+000° 032+000° 359+ 018bcd
H,O:samo UAE | 4  545+000° 7676+000" 016+0,00° 396 +0,18"¢d
H,O: UAES5min | 4  7.25+0,00° 7472+0,00° 043+0,00° 329 +0,18
H,O: UAE15min | 4  817+000° 7030+0,00% 036+0,000 1,08+0 18
0.1M HCL: CE 4  1051+0009 48,89 +000* 044+000° 3936+0,18°
%1A'\é' HCLisamo |, 523.000° 60,81+000° 030+000° 33540 185°
?ﬁiln'v' HCLLUAES | 860+000° 72.64+000° 035+000° 4,30+ 0,18
261:\71Ai:|CL; UAE | 4 91240000 7310+000° 030+000° 4,190 18
Prosjecna vrijednost | 32 7,38 65,94 0,33 8,00
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CYBA — Cystoseira barbata; FUVI - Fucus virsoides; CE — konvencionalna metoda
ekstrakcije; samo UAE — ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom; UAE 5 i 15 min — vrijeme
predtretmana ultrazvukom prije konvencionalne ekstrakcije

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.

I Statisticki neznacajni parametar kod p < 0,05.
4.1. UTJECAJRAZLICITIH PARAMETARA NA PRINOS POLISAHARIDA

U ovom istrazivanju promatran je utjecaj vrste alge, otapala i vrste tretmana te njihova
medusobna kombinacija na prinos polisaharida. 1z Tablice 4. vidljivo je da su svi promatrani

parametri statisticki znacajni (p < 0,05).

Usporedbom algi C. barbata i F. virsoides vidljivo je da je prosje¢na vrijednost prinosa
polisaharida svih uzoraka C. barbata bez obzira na ostale promatrane parametre 5,82 %, a F.
virsoides 8,94 %, iz Cega proizlazi da F. virsoides ima statistiCki znafajno veéi prinos
polisaharida od alge C. barbata. Opcenito, sadrzaj polisaharida u algama moze biti izmedu 4
% i 70 %, a poznato je da smede alge imaju manji sadrzaj polisaharida od primjerice zelenih
algi (Stiger-Pouvreau i sur., 2016). Obzirom da do danas ne postoje istrazivanja u kojima se
provodila ekstrakcija polisaharida alge F. virsoides, rezultati ovog istraZivanja mogu se
usporediti s rezultatima dobivenima ekstrakcijom drugih vrsta alga iz istog roda. Najveci prinos
polisaharida zabiljezen je kod alge F. distichus i iznosi 21, 5 % (Bilan i sur., 2004), dok je
najmanji prinos od 1,40 % zabiljezen kod alge F. vesiculosus (Rioux i sur., 2007). Vrijednosti
koje su najblize ovom istrazivanju postignute su kod alge F. evanescens s prinosom polisaharida
0d 9,00 % (Imbs i sur., 2015) te kod alge F. serratus s 9,52 % (Ptak i sur., 2019). S druge strane,
rezultati za algu C. barbata pokazuju nesto nizZe vrijednosti u usporedbi s ostalim provedenim
istrazivanjima na istoj vrsti alge pa su Sellimi 1 sur. (2018) zabiljeZili prinos polisaharida od
7,27 %, dok su Turan i sur. (2017) dobili prinos polisaharida od 6,44 %. Najblizu vrijednost
ovom istraZivanju pokazuje istrazivanje Sellimi 1 sur. (2014) u kojem je ekstrakcijom

polisaharida alge C. barbata dobiveno 5,45 % polisaharida.

Ekstrakcija polisaharida olakSana je upotrebom kiseline zbog hidrolize stanicne stijenke
(Liuisur., 2019) pa su dobiveni rezultati utjecaja otapala na % PS u skladu s navedenim buduci
da se moze uociti da je % PS ve¢i primjenom 0,1 M HCI u odnosu na vodu. Obzirom da pH 0,1

M HCl iznosi 1, a pH vode je 7, izgledno je da nizi pH daje veci prinos polisaharida. Ptak i sur.
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(2019) zakljucili su da se veci prinos fukoidana i laminarina postize uz 100 mM HCI (pH 2) u
odnosu na 10 mM H2SO4 (pH 4) kod algi iz roda Fucus koje obitavaju u podruc¢ju Francuske,
dok je kod istih algi sa staniStem u Njemackoj postignut suprotan rezultat. U istrazivanju koje
su provodili Liu i sur. (2019) pokazalo se da 1 M HCI daje dvostruko vise % PS od vode kod
smede alge Sargassum fusiforme. Promatrajuci utjecaj otapala na ekstrakciju, moze se uoditi i
razlika u boji uzoraka (Slika 9.). Vidljivo da su uzorci kod kojih je za ekstrakciju koristena 0,1
M HCI nesto svjetliji od uzoraka tretiranih vodom. Razlog tome je veca Cistoca polisaharida, a
samim time 1 bolja kvaliteta uzoraka (Baba i sur., 2018). Smeda boja koja je nastala
ekstrakcijom uz vodu ukazuje na prisutnost smedih pigmenata (fukoksantin, violaksantin te

klorofil a i c¢) (Saepudin i sur., 2018).

Slika 9. Razlika u boji suhih ekstrakata alga Cystoseira barbata (CYBA) i Fucus virsoides
(FUVI) dobivenih ekstrakcijom uz otapala 0,1 M HCI (C) i vodu (V)

Konvencionalna ekstrakcija pokazala se tretmanom koji ima statisticki najveéi prinos
polisaharida, predtretman ultrazvukom od 15 minuta ima nes$to manji prinos, slijedi predtretman
ultrazvukom od 5 minuta, dok upotreba samo ultrazvuka za ekstrakciju ima statisticki najmanji
prinos polisaharida. 1z dobivenih rezultata vidljivo je da je vrijednost % PS samo primjenom
ultrazvuka, ¢ije je vrijeme ekstrakcije 30 minuta, dvostruko niza od svih ostalih tretmana koji
traju 3 sata $to upucuje na prekratko vrijeme ekstrakcije. Poznato je da je vrijeme ekstrakcije
bitan faktor koji utje¢e na prinos polisaharida (Zhang i sur., 2015). Temperatura takoder utjece
na % PS jer se povecanjem temperature poboljSava ekstrakcijski u€inak zbog bolje difuzije
otapala u unutrasnjost biljnog materijala i izdvajanja zeljenih komponenata (Veggi i sur., 2013).

Time se moze objasniti nizak prinos polisaharida kod ekstrakcije ultrazvukom, budu¢i da je
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temperatura kod provodenja konvencionalne ekstrakcije znatno visa od ekstrakcije ultrazvukom
u kojoj je tikvica s ultrazvu¢nom sondom uronjena u ledenu kupelj zbog hladenja. Rezultati
dobiveni ovim istrazivanjem u skladu su s istrazivanjem Okolie i sur. (2019) koje pokazuje
manji postotak prinosa polisaharida (4,56 %) kod ekstrakcije potpomognute ultrazvukom u
trajanju od 35 minuta te uz amplitudu od 40 % u odnosu na upotrebu 3 puta po 3 sata
konvencionalne ekstrakcije na 70 °C (11,9 % PS) alge Ascophyllum nodosum. S druge strane,
Hanjabam i sur. (2019) zakljucili su da je % PS alge Sargassum wightii vec¢i ako se tretira
ultrazvukom 30 minuta uz amplitudu od 50 % (14,61 g/100 g) od prinosa dobivenog nakon 2
sata konvencionalne ekstrakcije pri 85 °C (10,59 ¢/100 g). Ucinkovitost ekstrakcije
ultrazvukom mogla bi se pripisati fenomenu kavitacijskih mjehuri¢a stvorenih ultrazvu¢nim
valovima. Implozijom nastalih kavitacijskih mjehuri¢a povecava se broj sudara izmedu Cestica
velikih brzina i makroturbulencija $to dovodi do erozije i oslobadanja razli¢itih spojeva iz
matriksa ¢ime se povecava prijenos mase i ucinkovitost ekstrakcije (Kadam 1 sur., 2015).
Usporeduju¢i % PS primjenom konvencionalne ekstrakcije i predtretmana ultrazvukom,
vidljivo je da postoji mala razlika u dobivenim rezultatima pa kod konvencionalne ekstrakcije
prinos polisaharida iznosi 8,86 %, kod predtretmana ultrazvukom od 5 minuta 7,92 %, dok je
% PS kod predtretmana ultrazvukom od 15 minuta 8,64 %. Prema istrazivanju Kadam i sur.
(2014), predtretman ultrazvukom povecava ucinkovitost ekstrakcije te je povecanje amplitude
ultrazvuka rezultiralo veéim prinosima ekstrakcije alge Ascophyllum nodosum, no u ovom
istrazivanju to nije potvrdeno i prinos polisaharida je manji u odnosu na konvencionalnu
ekstrakciju. Premda je krace vrijeme trajanja tretmana ultrazvukom pozeljnije buducéi da se
vecina polisaharida moze otpustiti u ranoj fazi provodenja tretmana te postoji mogucénost
depolimerizacije ukoliko se primjenjuje ve¢a amplituda ili dulje vrijeme provodenja ekstrakcije
ultrazvukom (Claver i sur., 2010; Peng i sur., 2015), pokazalo se da 30 minuta tretmana nije

dovoljno da bi se uspjeli posti¢i ve¢i prinosi polisaharida u odnosu na ostale metode ekstrakcije.

Usporedbom kombinacije odredene vrste alge i odgovarajuceg otapala, vidljivo je da
ekstrakcija alge C. barbata s HCI ima statisticki veci prinos polisaharida od ekstrakcije vodom,
dok je kod alge F. virsoides prinos polisaharida vec¢i ukoliko se za otapalo koristi voda. Takoder,
F. virsoides ima vec¢i prinos polisaharida u obje kombinacije od alge C. barbata. 1z navedenog
je vidljivo da osim §to postoji statisti¢ki znacajna razlika u postotku sadrzaja polisaharida kod

svake alge, znacajna je 1 razlika u odabiru otapala za ekstrakciju pojedine alge.

Iz statisticke obrade podataka proizlazi da je kod oba uzorka algi prinos polisaharida
najmanji ukoliko se provodi samo ekstrakcija ultrazvukom u trajanju od 30 min. S druge strane,
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razli¢iti tretmani rezultirali su najveé¢im prinosima polisaharida za svaku algu pa je tako najveci
% PS iz alge C. barbata dobiven konvencionalnom ekstrakcijom te nema statisticki znacajne
razlike izmedu predtretmana ultrazvukom od 5 i 15 minuta, dok je % PS kod F. virsoides

najvedéi primjenom predtretmana ultrazvukom od 15 minuta.

Utjecaj kombinacije otapala i tretmana na % PS pokazuje da primjena samo ultrazvuka za
ekstrakciju daje najmanje prinose polisaharida kod oba otapala, dok su najveéi prinosi ostvareni
primjenom predtretmana ultrazvukom od 15 minuta ukoliko se kao otapalo upotrebljavala voda

te primjenom konvencionalne ekstrakcije ako je kao otapalo koristena 0,1 M HCI.

4.2. UTJECAJ RAZLICITIH PARAMETARA NA STUPANJ DEGRADACIJE
ALGE

Statistickom obradom podataka utvrdeno je da svi promatrani parametri (vrsta alge, otapalo
i vrsta tretmana) te njihove kombinacije imaju statisti¢ki znacajan utjecaj na degradaciju alge
(p <£0,05). Rezultati pokazuju da je stupanj degradacije alge C. barbata nesto manji (65,11 %)
od F. virsoides ¢iji % DA iznosi 66,77 %. Opcenito je pozeljno da degradacija alge pri
ekstrakciji bude $to manja pa je u ovom sluc¢aju rezultat postignut kod alge F. virsoides manje
pozeljan. Dobiveni rezultati su prema vrijednostima priblizno jednaki rezultatima istrazivanja
Rodriguez-Jasso i sur. (2012) koji su provodili ekstrakciju sulfatnih polisaharida alge Fucus
vesiculosus pomocu autohidrolize te je % DA nakon 10 minuta pri temperaturi od 180 °C bio
66,32 %.

Vrsta otapala ima utjecaj na stupanj degradacije alge pa je vidljivo da 0,1 M HCI ima
statisticki manji % DA (63,86 %) od vode ¢iji postotak degradacije alge iznosi 68,02 %. 1z
navedenog proizlazi da je 0,1 M HCI pogodnije otapalo jer uzrokuje manju degradaciju alge.

Statisti¢ki znacajna razlika postoji i izmedu primijenjenih tretmana pa najmanju degradaciju
alge pokazuje konvencionalna ekstrakcija, slijedi primjena samo ultrazvuka, zatim tretman
ultrazvukom od 15 minuta, dok je najveci stupanj degradacije alge kod upotrebe ultrazvuka od
5 minuta. Vidljivo je da konvencionalna ekstrakcija pokazuje izrazito manji % DA, tek 49,60
%, u odnosu na sve tretmane ultrazvukom, dok je upotrebom samo ultrazvuka zabiljezeno 68,79
%. Takoder, vidljiva je mala razlika izmedu svih tretmana u kojima je koriSten ultrazvuk pa se

moze pretpostaviti da je pojava kavitacije uzrokovala ve¢i stupanj degradacije alge.
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Kombinirani utjecaj vrste alge i otapala na degradaciju alge pokazuje da je kod alge F.
virsoides ve¢i % DA postignut primjenom vode kao otapala dok je kod alge C. barbata veci %
DA postignut primjenom 0,1 M HCI. Nadalje, vidljivo je i da otapalo za ekstrakciju s kojim
pojedina alga pokazuje najveéi prinos polisaharida, ujedno uzrokuje i najve¢u degradaciju alge.
Promatraju¢i kombinaciju vrste alge i vrste tretmana kao parametre koji utjeCu na % DA,
primjecuje se isti trend kod obje alge: konvencionalna ekstrakcija pokazuje najmanju
degradaciju, slijedi upotreba samo tretmana ultrazvukom, zatim predtretman ultrazvukom od
15 minuta i konac¢no predtretman ultrazvukom od 5 minuta koji izaziva najveéi stupanj
degradacije alge. Neovisno koje eckstrakcijsko otapalo je koriSteno, najmanji stupanj

degradacije alge postignut je konvencionalnom metodom.

43. UTJECAJ RAZLICITIH PARAMETARA NA KONCENTRACIJU
SULFATNIH GRUPA

Svi promatrani parametri, osim kombinacije vrste alge i otapala, pokazuju statisticki
znacajni utjecaj (p < 0,05) na koncentraciju sulfatnih grupa. Poznato je da sulfatne grupe imaju
izrazitu biolosku aktivnost i pokazuju svojstva antikoagulansa (Haroun-Bouhedja i sur., 2000),
antioksidansa (Wang i sur., 2010) te mogu ublaziti simptome osoba oboljelih od HIV-a
(Schaeffer i Krylov, 2000). Takoder, sulfatne grupe doprinose sposobnosti polisaharida za

doniranje vodika na nacin da aktiviraju vodikov atom anomernog ugljika (Wang i sur., 2010).

Promatrajudi utjecaj vrste alge na koncentraciju sulfatnih grupa, pokazalo se da C. barbata
ima 0,40 g g™ sto je vise od alge F. virsoides ¢ija koncentracija sulfatnih grupa iznosi 0,27 g
gl. Prema dosadasnjim istrazivanjima, koli¢ina sulfatnih grupa kod roda Fucus iznosi 9 — 40,3
% (Imbs i sur., 2015; Fletcher i sur., 2017; Rioux i sur., 2007; Rodriguez-Jasso i sur., 2011;
Bilan i sur., 2004). S druge strane, rezultati za algu C. barbata dobiveni ovim istrazivanjem
pokazuju vecu koli¢inu sulfatih grupa u odnosu na ostale alge iz istog roda jer je prema
istrazivanju Hadj Ammar i sur. (2015) utvrdeno da C. sedoides primjerice sadrzi 16,3 %
sulfatnih grupa, C. compressa 16,6 % te C. crinita 15,7 % sulfatnih grupa. Vrsta alge jedan je
od tri klju¢na faktora (uz vrijeme berbe i metodu ekstrakcije) koji utjecu na koli¢inu sulfatnih

grupa (Fletcher i sur., 2017; Ale i Meyer, 2013), §to je potvrdeno i ovim istraZivanjem.

Statisti¢ki znacajna razlika pokazala se i izmedu otapala pa je uz 0,1 M HCI dobiveno vise
sulfatnih grupa (0,35 g g*) u odnosu na vodu koja pokazuje koncentraciju sulfatnih grupa od

0,32 g g* §to je oéekivano, buduéi da kiselina inducira cijepanje sulfatnog estera te se na taj
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nacin oslobada vise sulfatnih grupa (January i sur., 2019). Ovaj rezultat u skladu je s
istrazivanjem Rupérez i sur. (2002) provedenim na F. vesiculosus u kojem je koli¢ina sulfatnih
grupa veca upotrebom 0,1 M HCI na 37 °C u odnosu na ekstrakciju vodom zagrijanom na 60
°C. S druge strane, istrazivanja koja su proveli Liu i sur. (2019) za algu Sargassum fusiforme
te Saravana i sur. (2016) za algu Saccharina japonica pokazala su da ekstrakcija vodom daje

vecu koncentraciju sulfatnih grupa u odnosu na HCI.

Vrsta tretmana takoder utjeCe na koncentraciju sulfatnih grupa te se pokazalo da je
upotrebom samo 30 minutnog tretmana ultrazvukom koli¢ina sulfatnih grupa zna¢ajno manja
od ostalih primijenjenih vrsta tretmana. Slijedi upotreba predtretmana ultrazvukom od 15
minuta, zatim konvencionalna ekstrakcija, dok se najveca koli¢ina sulfatnih grupa postize
upotrebom predtretmana ultrazvukom od 5 minuta. Tretman ultrazvukom od 30 minuta
rezultirao je najmanjom koncentracijom sulfatnih grupa, $to upucuje na to da dulje vrijeme
provodenja tretmana ultrazvukom moze izazvati strukturalne promjene koje ukljucuju i sadrzaj
sulfata. Razlog tome je formiranje i kolaps kavitacijskih mjehuri¢a u tretiranom tekuéem
mediju, Sto dovodi do ireverzibilnih kidanja veza (Yan i sur., 2016). Istrazivanje koje su proveli
Obluchinsksya i sur. (2015) pokazalo je da konvencionalna ekstrakcija etanolom daje manji
udio sulfatnih grupa od ekstrakcije potpomognute ultrazvukom kod alge F. vesiculosus. S druge
strane, istrazivanje Song i sur. (2015) provedeno na sporofilima alge Undaria pinnatifida
pokazalo je da konvencionalna metoda daje viSe sulfatnih grupa od ekstrakcije ultrazvukom u
trajanju od 3 sata, ali manji postotak sulfatnih grupa kod ekstrakcije ultrazvukom od 6 sati i 24

sata.

Iz kombiniranog utjecaja vrste alge i vrste tretmana vidljivo je da se kod obje alge najmanja
koncentracija sulfatnih grupa postize tretiranjem ultrazvukom u trajanju od 30 minuta. Najveca
koncentracija sulfatnih grupa kod alge F. virsoides postize se predtretmanom ultrazvukom od
5 minuta, dok je kod alge C. barbata najveca koncentracija zabiljezena konvencionalnom

ekstrakcijom.

Promatrajuéi utjecaj kombinacije otapala i vrste tretmana, vidljivo je da je ukupno najmanja
koncentracija sulfatnih grupa postignuta kombinacijom vode i ekstrakcijom potpomognutom
ultrazvukom, a najve¢a 5 minutnim predtretmanom ultrazvukom s vodom te konvencionalnom

ekstrakcijom s 0,1 M HCI, izmedu kojih ne postoji statisticki znacajna razlika.
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4.4, UTJECAJ RAZLICITIH PARAMETARA NA KONCENTRACIJU UKUPNIH
UGLJIKOHIDRATA

Statisticki znacajna razlika izmedu promatranih parametara vidljiva je na njihovom utjecaju
na koncentraciju ukupnih ugljikohidrata (p < 0,05). Rezultati prikazani u tablici 4. pokazuju da
F. virsoides ima statisti¢ki znac¢ajno ve¢u koncentraciju ukupnih ugljikohidrata (13,23 mg g})

od alge C. barbata ¢ija koncentracija iznosi 2,77 mg g™.

Otapalo koje je pokazalo mnogo vecu koli¢inu ukupnih ugljikohidrata je 0,1 M HCl s 12,80
mg g, dok voda pokazuje tek 3,20 mg g*. Ovaj rezultat moze se usporediti s istraZivanjem
Hammed 1 sur. (2017) koje je pokazalo da je veca koncentracija ukupnih ugljikohidrata alge

Turbinaria turbinata zabiljezena pri pH 4,5 u odnosu na pH 6 — 8.

Najmanja koncentracija ukupnih ugljikohidrata postignuta je upotrebom predtretmana
ultrazvukom od 15 minuta, dok je najveca koncentracija postignuta upotrebom konvencionalne
ekstrakcije. Upotreba predtretmana ultrazvukom od 5 minuta i upotreba samo ultrazvuka za
ekstrakciju ne pokazuju statisticki znacajnu razliku obzirom na koli¢inu ukupnih ugljikohidrata.
Ovi rezultati u skladu su s istrazivanjem Song i sur. (2015) provedenim na sporofilima alge
Undaria pinnatifida koje je pokazalo da se konvencionalnom ekstrakcijom postize veci
postotak ukupnih ugljikohidrata od ekstrakcije ultrazvukom u trajanju od 3 i 6 sati, ali neznatno
manji od ekstrakcije ultrazvukom u trajanju od 24 sata. Ipak, ovi rezultati ne podudaraju se s
istrazivanjem Okolie i sur. (2019) u kojem je utvrdeno da je postotak ukupnih ugljikohidrata
ve¢i upotrebom ultrazvukom potpomognute ekstrakcije (35 minuta) u odnosu na

konvencionalnu ekstrakciju iz alge Ascophyllum nodosum.

Kombinirani utjecaj vrste alge i otapala pokazuje da je koncentracija ukupnih ugljikohidrata
kod obje alge manja ako se za ekstrakciju upotrebljava voda te da je njihova koncentracija veca
kod alge F. virsoides u odnosu na algu C. barbata u kombinaciji s oba koriStena otapala. Ovi
rezultati su u skladu s istrazivanjem kojeg su proveli Rupérez i sur. (2002) u kojem se pokazalo
da je koncentracija ukupnih ugljikohidrata alge F. vesiculosus niza ako se kao otapalo
upotrebljava voda (18,8 g/100 g) u odnosu na HCI (44,1 g/ 100 g).

Utjecaj vrste alge i tretmana na koncentraciju ukupnih ugljikohidrata pokazuje da su
najmanje koncentracije prisutne kod alge C. barbata tretirane samo ultrazvukom te
predtretmanom ultrazvukom od 5 i 15 minuta izmedu kojih ne postoji statisticki znacajna

razlika. Konvencionalna ekstrakcija daje najvecu koncentraciju ukupnih ugljikohidrata kod

37



obje alge, pri ¢emu konvencionalna ekstrakcija alge F. virsoides pokazuje ukupno najvecu

koncentraciju.

Kombinacija otapala i tretmana ukazuje na to da je najmanja koncentracija ukupnih
ugljikohidrata ostvarena upotrebom vode i predtretmana ultrazvukom od 15 minuta, dok je
najveca koncentracija ostvarena konvencionalnom ekstrakcijom uz 0,1 M HCI. Izmedu ostalih

promatranih parametara postoji statisticki vrlo mala razlika.

45. ANALIZA EKSTRAKTA IZ PREDTRETMANA

Postupak predtretmana koji prethodi ekstrakciji polisaharida proveden je zbog uklanjanja
interferirajucih spojeva kao §to su fenoli i pigmenti. Filtrat dobiven u predtretmanu iskoristen
je za analizu sadrzaja ukupnih fenola i pigmenata u uzorcima algi. Provedenom UV/Vis
spektrofotometrijom dobiveni su rezultati koncentracije ukupnih fenola, klorofila a, klorofila b

te ukupnih karotenoida, $to je prikazano u Tablicama 5. i 6.
4.5.1. Koncentracija ukupnih fenola

Ukupni fenoli odredeni su spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije nastalog
obojenog produkta u rekaciji oksidacije fenolnih skupina dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa.
Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 5., a vidljivo je da je najveca vrijednost dobivena kod
uzorka alge C. barbata s acetonom (21, 58 mg g1), dok je najmanja vrijednost zabiljezena kod
alge F. virsoides s acetonom (3,80 mg g%). Pokazalo se da C. barbata sadrzi veéu koncentraciju
ukupnih fenola bez obzira na odabrano otapalo. Na sadrzaj fenola utjecu razli¢iti ¢imbenici
poput vrste, starosti, veliine, staniSta, dubine, saliniteta, izloZenosti svjetlu te vrijeme
sakupljanja (Generali¢ Mekini¢ i sur., 2019). Takoder, vidljivo je da je otapalo izrazito vazno
za ekstrakciju, buduéi da je za algu C. barbata povoljniji aceton, dok je veca koncentracija

ukupnih fenola kod alge F. virsoides zabiljezena uz etanol.
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Tablica 5. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije ukupnih fenola (mg g*)

u ekstraktima iz razlicitih faza predtretmana

UKUPNI
ALGA OTAPALO
FENOLI £ S.D.
C. BARBATA aceton 21,58+0,13
C. BARBATA etanol 14,17+0,14
F. VIRSOIDES aceton 3,80+0,04
F. VIRSOIDES etanol 5,97+0,28

U dosadasnjim istrazivanjima vidljive su velike razlike u koncentraciji ukupnih fenola
u uzorcima smedih algi uz razli¢ita otapala pa su primjerice Tierney i sur. (2013) zabiljezili
vecéu koncentraciju fenola kod alge Ascophyllum nodosum ekstrakcijom acetonom (155,95 mg
PGE g1) u odnosu na ekstrakciju etanolom (66,26 mg PGE g1), dok je alga Fucus spiralis u
istom istrazivanju takoder pokazala vecu koncentraciju fenola u ekstrakciji acetonom (204,40
mg PGE g™) u odnosu na ekstrakciju etanolom (124,30 mg PGE g?). Takoder, Janior i sur.
(2015) te Wang i sur. (2009) potvrdili su da aceton pokazuje najvece prinose ekstrahiranih
fenola najvjerojatnije zbog inhibitornog djelovanja na interakciju tanina i proteina tijekom
ekstrakcije ili ¢ak zbog kidanja vodikovih veza izmedu tanin-protein kompleksa. S druge strane,
istrazivanje koje su proveli Neto i sur. (2018) pokazalo je vecu koncentraciju fenola uz etanol
(56,6 mg GAE g1) u odnosu na ekstrakciju acetonom (39,1 mg GAE g?) kod alge Fucus
vesiculosus. Promatraju¢i dosada$nja istrazivanja na razliitim vrstama alga, razli¢itim
postupkom izvodenja eksperimenta te ekspresije rezultata, teSko je usporediti rezultate
istrazivanja (Generali¢ Mekini¢ i sur., 2019), no vidljivo je da postoji velika povezanost izmedu

sadrzaja fenola i lokalnih okoli$nih ¢imbenika (LOpez i sur., 2011).
4.5.2. Koncentracija pigmenata

Klorofil a, klorofil b te ukupni karotenoidi odredeni su UV/Vis spektrofotometrijom te
je promatran otjecaj razlicitih otapala (acetona i etanola) kod svakog uzorka alge. U svrhu
kvantitativnog odredivanja navedenih pigmenata, koriStene su jednadzbe kojima se olaksalo
razlu¢ivanje pojedinog pigmenta, buduci da oni apsorbiraju svjetlost u regijama spektra koje se

preklapaju.
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Tablica 6. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja klorofila a, klorofila b i ukupnih
karotenoida u ekstraktima dobivenim uz aceton i etanol kao otapala

UKUPNI
KLOROFIL-A KLOROFIL-B
ALGA OTAPALO 4 4 KAROTENOIDI
(mgg™) (mgg~) .
(mgg~)
aceton 0,5503 0,0554 0,2993
C. barbata
etanol 0,3382 0,0996 0,1407
aceton 1,3596 0,0307 0,6629
F. virsoides
etanol 0,6930 0,2453 0,3134

Prema rezultatima prikazanima u Tablici 6., vidljivo je da je kod obje alge veca
koncentracija klorofilaa (za C. barbata 0,5503 mg g%, za F. virsoides 1,3596 mg g™) i ukupnih
karotenoida (za C. barbata 0,2993 mg g, za F. virsoides 0,6629 mg g*) postignuta uz aceton
kao otapalo, dok je veca koncentracija klorofila b zabiljeZena uz etanol (za C. barbata 0,0996
mg g, za F. virsoides 0,2453 mg g?). Budu¢i da je upotreba acetona bila prvi korak u
predtretmanu, moze se pretpostaviti da je to razlog vecoj koncentraciji navedenih ekstrahiranih
spojeva. Takoder, vidljivo je da uz isto otapalo F. virsoides ima vecu koncentraciju svih
pigmenata, osim u slucaju klorofila b uz aceton kao otapalo. Razlike u koncentracijama
pigmenata izrazito su vidljive ukoliko se upotrebljavaju razlicita ekstrakcijska otapala $to bi se
moglo objasniti razlikama u topljivosti pigmenata prema razli¢itim otapalima (Vimala i
Poonghuzhali, 2015).

U istrazivanju Sudhakar i sur. (2013) usporedivao se utjecaj tri vrste otapala (90 % aceton,
100 % aceton te 90 % etanol) na ekstrakciju pigmenata vise vrsta smedih algi. Dobiveni rezultati
pokazali su da je koli¢ina ekstrahiranih pigmenata ve¢a upotrebom 90 % 1 100 % acetona u
odnosu na etanol kod svih promatranih vrsta algi (Sargassum wightii, Sargassum ilicifolium,
Sargassum longifolium, Padina gymnospora, Turbinaria ornate). Warkoyo i Saati (2011)
istrazivali su utjecaj vrste otapala na ekstrakciju morske trave Eucheuma cottoni te su zakljucili
da aceton ekstrahira najveci udio karotenoida u usporedbi s etanolom, §to je u skladu i s ovim
istrazivanjem. Karotenoidi nisu polarne molekule, stoga imaju ve¢i afinitet prema polarnijim
otapalima, u ovom sluc¢aju preme acetonu (Nayek 1 sur., 2014). Aceton pokazuje i visok pik kod
apsorpcije klorofila te se ¢esto koristi kao otapalo za njihovo ispitivanje (Ritchie, 2006), dok je
s druge strane nepovoljno otapalo za ekstrakciju budu¢i da je lako zapaljiv, izaziva iritacije

koze te je opojan u visokim koncentracijama.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja, dobivenih rezultata i provedene rasprave, moze se

zakljuciti sljedece:

1. Vedi prinos polisaharida (% PS) i koncentracija sulfatnih grupa alge C. barbata postignuti
su primjenom konvencionalne ekstrakcije, dok je kod alge F. virsoides predtretman
ultrazvukom u trajanju od 15 minuta rezultirao najveéim % PS, a predtretman u trajanju
od 5 min najveéom koncentracijom sulfatnih grupa. Znacajno veci stupanj degradacije (%
DA) i1 veca koncentracija ukupnih ugljikohidrata, kod obje vrste alge, dobiveni su
primjenom ultrazvuka u odnosu na konvencionalnu ekstrakciju.

2. Primjena 0,1 M HCI kao ekstrakcijskog otapala rezultirala je veéim prinosom
polisaharida, ve¢om koncentracijom sulfatnih grupa, ve¢om koncentracijom ukupnih
ugljikohidrata i manjim stupnjem degradacije alge.

3. Prinos polisaharida alge F. virsoides (8,94 %) ve¢i je od % PS alge C. barbata (5,82 %),
dok je stupanj degradacije alge C. barbata (65,11 %) manji u odnosu na % DA alge F.
virsoides (66,77 %). C. barbata sadrzi 0,40 g g * sulfatnih grupa sto je vise od alge F.
virsoides kod koje koncentracija iznosi 0,27 g g %, dok F. virsoides ima znacajno veéu
koncentraciju ukupnih ugljikohidrata (13,23 mg g ) u odnosu na algu C. barbata (2,77
mgg ™).

4. Analiza sadrzaja ukupnih fenola i pigmenata u filtratima iz predtretmana pokazala je da
C. barbata sadrzi veéu koncentraciju ukupnih fenola, dok F. virsoides sadrzi vecu
koncentraciju ukupnih pigmenata. Koncentracija klorofila a i karotenoida veca je uz
aceton kao otapalo, dok je veca koncentracija klorofila b zabiljeZena uz etanol pa se moze
zakljuciti da je odabir otapala za ekstrakciju ima vazan utjecaj na ekstrakciju ukupnih

fenola i pigmenata u uzorcima algi.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

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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