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1 UVvOD

Prehrambena industrija tijekom proizvodnog procesa stvara znacajne Koli¢ine otpada i
nusprodukata gdje tehnologija voc¢a i povréa zauzima veliki udio. Promatrajuci podatke za
rajCicu kao jednu od najrasirenijih povrtnih kultura, proizvodnja svjeze i procesirane rajcice
konstanto pokazuje porast s ukupnom svjetskom godisnjom proizvodnjom preko 177 milijuna
tona. Upravo povecana stopa industrijske prerade uz nedostatak prikladne infrastrukture i
metoda upravljanja otpadom dovode do gubitaka koji uzrokuju troSak s ekonomske strane,
problem s aspekta zastite okoliSa, ali i nutritivni gubitak (FAOSTAT, 2016).

U posljednje vrijeme se povecao interes za recikliranjem, odnosno ponovnim iskoristavanjem
biootpada hrane izolacijom odredenih komponenti i njihovom direktnom upotrebom u druge
svrhe. Biootpad moze predstavljati bogat izvor nutrijenata i bioloski aktivnih spojeva, a u
sluaju rajcice rijec je, izmedu ostalog, o karotenoidnim spojevima. Medu najzastupljenijima
su likopen i B-karoten, pigmenti koji daju karakteristi¢cnu boju ploda, te je zbog fizikalno-
kemijskih i antioksidativnih svojstava njihova primjena ve¢ Siroko rasprostranjena (Johnson i
Mayer, 2016).

Ovim diplomskim radom ispitana je ucinkovitost izolacije karotenoida iz biootpada kore
susene raj¢ice konvencionalnim metodama ekstrakcije organskim otapalima — grijanjem u
povrat (refluks) i ekstrakcijom po Soxhlet-u. Cilj ovog rada je odrediti otapalo koje rezultira
najve¢om koli¢inom izoliranih karotenoida te nakon kromatografskog prociS¢avanja

ekstrakata karakterizirati izdvojene frakcije IR- spektroskopijom.



2 TEORIJSKI DIO

2.1 BIOOTPAD RAJCICE

Rajcica (Lycopersicon esculentum Mill.) je jednogodisnja biljka s jestivim crvenim okruglim
plodovima (Slika 1). Od davnina ¢ini sastavni dio prehrane ljudi zbog svojih senzorskih i
kulinarskih svojstava. Preradom svjeze rajice nastaju razliciti proizvodi koji se konzumiraju

diljem svijeta: sok, umaci, juhe, pire, ketchup, cijeli suseni plodovi itd.

Slika 1. Plodovi rajcice

Neiskoristeni dijelovi raj¢ice preostali nakon procesiranja, tzv. industrijski biootpad, sastoji se
od kore, sjemenki i male koli¢ine pulpe, sadinjavajuéi sveukupno 1,5 — 5 % pocetne mase
raj¢ice (Del Valle i sur., 2006). Pulpa rajcice je glavna sirovina za dobivanje proizvoda od
rajcice jer se iz nje izdvaja Sok za proizvodnju koncentrata rajcice koji dalje sluzi kao baza za
ostale proizvode. Mala koli¢ina ostataka pulpe nakon procesiranja zna¢i da su uvjeti
proizvodnje bili pogodni za uspjeSnu ekstrakciju soka, Sto znaci i manje otpada. Koli¢ina
ukupnog biootpada rajCice varira, a udjeli kore, sjemenki i pulpe ovise o karakteristikama
sirovog materijala i uvjetima prerade. Premda biootpad nema komercijalnu vrijednost,

potencijal proizlazi iz bogatog sadrzaja nutritivnih tvari (Sagar i sur., 2017).



2.1.1 Nutritivni sastav

Svjeza i preradena rajcica imaju visoku nutritivnu vrijednost zbog sadrzaja vitamina, minerala
i fitokemikalija, od kojih se isti¢u fenolni i karotenoidni spojevi (Savatovic¢ i sur., 2011).
Nedavno je ispitan nutritivni i antioksidativni sastav suhog biootpada raj¢ice. Dobivene su
sliede¢e nutritivne vrijednosti izrazene u g kg* biootpada (Nour i sur., 2018):

> proteini: 176,2 g kg

> masti: 21,9 g kg™

> prehrambena vlakna: 524,4 g kg

> mineralne tvari (pepeo): 42,1 g kg™

Detaljnijom analizom u istom radu utvrdeno je da, od ukupne koli¢ine proteina, esencijalne
aminokiseline iznose 34,2 %, od cega je najveéi udio leucina te lizina i izoleucina.
Nezasi¢enih masnih kiselina ima 77,04 % od ukupnih masnih kiselina, s linolenskom kao
najzastupljenijom. Takoder je potvrdeno da osuseni biootpad rajcice sadrzava znatne koli¢ine
likopena (510,6 mg kgt) i p-karotena (95,6 mg kg?) te tako pruza dobra antioksidativna
svojstva. Prosjecni ukupni sadrzaj fenola iznosi 1229,5 mg ekvivalenta galne kiseline (GAE)
kg™ od kojih su flavonoidi zauzeli 415,3 mg ekvivalenta kvercetina (QE) kg. Elagenska i
klorogenska kiselina su dvije najzastupljenije fenolne kiseline dok su od flavonoida u

najvecem udjelu prisutni rutin i miricetin (Nour i sur., 2018).

Sto se ti¢e sadrzaja nutrijenata unutar pojedinog dijela rajéice, u kori biootpada je prisutna
vecina proteina, prehrambenih vlakana te karotenoida, dok su masti i mineralne tvari prisutne
u sjemenkama (Knoblich i sur., 2005.). Kora i sjemenke su se pokazale bogatijim izvorom

polifenolnih spojeva od pulpe (Albanese i sur., 2014).

Silva i suradnici (2016) su takoder ispitivali sastav biootpada rajcice od Cega je bilo 61,5 %
kore i 38,5 % sjemenki. Prosje¢na vlaznost je iznosila 66,58 + 0, 45 g na 100 g vlazne osnove
Sto zahtijeva suSenje materijala kao pripremu za izolaciju kako bi se olaksala ekstrakcija
odredenih kemijskih spojeva te izbjegle moguce promjene ili razgradnja tijekom skladistenja.
Prosje¢ne priblizne vrijednosti nutrijenata izrazene u gramima na 100 g biootpada
(prehrambena vlakna: 50,74 + 1,30, proteini: 20,91 £+ 0,96, masti: 14,14 + 1,22, mineralne
tvari: 3,60 £ 0,05) su usporedive s onima koje su izmjerili Nour i suradnici (2018) te se moze

potkrijepiti Cinjenica da otpad raj¢ice definitivno ima potencijal kao izvor nutrijenata.



2.2 KAROTENOIDI

Karotenoidni spojevi, zvani jos i tetraterpenoidi, su organski pigmenti topljivi u mastima Kkoji
se nalaze u biljkama, algama i fotosintetskim bakterijama. Daju karakteristi¢énu boju vocu i
povréu, od svijetlo zute preko narancaste do jarko crvene, apsorbirajuci valne duljine 400-550
nm UV/VIS spektra.

2.2.1 Kemijska struktura karotenoida

Postoji vise od 750 poznatih karotenoida koji se, s obzirom na razlike u kemijskoj strukturi,

mogu klasificirati u dvije grupe (Wang, 2014):

e ksantofili koji sadrze kisik kao dio funkcijske skupine, a glavni su predstavnici

zeaksantin, astaksantin i lutein (Slika 2)

JOH

Slika 2. Kemijska struktura ksantofila: a) zeaksantin b) astaksantin, c) lutein

e karoteni koji sadrze samo ugljikovodi¢ni lanac bez funkcijske skupine, a glavni

predstavnici su likopen i f-karoten (Slika 3).



b)

Slika 3. Kemijska struktura karotena: a) likopen, b) f-karoten

Osnovna kemijska struktura karotenoida je bazirana na osam izoprenskih jedinica, odnosno to
su tetraterpeni, s konjugiranim dvostrukim vezama u ugljikovodiénom lancu. S obzirom na to
imaju li prsten(e) na krajevima lanca, mogu se dijeliti na acikli¢ke, monociklicke i biciklicke
karotenoide. Brojne su modifikacije koje dovode do postojanja karotenoida razli¢ite kemijske
strukture (ugljikovodici, alkoholi, eteri, aldehidi, ketoni, karboksilne kiseling, ...), no svima je
zajednicki polienski lanac kao centralni dio molekule $to ih ¢ini hidrofobnim spojevima.
Njihova svojstva proizlaze iz kemijske strukture, sto utjece i na kemijsku reaktivnost.
Osjetljivi su na toplinu, svjetlo, prisutnost kisika, kisele i luznate uvjete (Ishida i Bartley,
2009). U prirodi se nalaze u stabilnom trans-izomernom obliku, ali u prisutnosti osjetljivih
¢imbenika mogu lako izomerizirati. Zbog posjedovanja konjugiranih dvostrukih veza, imaju
sposobnost prijenosa elektrona u molekuli. Delokalizacija elektrona utjeée na to da lako
stupaju u kemijske reakcije jer im je potrebna niska energetska vrijednost za pobudivanje. To
karotenoide svrstava u skupinu antioksidansa koji imaju zastitnu funkciju u sprje¢avanju

oksidacije.

2.2.2 Karotenoidi u rajcici

Svjeza rajCica sadrzi velike koli¢ine karotenoida: oko 5,1 — 6,3 mg na 100 g mase svjeze
raj¢ice. Udio karotenoida je uvjetovan genotipom i uvjetima kultivacije, a sastav varira ovisno
i 0 kojem dijelu biljke se radi (Regal i sur., 2014). Likopen je glavni karotenoid rajcice koji

¢ini 80 - 90 % sadrzaja ukupnih karotenoida i ujedno je pigment odgovoran za intenzivnu



crvenu boju ploda te se zrenjem ploda njegova koncentracija povecava. Drugi najzastupljeniji
karotenoid je B-karoten. Osim navedena dva predstavnika karotena, prisutni su i drugi
predstavnici skupine karotenoida: fitoeni (5,3 %), fitoflueni (2,8 %), a-karoten (3,7 %), lutein

(2,0 %), a mogu se naci i male koli¢ine drugih ksantofila (~2 %) (Calvo i sur., 2007).

2.2.3 Bioloski uéinci karotenoida

Zastitni ucinak karotenoida proizlazi iz sposobnosti ponasanja kao antioksidansa — ‘hvataju’
slobodne radikale, sprjecavaju inicijaciju lanc¢ane reakcije oksidacije i inhibiraju istu, te imaju
vaznu ulogu u zastiti tkiva od fotooksidacije izazvane UV zraCenjem. Likopen privlaci
pozornost svojim zdravstvenim dobrobitima budu¢i da ima antioksidativni kapacitet
dvostruko ve¢i od P-karotena. Ve¢ je dokazano da likopen sprjeCava oksidaciju LDL-
kolesterola (low-density lipoprotein), Sto znaci da se povecanim prehrambenim unosom
likopena moze smanjiti rizik od razvoja kroni¢nih bolesti poput kardiovaskularnih bolesti
(Palozza i sur., 2012). Ispitivanjem djelovanja likopena u raj¢ici naspram cistog likopena,
potvrdeno je da rajCica, osusena i samljevena u prah, koja sadrzi istu koli¢inu likopena kao i
ekstrahirani Cisti likopen, ima znacajno veéi preventivni utjecaj na lipidnu peroksidaciju od
cistog likopena te se Cini da postoji utjecaj i ha smanjenje jetrenih triglicerida (Alshatwi i sur.,
2010).

Osim antioksidativnog, karotenoidi imaju i antikancerogeno djelovanje. Likopen djeluje na
sprjeCavanje rasta tumorskih stanica in vivo i in vitro te smanjuje rizik od raka prostate
(Johnson i Mayer, 2016). | drugi karotenoidi djeluju preventivno na pojavu raka, ali nije
zanemariva iznimna c¢injenica povecane incidencije raka plu¢a kod pusaca koji su uzimali
suplemente B-karotena (Goralczyk, 2009).

B-karoten djeluje kao antioksidans, ali ima i dodatnu funkciju koju dijeli sa a-karotenom i -
kriptoksantinom. Oni se ubrajaju u karotenoide s provitaminskom aktivno$¢u koji se nazivaju
jos i provitamini A jer sluze kao prekursori za sintezu vitamina A (retinola). Retinol ili
bioloski aktivna forma retinoi¢na kiselina utjece na odrzavanje funkcije vida, normalan rast i
razvoj te modulaciju imunoloskog odgovora. U funkciji vida ulogu jos imaju lutein i
zeaksantin, pigmenti smjesteni unutar makule, centralnog dijela retine oka. Ve¢ duze vrijeme
je poznata njihova uloga u sprjeCavanju makularne degeneracije te potencijalno i drugih

bolesti oka poput katarakte, dijabeticke retinopatije ili retinopatije nedonoscadi (Eisenhauer,



2017). Apsorbirajuci plavo svjetlo i time smanjujuci koli¢inu svjetlosti nize valne duljine koja
dopire do kriti¢nih dijelova oka, Stite od oksidativnih oSte¢enja u vanjskim fotoreceptorima.

No, prema najnovijim istrazivanjima, astaksantin ima viSestruko snaznije antioksidativno
djelovanje od P-karotena i likopena te spada medu najsnaznije prirodne antioksidanse.
Pospjesuje funkciju imunoloSkog sustava poti¢uci proizvodnju T-stanica i otpuStanje citokina

te moze zastititi molekulu DNA od oksidativnih o$tecenja (Davinelli, 2018).

S ciljem poboljsanja zdravlja, postoji moguénost uzimanja pojedina¢nih karotenoida kao
dodataka prehrani. Nedavno je provedeno eksperimentalno istrazivanje kako bi se ispitao
utjecaj suplementacije suhe kore raj¢ice na zdravstvena stanja miseva kojima je prehrana bila
bogata zasi¢enim masnim kiselinama i kolesterolom. Problemi koji se javljaju kod takve
prehrane su aterogenska dislipidemija, steatoza i upala jetre, inzulinska rezistencija te
intolerancija na glukozu. Suplementacija je rezultirala pove¢anom koncentracijom likopena u
plazmi i smanjenjem razvoja pokazatelja metabolickog sindroma, bez posebne ovisnosti o

dozi, te je potvrden i povoljan utjecaj na inzulinsku rezistenciju (Zidani i sur., 2017).

2.3 UPOTREBA KAROTENOIDA 1Z BIOOTPADA RAJCICE

Karotenoidi se najvise koriste kao prenhrambeni aditivi - bojila (Gowe, 2015) te kao sastavna
komponenta funkcionalne hrane, farmaceutskih i kozmetic¢kih proizvoda. Mogu se sintetizirati
u kemijskom laboratoriju, ali isto tako putem recikliranja iz biootpada mogu biti iskoriSteni za
obogacivanje i proizvodnju funkcionalne hrane kao i za dodavanje u sto¢nu hranu (Pinela i

sur., 2017) (Slika 4).

Upotrebljivost biootpada raj¢ice se moze povecati razvojem okoliSno prihvatljivih tehnologija
koje bi rezultirale novim sastojcima hrane ili novim proizvodima. Istrazena je mogucnost
upotrebe biootpada kod proizvodnje mikrobne biomase termofilnih i halofilnih sojeva,
proizvodnje enzima i biopolimera te dobivanja antioksidativnih i antibakterijskih hidrolizata u
fermentativnom sustavu (Di Donato, 2011). Tretiranjem kore rajéice s enzimima Kkoji
razgraduju stijenku stanice za laksu ekstrakciju, uspjesno je provedeno dobivanje oleorezina i

ulja obogacenog likopenom (Zuorro i sur., 2014).
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Slika 4. Shematski prikaz dobivanja karotenoida iz biootpada i njihova upotreba

Neki autori (Calvo i sur., 2008; Garcia i sur., 2009) su istrazivali moguénost ugradivanja
susenog i samljevenog praha biootpada rajcice direktno u hranu ili prehrambene proizvode s
ciljem razvoja nove hrane obogacene bioaktivnim komponentama, tzv. funkcionalne hrane
koja ima dokazan povoljan utjecaj na zdravlje. Pri tome najveéi znacaj ima antioksidativni
u¢inak karotenoida, a drugi razlozi dodatka karotenoida u hranu su povezani s njihovim
utjecajima na svojstva namirnica (primjerice, dobro poznato svojstvo Zutog/ narancastog/

crvenog obojenja).

Nakon $to su Calvo 1 sur. (2008) razvili suhe fermentirane kobasice obogacene likopenom
dodatkom suhe kore rajéice u mesnu mjeSavinu s ciljem obogadivanja mesnih proizvoda
antioksidansima, Garcia i sur. (2009) su istrazili utjecaj direktnog dodavanja suhe kore raj¢ice
u sirovo i kuhano june¢e meso hamburgera. Dodatak od 4,5 % suhe kore je pokazao dobru
prihvatljivost Sto se tice senzorskih i fizikalno-kemijskih svojstava te zadrzanu koli¢inu

likopena od 4,9 mg na 100 g kuhanog mesa.

Kao jos jedan alternativni pristup funkcionalnoj hrani, provedeno je istrazivanje 0 utjecajima
dodatka osusenog biootpada rajc¢ice na fizikalno-kemijska i senzorska svojstva te svojstva

pecenja pSenicnog kruha. Opazeno je poveCanje vlaznosti i elastiCnosti, a Smanjenje



specificnog volumena i poroznosti krusnih mrvica. Dodatak od 6 % biootpada u pSeni¢no
brasno je rezultirao kruhom dobrih senzorskih svojstava, dok je povecanjem udjela do 10 %

kruh bio op¢enito manje prihvatljivosti (Nour i sur., 2015).

Kako bi se poboljsala zastita od lipidne peroksidacije, predlozeno je i obogacivanje manje
jestivih ulja karotenoidima direktnim dodavanjem kore rajc¢ice. U tehnologiji ulja i masti za
cuvanje proizvoda od lipidne peroksidacije u primjeni su sintetski antioksidansi, poput BHT
(butilhidroksitoluen), BHA (butilhidroksianisol), TBHQ (tercbutilhidrokinon), no zbog
mogucih zdravstvenih rizika tezi se upotrebi prirodnih antioksidansa koji se mogu dobiti iz
nusprodukata industrijske proizvodnje (Robles-Ramirez i sur. 2016). Uz prethodno potvrdenu
antioksidativnu aktivnost metanolnog ekstrakta biootpada kore raj¢ice dodanog u
suncokretovo ulje (Rizk i sur., 2014), istrazena je i u¢inkovitost sprjecavanja oksidacije ulja
uljane repice (kanola ulje) (Robles-Ramirez i sur., 2016). Usporedba je izvedena izmedu ulja
s dodanim etanolnim ekstraktima biootpada raj¢ice u razlicitim koncentracijama te sintetskim
BHT naspram rafiniranog ulja bez antioksidansa. Odredivanjem oksidativne stabilnosti
utvrdilo se da ekstrakt biootpada rajc¢ice zbog prisutnosti karotenoida moze biti koristen kao

prirodni atioksidativni aditiv za zastitu biljnih ulja i dobra zamjena sintetskom antioksidansu.

Biootpad bi mogao posluziti u odrzivoj proizvodnji novih polisaharida s antioksidativnom
aktivno$cu i sa sposobnos$cu formiranja biofilmova (Tommonaro i sur., 2008). U usporedbi s
jestivim biofilmovima koji sadrze komercijalni B-karoten, oni biofilmovi u koje je ugraden
biootpad kore raj¢ice su pokazali isti stupanj degradacije karotenoida od 32 % nakon
jednomjesec¢nog skladiStenja, §to potvrduje mogucu upotrebu biootpada kao izvora prirodnih

antioksidansa (Gomez-Estaca i sur., 2015).

24 METODE EKSTRAKCIJE KAROTENOIDA

Ekstrakcijski proces se odnosi na prijenos tvari iz krute ili tekuée faze u neko otapalo; pritom
se otapalo ne smije mijeSati s tom fazom, odnosno Zeljena tvar treba u njemu biti topljivija

nego u polaznoj fazi (Rapi¢, 2008).

Posljednjih godina istrazivanja su se bavila temom ekstrakcije karotenoida upravo iz

biootpada raj¢ice (Lucini i sur., 2012; Nikolova i sur., 2014). Opcenito, izolacija spojeva iz



kompleksnog sastava hrane nije lagana jer brojne fizikalne i kemijske barijere prisutne u
namirnici sprjecavaju prijenos mase tijekom ekstrakcijskog procesa. Prisutnost razli¢itih
tipova karotenoidnih spojeva s razli¢itom polarnosti u razli¢itim dijelovima namirnice takoder
otezava njihovu ekstrakciju. Uz to, potrebno je ograniciti izlaganje toplini, svjetlu, kiselinama
te produljenom ekstrakcijskom vremenu zbog osjetljivosti karotenoida i njihove moguce

razgradnje.

Iz navedenih razloga nema opce prihvacene ili standardne metode za izolaciju karotenoida, no
pokuSavaju se razviti metode s ciljem olakSavanja iste. Metode za ekstrakciju karotenoida iz

prirodnih izvora dijele se na pet glavnih kategorija (Saini i Keum, 2018):

1. ekstrakcija otapalom - po Soxhletu, maceracijom, potpomognuta mikrovalovima ili
ultrazvukom

ubrzana ekstrakcija otapalom, poznata i kao ekstrakcija pod visokim tlakom
ekstrakcija uz pulsirajuce elektri¢no polje

ekstrakcija suprekritiénim fluidom (superkriti¢ni ugljikov dioksid)

o > N

ekstrakcija uz uporabu enzima.

Zbog hidrofobne prirode karotenoida, najéeS¢e se koristi klasicna metoda ekstrakcije
organskim otapalima, a za biootpad rajéice koristeno je refluksiranje i ekstrakcija po Soxhletu
(Staj¢i¢ 1 sur.,, 2014). Uglavhom se nepolarna otapala poput heksana, petrol-etera,
tetrahidrofurana koriste za izolaciju nepolarnih karotena ili esterificiranih ksantofila, dok su
polarna otapala poput acetona, etanola i etil-acetata prikladnija za izolaciju polarnih
karotenoida. Nedostatci ove metode ekstrakcije su: potrosnja vece koliCine otapala visoke
Cisto¢e, vremenski dugo traje, a mogu¢ je raspad spojeva osjetljivih na toplinu i1 svjetlo
tijekom ekstrakcijskog procesa. Upravo zbog toga se pokusava optimizirati ekstrakcijske
uvjete ovisno o materijalu iz kojeg se zele izolirati karotenoidi, a neki od tih uvjeta su: vrsta
otapala, vrijeme trajanja, temperatura procesa, broj ponavljanih ekstrakcija, omjer uzorka i

otapala, veli¢ina Cestica poCetnog materijala.

Odabir otapala uglavnom se smatra najvaznijim faktorom kod ekstrakcije, a ucinkovitost
ekstrakcije je ovisna o tipu otapala i njegovoj polarnosti (Strati i sur., 2014). Ono bi trebalo
otopiti ciljane komponente u dovoljno velikim koli¢inama, a istovremeno ne bi trebalo otopiti

nezeljene spojeve 1 necistoce.
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Budu¢i da se izolirani spojevi veéinom zele primijeniti u hrani, izabrano otapalo treba

zadovoljiti sljedece zahtjeve (Galanakis, 2015):

= jeftin, lako dostupan u prehrambenoj industriji

= ima GRAS status (‘generally recognized as safe’)
= pogodan za ponovnu upotrebu

= inhibira enzimsku aktivnost gdje je potrebno

= inhibira oksidaciju i Cuva funkcionalna svojstva Zeljenih spojeva.

Dosad je provedeno nekoliko istrazivanja koristeci razlicita otapala i/ili smjese kako bi se
ispitao udio karotenoida koji je moguce dobiti ekstrakcijom iz biootpada raj¢ice. Lucini i sur.
(2012) dokazali su da je etil-acetat najpogodnije otapalo za izolaciju P-karotena, a
diklormetan za ostale karotenoide. Etil-acetat i smjesa otapala cikloheksan/ etil-acetat su
izabrani za ekstrakciju zbog manje toksi¢nosti od diklormetana. U njihovom su radu
detektirane znacajne koncentracije likopena do trece ponovljene ekstrakcije, dok su
koncentracije p-karotena bile mjerljive do druge ponovljene ekstrakcije.

Sli¢no tome, Strati i Oreopoulou (2011a) su svojim radom otkrili da smjesa otapala heksan/
etil-acetat u omjeru 45 : 55 daje najveci prinos karotenoida iz biootpada rajcice, a kombinacija
heksana s etil-acetatom ili etanolom se pokazala boljom nego ¢ista otapala individualno.
Drugim njihovim istrazivanjem (Strati i Oreopoulou, 2011b) najveéi postotak izdvojenog
likopena i B-karotena je dobiven koristenjem nepolarnog heksana i heksan/ etanol ekstrakta,
dok je najveéi postotak polarnog karotenoida luteina ocekivano dobiven u etanolnom
ekstraktu.

U radu Nikolove i sur. (2014) aceton se pokazao pogodnijim otapalom za ekstrakciju
karotenoida iz susene kore raj¢ice od ¢istog heksana i smjese heksan/ aceton/ etanol (50 : 25 :
25), vjerovatno zbog boljeg otapanja karotenoida i njihovog prijenosa iz biljnih stanica u
otapalo. Isto tako, Robles-Ramirez i sur. (2016) mjerenjem ukupnog sadrzaja karotenoida i
ispitivanjem razlicitih otapala, aceton se pokazao najucinkovitijim za ekstrakciju karotenoida
kojima je kasnije mjerena antioksidativna aktivnost. Istrazivanjem ekstrakcijskih parametara,
Ranveer i sur. (2013) su dobili najvecu koli¢inu likopena izvodenjem ekstrakcije sa Smjesom
tri razlicita otapala, heksan/ aceton/ etanol, no pocetni biootpad se sastojao od svih dijelova

rajéice, ne samo kore. Ovisno o polarnosti karotenoida bira se i otapalo prikladne polarnosti.
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Danas postoje nove opcije u izboru otapala od kojih se najvise izdvaja etil-laktat, a spominje

se i D-limonen kao prirodnija alternativa (Fritsch i sur., 2017).

2.4.1 Grijanje u povrat ili refluksiranje

Refluksiranje ili grijanje u povrat je metoda kojom se provodi ekstrakcija krutina. Kuhanjem
otapala u kojem se nalazi ¢vrsti uzorak, trazena komponenta se oslobada i prelazi u otapalo
zbog prodiranja otapala unutar ¢estica uzorka. Uzorak i otapalo se nalaze u tikvici s okruglim

dnom na koju se postavi povratno vodeno hladilo (Slika 5).

_~kuglice za vrenje

azbesin g mretica

Slika 5. Refluksiranje ili grijanje u povrat

Za jednoli¢no vrenje pri refluksiranju, u okruglu tikvicu se prije pocetka zagrijavanja ubacuju
kamenci¢i za vrenje. MjeSavina se zagrije na temperaturu vreliSta otapala i refluksira
odredeno vrijeme, odnosno pare otapala izlaze iz tikvice do hladila, a kondenzat para lagano
kapi natrag dolje u otapalo. Na kraju se topljiva tvar ekstrahira iz krutine bez prevelike

potro$nje otapala. No, nuzna je dekantacija ili filtracija nakon ekstrakcije (James, 1995).
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2.4.2 Ekstrakcija po Soxhlet-u

Ekstrakcija po Soxhlet-u takoder podrazumijeva ekstrakciju otapalom, ali aparatura je malo
naprednija od aparature za refluksiranje (Slika 6). Izmedu povratnog vodenog hladila i tikvice
s okruglim dnom koja sadrzi otapalo nalazi se Soxhlet ekstraktor. On sadrzi cilindar gdje se
smjesti uzorak u krutom stanju koji se treba ekstrahirati. Otapalo se zagrije do tocke vrenja te
isparava. Para putuje kroz cijev ekstraktora, dolazi do hladila te kondenzat lagano kapa natrag
u kruti uzorak. Otapalo ispuni cilindar gdje se nalazi uzorak dok se istovremeno topljive tvari
ekstrahiraju u otapalu. Kad se cilindar skoro skroz napuni volumenom otapala, otapalo sa
ekstraktom prolazi natrag u tikvicu kroz sifonsku cijev. Proces se ponavlja kroz cikluse i
ekstrakt se akumulira u tikvici (James, 1995).

hiadilo

posuda za ekstrakciju

:e.’aT

sifon

tikvica s otapalom
2a eksirakciju

Slika 6. Ekstrakcija po Soxhlet-u

2.5 METODA KARAKTERIZACIJE EKSTRAKATA

2.5.1 Infracrvena (IR) spektroskopija

Infracrvena (IR) spektroskopija je instrumentalna metoda za detekciju, odnosno identifikaciju

funkcijskih skupina prisutnih u molekuli. Zracenje u infracrvenom podruéju odgovara energiji
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koja izaziva molekulske vibracije. Uzorak izlozen zrafenju apsorbira svjetlo ¢ija se
frekvencija podudara s frekvencijom vibracije veze u molekuli. Energije rasteznih vibracija
organskih molekula odgovaraju infracrvenom zracenju s valnim brojevima izmedu 4000 i
1200 cm™. Infracrveni spektar prikazuje karakteristi¢ne vrpce funkcionalnih skupina u toéno
unaprijed definiranim podruc¢jima valnih brojeva, prilikom ¢ega je na apscisi uvijek valni broj
(cm™), a na ordinati apsorbancija (%).

Podruéje frekvencije u IR-spektru ispod 1600 cm? sadrzi velik broj vrpci. Uz malo
karakteristi¢nih rasteznih vibracija pojedinih veza, tu su i brojne vrpce koje odgovaraju
deformacijskim vibracijama molekule te nekim slozenim vibracijama. Taj dio spektra je
karakteristi¢an za odredeni spoj, pa se naziva i podrucje “otiska prsta”. Vrpce karakteristicne
za organske molekule javljaju se u podru¢ju 3300 - 2800 cm™ &to se pripisuje rasteznim
frekvencijama C-H veza. Vrpce koje se javljaju u podrugju 3600 - 3200 cm? su
karakteristicne za hidroksilne skupine alkohola, a ukoliko je hidroksilna skupina dio
karboksilne kiseline javlja se kao vrlo §iroka vrpca u podru&ju 3600 - 2500 cm™. Aromatski
spojevi obi¢no daju niz vrpci izmedu 1600 i 1400 cm™, a vrpce u podruéju 900 - 700 cm™ se

Cesto primjenjuju za utvrdivanje nacina supstitucije na aromatskom prstenu (Pine, 1994).
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI

S ciljem izolacije karotenoida inaCe prisutnih u svjezoj rajcici, kao polazni materijal se
koristio biootpad kore suSene rajcice. Za potrebe ovog diplomskog rada, uzorak je u
samljevenom obliku nabavljen iz Laboratorija za analiticCku kemiju, Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (Slika 7).

=

Slika 7. KoriSteni biootpad kore suSene rajcice

Koristena otapala su destilirana prije upotrebe u ekstrakcijama: aceton (C3HgO), diklormetan
(CH2ClI), etanol (C2He0O), etil-acetat (CsHgO2), heksan (CsH14), petrol-eter. Ostali kupovni

reagensi i kemikalije su koriSteni bez proc¢is¢avanja.

3.2 METODE

Uzorci su procis€eni preparativnom tankoslojnom kromatografijom na ploCama sa
silikagelom (,,Merck®, Kiselgel 60 HF2s4) te kolonskom kromatografijom, uporabom smjese
otapala diklormetan/ metanol kao eluensa.

Za bolju detekciju razdvojenih komponenata koriStena je UV- lampa pri valnoj duljini od 240

nm.

Snimljeni su IR-spektri razdvojenih frakcija kao otopine diklormetana, osim nekoliko krutih
uzoraka koji su naneseni na KBr pastile, na IR-spektrofotometru (Bomem MB 100 mid FT).
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Tumacenje spektroskopskih oznaka i kratica:
IR-spektri: v = rastezanje (stretching), 6 = deformacije (bending), j. = jaka vrpca, sr. = srednja

vrpca, sl. = slaba, $. = Siroka vrpca.

3.2.1 Ekstrakcija karotenoida

Za izolaciju karotenoida koristene su metode ekstrakcije grijanje u povrat ili refluks (Metoda
A) i ekstrakcije po Soxhlet-u (Metoda B). Nakon izolacije provedena je ekstrakcija tekuce-
tekuce u lijevku za odjeljivanje i uparavanje ekstrakta radi mjerenja dobivene mase uzorka.
Ekstrakcija je provedena uporabom Sest otapala razli¢ite polarnosti: 1. diklormetan, 2. aceton,
3. etanol, 4. etil-acetat, 5. heksan i 6. petrol-eter, te dvije smjese otapala: 7. heksan/ aceton
(1:1) i 8. heksan/ etil-acetat (1:1).

Svaka je metoda ponovljena dva puta s istim koriStenim otapalom/ smjesom otapala i pri istim
ekstrakcijskim uvjetima. Dobiveni uzorci su oznac¢eni prema koriStenoj metodi slovima A ili
B, prema koriStenom otapalu brojevima 1-8 i prema tome radi li se o prvoj ili drugoj

ekstrakciji brojevnim nastavcima -1 ili -2 (Tablica 1.).

Tablica 1. Oznake dobivenih uzoraka

Oznaka izoliranog uzorka

Metoda A Metoda B
Otapalo 1. ekstrakcija = 2.ekstrakcija = 1.ekstrakcija = 2. ekstrakcija

Diklormetan Al-1 / B1-1 /

Aceton A2-1 A2-2 B2-1 B2-2
Etanol A3-1 A3-2 B3-1 B3-2
Etil-acetat A4-1 A4-2 B4-1 B4-2
Heksan A5-1 A5-2 B5-1 B5-2
Petrol-eter A6-1 AB-2 B6-1 B6-2
Heksan/ aceton (1:1) A7-1 AT-2 B7-1 B7-2
Heksan/ etil-acetat (1:1) A8-1 A8-2 B8-1 B8-2
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Preliminarno se kao otapalo ispitao diklormetan metodom A i metodom B. Biootpad kore
susene rajCice mase 5 g s dodanih 75 mL diklormetana (biootpad : otapalo = 1 : 15)
zagrijavao se 1 sat. Nakon ekstrakcije tekuée-tekuée i uparavanja dobivena je masa izoliranog
uzorka refluksiranjem (Al-1), odnosno ekstrakcijom po Soxhlet-u (B1-1) i snimljen IR-
spektar prvog ekstrakta (Al-1).

IR- spektar Al-1: vmax/ cm™ (CH2Clp): 2920 (j., C-H), 2858 (sr., C=C), 1711 (sr., C=0),
1461, 1371 (sl., CH2), 1023 (sl., C-O, C-C), 748, 716, 603.

3.2.1.1 Metoda A: Grijanje u povrat ili refluksiranje

Masa biootpada kore suSene rajcice od 15 g se odvaZe na tehnickoj vagi, prebaci u tikvicu s
okruglim dnom te se doda 150 mL ¢istog otapala (biootpad : otapalo = 1 : 10). U tikvicu se
ubace kamenci¢i za vrenje 1 postavi se aparatura za refluksiranje (Slika 8). Temperatura se
namjesti na temperaturu vreli§ta koriStenog otapala uz konstantan refluks. Refluksiranje se
provodi tijekom dva sata. Dobiveni se ekstrakt razli¢itog intenziteta Zuto-narancaste boje,
ovisno o otapalu, ohladi i filtirira preko Biichnerovog lijevka. Filtrat se potom izmucka u
lijevku za odjeljivanje (vidi odlomak 3.2.1.2. FEkstrakcija tekuce-tekuce) te upari na
rotacijskom vakuum uparivacu u prethodno izvaganu tikvicu s okruglim dnom. Na analitickoj
vagi se izvaze masa tikvice S uzorkom te se oduzimanjem mase prazne tikvice dobije masa

izoliranog uzorka (Tablica 2.).

’miu- -
‘ \l ' o

Slika 8. Koristena aparatura za refluksiranje
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Za potrebe druge ekstrakcije, nakon odsisavanja preko Biichnerovog lijevka, preostali talog se
ispere koriStenim otapalom i satuva za ponovnu upotrebu. Ponovi se identi¢an prethodno
opisani postupak, pocevsi od prebacivanja taloga u novih 150 mL istog otapala uz

refluksiranje dva sata do konacnog izraCunavanja mase izoliranih komponenti (Tablica 3.).

Prilikom refluksiranja u dvjema smjesama otapala, dakle heksan : aceton = 1 : 1 i heksan :
etil-acetat = 1 : 1, koristeno je 10 g biootpada kore susene raj¢ice i 100 mL smjese otapala (50
mL heksana i 50 mL acetona, odnosno 50 mL heksana i 50 mL etil-acetata) ¢ime je zadrzan
omjer biootpad : otapalo = 1 : 10. Postupak se provodi na opisani nacin za uporabu ¢istog

otapala.

Tablica 2. Mase ekstrakata dobivene metodom A nakon prve ekstrakcije

Uzorak Otapalo Masa (mg)
Al-1 Diklormetan 113,7
A2-1 Aceton 389,4
A3-1 Etanol 464,6
A4-1 Etil-acetat 328,5
A5-1 Heksan 1245
A6-1 Petrol-eter 239,6
A7-1 Heksan/ aceton (1:1) 172,0
A8-1 Heksan/ etil-acetat (1:1) 237,8

Tablica 3. Mase ekstrakata dobivene metodom A nakon druge ekstrakcije

Uzorak Otapalo Masa (mg)
A2-2 Aceton 186,2
A3-2 Etanol 97,1
A4-2 Etil-acetat 105,0
A5-2 Heksan 53,1
AB-2 Petrol-eter 54,3
AT7-2 Heksan/ aceton (1:1) 77,6
A8-2 Heksan/ etil-acetat (1:1) 117,5
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3.2.1.2 Ekstrakcija tekuce-tekuce

Prije uparavanja, provodi se ekstrakcija tekuce-tekuce S§to znaci da se filtrat izmuckava u
lijevku za odjeljivanje s destiliranom vodom (Slika 9). Kad se slojevi odvoje, donji organski
sloj se ispusti u postavljenu tikvicu i izmuckavanje se ponovi tri puta. U slu¢aju zamucivanja i
nepostojanja definirane granice izmedu slojeva, dodatak zasi¢ene otopine natrijevog klorida
sluzi za razbistravanje. Potom se sakupljeni organski slojevi prebace u suhu Erlenmeyerovu
tikvicu, osuSe s bezvodnim Na;SOs kratko mijeSajuci te se otopina profiltrira preko lijevka i

komadica vate u tikvicu s okruglim dnom za uparavanje.
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Slika 9. Ekstrakcija tekuée-tekuce (izmuckavanje)

3.2.1.3 Metoda B: Ekstrakcija po Soxhlet-u

Na tehni¢koj vagi odvaze se masa od 5 g biootpada rajéice (Slika 10). U cilindar ekstraktora
stavi se uzorak biootpada prekriven s malo vate s obje strane. Za postizanje istog omjera kao u
postupku refluksiranja (biootpad : otapalo = 1 : 10) doda se 50 mL otapala te se zagrijava dva
dva sata na temperaturi vreliSta otapala. Ekstrahirani uzorak se putem sifonske cjevcice
sakuplja u okruglu tikvicu. Nakon hladenja, ekstrakt se izmucka (vidi odlomak 3.2.1.2.
Ekstrakcija tekuce-tekuce), a daljnji koraci do dobivanja mase uzorka (Tablica 4.) su identi¢ni

onima u postupku refluksiranja.
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b)
Slika 10. Koristena aparatura za ekstrakcije po Soxhlet-u: a) cijela aparatura, b) Soxhlet

kondenzator

Prilikom ekstrakcije po Soxhlet-u smjesama otapala, dakle heksan : aceton =1 : 1 i heksan :
etil -acetat = 1 : 1, koristi se ista koli¢ina od 5 g biootpada kore susene rajcice i 50 mL smjese
otapala (25 mL heksana i 25 mL acetona, odnosno 25 mL heksana i 25 mL etil-acetata).

Daljni postupak je prethodno opisan, isti kao kod koriStenja ¢istog otapala.

Tablica 4. Mase ekstrakata dobivene metodom B nakon prve ekstrakcije

Uzorak Otapalo Masa (mg)
B1-1 Diklormetan 32,4
B2-1 Aceton 139,1
B3-1 Etanol 177,8
B4-1 Etil-acetat 112,6
B5-1 Heksan 109,9
B6-1 Petrol-eter 60,3
B7-1 Heksan/ aceton (1:1) 175,2
B8-1 Heksan/ etil-acetat (1:1) 183,5
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Druga ekstrakcija se ponovi nedugo nakon prve tako da se uzorak ostavi u cilindru
ekstraktora, a doda se nova koli¢ina 50 mL koriStenog otapala. Ponovi se identi¢an postupak

zavr$no s dobivenim masama uzorka (Tablica 5.).

Tablica 5. Mase ekstrakata dobivene metodom B nakon druge ekstrakcije

Uzorak Otapalo Masa (mg)
B2-2 Aceton 18,1
B3-2 Etanol 8,3
B4-2 Etil-acetat 16,2
B5-2 Heksan 17,0
B6-2 Petrol-eter 25,7
B7-2 Heksan/ aceton (1:1) 48,1
B8-2 Heksan/ etil-acetat (1:1) 42,8

3.2.2 Procis¢avanje dobivenih ekstrakata karotenoida

Kromatografija je postupak razdvajanja homogenih smjesa na komponente, koji se u slucaju
tankoslojne kromatografije (TLC) temelji na adsorpcijskim procesima. Tvar se raspodjeljuje
izmedu dviju faza, stacionarne (adsorbensa) i mobilne (eluensa), pri ¢emu se uspostavlja
ravnoteZa, Sto znaci da dio tvari ostane adsorbiran na tanak sloj adsorbensa nanesen na
staklenu plocu, a dio se otopi u otapalu (eluensu). Kako se eluens uzdize uz plo¢u zbog
kapilarnih sila, ravnoteza se naruSava i komponente putuju u smjeru kretanja otapala
razliitim brzinama i tako se razdvajaju. Kao adsorbensi pretezno se upotrebljavaju silika gel
(silicijska kiselina) i aluminijev oksid, a prema sposobnosti eluiranja se bira otapalo pogodno

za mobilnu fazu.

3.2.2.1 Preparativna tankoslojna kromatografija (PTLC)
Smjesa spojeva koja se nalazi u uparenom ekstrahiranom uzorku se prociS¢ava preparativnom

tankoslojnom kromatografijom. Prije postupka procis¢avanja preparativnom tankoslojnom

kromatografijom (PTLC) potrebno je ispitati razlicite eluense u svrhu Sto boljeg razdvajanja
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komponenata smjese (Slika 11). Po jedan ekstrakt svakog koriStenog otapala je ispitan TLC-
om nanose¢i uzorke na plocicu silikagela (Slika 9.). Od svih ispitanih sustava (CH2Cl> :
CH3OH=9:1, CH.CIl2: CH3OH =9:0,5 CH,Cl, : CH3OH =8:2, CH.Cl, : CH3OH =7 :
3), eluens CH2Cl> : CH3OH = 9 : 0,5 pokazao se najpogodniji za razdvajanje komponenata

smjese na kromatografskim plo¢ama.

Slika 11. Ispitavanje uzoraka TLC-om za pronalazak prikladnog eluensa

Prije procis¢avanja, prvo su TLC-om u navedenom eluensu ispitani svi uzorci pojedinog
otapala s ciljem spajanja uzoraka koji su ekstrahirani koristenjem istog otapala. Potvrden je
isti sastav ekstrakata istog otapala te su spojeni u jedan uzorak za daljnje proc¢is¢avanje.

Na staklene plo¢e (20 x 20 cm) presvucene slojem silikagela nanosi se uzorak oko 2 cm od
donjeg ruba ploca kao horizontalna ravna linija. Masa ispitivanog uzorka ne smije prelaziti
100 mg na jednoj plo¢i. Kad se uzorak nanese, ploca se uroni u eluens (CH2Clz : CH3OH =9 :
0,5) u kadi. Zbog kapilarnih sila eluens se dize uz plocu i kromatogram se razvija dok fronta
otapala stigne oko 2 cm od gornjeg ruba ploce (Slika 12). Plo¢a se potom izvadi, dobro osusi
te se pojedinacne frakcije struganjem skinu s ploce i prebace u sinter lijevak priklju¢en na
vodenu sisaljku kako bi se svaka frakcija ekstrahirala pogodnim otapalom. Nakon uparavanja,
izmjeri se masa dobivene pojedinacne frakcije, odnosno komponente smjese. Dobivenim

frakcijama snimljeni su IR spektri s ciljem identifikacije izoliranih spojeva.
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Slika 12. Primjer razvijenog kromatograma na preparativnoj silikagel plo¢i (pod UV lampom
pri 254 nm)

PTLC spojenih uzoraka dobivenih ekstrakcijom u acetonu

Nakon provedenih ekstrakcija metodom A i metodom B, na temelju potvrde identi¢nosti
TLC-om spojena su Cetiri uzorka dobivena uporabom acetona kao otapala za ekstrakciju (A2-
1, A2-2, B2-1, B2-2). Masa spojenih uzoraka (AB2) je iznosila 501,2 mg, izdvojene su
dominantne frakcije (Tablica 6.) te je svakoj frakciji snimljen IR spektar s ciljem

karakterizacije izoliranih komponenti.

Tablica 6. Frakcije pro¢iséenog acetonskog ekstrakta

Oznaka frakcije Opis frakcije Masa frakcije [mg] Postotak [%0]
AB21 Najgornja 193,5 38,6
AB22 Srednja 21,1 4,2
AB23 Najniza 37,3 7,4
IR-spektri:

AB21: vinad cmt (CH2Cl2): 3383 (sl, O-H), 2922 (j., C-H), 2855 (j., C=C), 2358, 1739 (sr.,
C=0), 1460, 1377 (sr., CHy), 1167 (sl., C-O, C-C), 723.
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AB22: vinad cmt (CH2Cl): 2929 (j., C—H), 2858 (sr., C=C), 1711 (sr., C=0), 1371 (sl., CHy),
1019 (sl., C-O, C-C), 749, 713, 471.

AB23: vmax cm™ (KBr): 3411 (j., O-H), 2927 (j., C-H), 2857 (j., C=C), 1731 (sr., C=0),
1564, 1453 (j., CH), 1061 (sr., C-O, C-C), 618.

PTLC spojenih uzoraka dobivenih ekstrakcijom u etil-acetatu

Nakon provedenih ekstrakcija metodom A i metodom B, na temelju potvrde identi¢nosti
TLC-om spojena su Cetiri uzorka dobivena uporabom etil-acetata kao otapala za ekstrakciju
(A4-1, A4-2, B4-1, B4-2). Masa spojenih uzoraka (AB4) je iznosila 409,9 mg, izdvojene su
dominantne frakcije (Tablica 7.) te je svakoj frakciji snimljen IR spektar s ciljem

karakterizacije izoliranih komponenti.

Tablica 7. Frakcije pro¢iséenog etil-acetatnog ekstrakta

Oznaka frakcije Opis frakcije Masa frakcije [mg] Postotak [%6]
AB41 Najgornja 6,8 1,7
AB42 Srednja 31,8 7,8
AB43 Najniza 83,5 20,4
IR spektri:

ABAL: vimax/ cm (CH2Cl2): 2929 (j., C-H), 2859 (st., C=C), 1710 (sr., C=0), 1371 (sl., CHy),
1020 (5.sl., C-O, C-C), 854, 749, 714, 477.

AB42: vimad cmt (CHoCl2): 2928 (j., C-H), 2857 (sr., C=C), 1708 (j., C=0), 1463, 1371
(sr.sl., CHy), 1215, 945, 845, 747, 714, 475.

AB43: vinaxd cmt (KBr): 3361 (8.sr., O-H), 2923 (j., C-H), 2856 (j., C=C), 1729 (sr., C=0),
1573, 1456 (sr., CHz), 1069, 720.

PTLC spojenih uzoraka dobivenih ekstrakcijom u heksanu
Nakon provedenih ekstrakcija metodom A i metodom B, na temelju potvrde identi¢nosti
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TLC-om spojena su Cetiri uzorka dobivena uporabom heksana kao otapala za ekstrakciju (A5-
1, A5-2, B5-1, B5-2). Masa spojenih uzoraka (AB5) je iznosila 277,6 mg, izdvojene su
dominantne frakcije (Tablica 8.) te je za svaku frakciju snimljen IR spektar s ciljem

identifikacije izoliranih komponenti.

Tablica 8. Frakcije proc¢is¢enog heksanskog ekstrakta

Oznaka frakcije Opis frakcije Masa frakcije [mg] Postotak [%0]
AB51 Gornja 315 46,2
AB52 Donja 7,3 10,7
IR- spektri:

AB51: vinax/ cm™* (CH2Cly): 2928 (j., C-H), 2857 (sr., C=C), 1727 (sl., C=0), 1465, 1373 (sl.,
CHy), 1023 (sl., C-0, C-C), 715, 470.

AB52: vmax/ cm™* (KBr): 2929 (sr., C-H), 1710 (sr., C=0), 1370 (sl., CH), 964, 749, 713,
516.

PTLC spojenih uzoraka dobivenih ekstrakcijom u heksan/ acetonu

Nakon provedenih ekstrakcija metodom A i metodom B, na temelju potvrde identi¢nosti
TLC-om spojena su Cetiri uzorka dobivena uporabom heksan/ acetona kao smjese otapala za
ekstrakciju (A7-1, A7-2, B7-1, B7-2). Masa spojenih uzoraka (AB7) je iznosila 310,9 mg,
izdvojene su dominantne frakcije (Tablica 9.) te je za svaku frakciju snimljen IR spektar s

ciljem identifikacije izoliranih komponenti.

Tablica 9. Frakcije pro¢is¢enog heksan/ acetonskog ekstrakta

Oznaka frakcije Opis frakcije Masa frakcije [mg] Postotak [%6]
AB71 Najgornja 16,4 12,3
AB72 Gornja 55 41
AB73 Srednja 10,9 8,2
AB74 Najniza 23,6 17,7
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IR spektri:

ABT71: vinax/ cm (CH2Cly): 3600 (sl., O—H), 2928 (j., C—H), 2857 (sr., C=C), 1733 (sr., C=0),
1465, 1371 (sl., CH2), 1020 (3.sl., C-O, C-C), 748, 714, 5186.

ABT72: vinaxd cm™ (CH2Cl2): 2930 (j., C—H), 2859 (sr., C=C), 1711 (sr., C=0), 1464, 1373 (sl.,
CHy), 1157, 1020 (3.sl., C-O, C-C), 858, 749, 718, 462.

ABT73: vmad cm™ (CH2Cl2): 2930 (sr., C—H), 2859 (sr., C=C), 1711 (sr., C=0), 1372 (sl.,
CHy), 965, 750, 716, 516.

AB74: vinad cmt (KBr): 3381 (3.., O-H), 2924 (j., C-H), 2857 (j., C=C), 1727 (sr., C=0),
1563, 1451 (j., CH2), 1067 (sr., C-O, C-C), 721, 663.

PTLC spojenih uzoraka dobivenih ekstrakcijom u heksan/ etil-acetatu

Nakon provedenih ekstrakcija metodom A i metodom B, na temelju potvrde identi¢nosti
TLC-om spojena su Cetiri uzorka dobivena uporabom heksan/ etil-acetata kao smjese otapala
za ekstrakciju (A8-1, A8-2, B8-1, B8-2). Masa spojenih uzoraka (AB8) je iznosila 462,4 mg,
izdvojene su dominantne frakcije (Tablica 10.) te je za svaku frakciju snimljen IR spektar s

ciljem identifikacije izoliranih komponenti.

Tablica 10. Frakcije procis¢enog heksan/ etil-acetatnog ekstrakta

Oznaka frakcije Opis frakcije Masa frakcije [mg] Postotak [%0]
AB81 Najgornja 148,0 32
AB82 Srednja 18,0 3,9
AB83 Najniza 41,9 9,1
IR-spektri:

ABB81: vmax/ cm™ (CH2Cly): 3094 (sl., C-H, aromatski),, 2929 (j., C-H), 2859 (j., C=C), 1710
(j., C=0), 1459, 1377 (sr., CHy), 1290, 1175 (sl., C-O, C-C), 717, 600.

ABB82: vmax/ cm™ (CH2Cl2): 2929 (j., C-H), 2859 (sr., C=C), 1710 (sr., C=0), 1464, 1372 (sl.,
CHy), 1016 (sl., C-0O, C-C), 857, 748, 716, 481.

ABB83: max/ cm™ (KBr): 3331 (§,j. O-H), 2923 (j., C—H), 1554, 1454 (j., CHy), 724.
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3.2.2.2 Kolonska kromatografija (CC)

Kolonska kromatografija ili kromatografija na stupcu (CC) se takoder koristi za odjeljivanje
sastojaka smjese (Slika 13.). Izvodi se u staklenoj koloni ispunjenoj krutim adsorbensom -
silikagelom. Kolonu treba prethodno pripremiti jednoli¢nim rasporedivanjem adsorbensa.
Prije svake kolonske kromatografije se pomocu TLC na plocicama pronalazi najpogodnije
otapalo ili smjesa otapala za eluiranje. Mobilna faza protjeCe kolonom pod utjecajem
gravitacije, otapa sastojke uzorka i ispire ih sa stupca adsorbensa. Kapljevina koja izlazi iz

kolone naziva se eluat i skuplja se u viSe tikvica kako bi se odvojile frakcije (Rapi¢, 2008).

I II I1X

otapalo — otapalo —

smjesa Smjgsa H -

gpqeua Spojeva a

{a+b+c) s biic

stacionarna
faza — silikagel — &
{silikagel)

vata vata
Slika 13. Kolonska kromatografija

Prije pocetka potrebno je pripremiti stacionarnu fazu (adsorbens) i odrediti mobilnu fazu
(eluens). Prvi korak je priprema kolone koja se paZzljivo napuni adsorbensom. Silikagel u
praskastom obliku se suspendira u otapalu te se suspenzija ulijeva u staklenu cijev u
navratima, ¢ekajuci da se silikagel ravnomjerno rasporedi. Vazno je da otapalo stalno protjece
kroz kolonu kako bi se izbjeglo nastajanje mjehuri¢a zraka u stupcu. Kad se adsorbens

rasporedi 1 osusi, kolona je spremna za upotrebu.
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Prociséavanje (CC) spojenih etanolnih ekstrakata

Nakon provedenih ekstrakcija metodom A i metodom B, na temelju potvrde identi¢nosti
TLC-om spojena su Cetiri uzorka dobivena uporabom etanola kao otapala za ekstrakciju (A2-
1, A2-2, B2-1, B2-2). Masa spojenih uzoraka (AB2) je iznosila 583,4 mg pa je pro¢iS¢avanje
provedeno kromatografijom na stupcu.

No, potrebno je prethodno odabrati otapalo/smjesu otapala za mobilnu fazu. Uzorak spojenih
ekstrakata je ispitan TLC-om i izabrani eluens je sustav CH2Cl, : CH3OH = 8 : 2. Na vrh
kolone potom se nanosi otopljeni ekstrakt i eluira odabranim sustavom. Eluat se hvata u
Erlenmeyerovu tikvicu s tim da se svaka zasebna frakcija razli¢ite boje ispusti u Cistu tikvicu.
Uparavanjem su dobivene mase triju razdvojenih frakcija (Tablica 11.) te je svakoj frakciji

snimljen IR spektar s ciljem karakterizacije izoliranih komponenti.

Tablica 11. Frakcije procis¢enog etanolnog ekstrakta

Oznaka Opis frakcije Masa frakcije [mg] Postotak [%0]
AB21 Zuta 200,9 34,3
AB22 Smeda 301,3 51,6
AB23 Blijedo zuckasta 82,3 14,1
IR-spektri:

AB21: vinad cmt (CH2Clo): 2928 (sr., C—H), 1735 (sl., C=0), 845, 749, 714, 515.

AB22: vma/ cm™ (CH2Cl,): 2928 (sr., C-H), 1711 (sr., C=0), 1369 (sl., CH.), 959, 852, 713,
517.

AB23: vmax/ cmt (KBr): 3359 (sr, O-H), 2925 (j., C-H), 2857 (sr., C=C), 1711 (sr., C=0),
1459 (sl., CHy), 1245, 1071 (sl., C-O, C-C), 723.
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4 REZULTATI I RASPRAVA

41 UVOD

Cilj ovog diplomskog rada je ispitati 1 usporediti uc¢inkovitost izolacije karotenoidnih spojeva
iz biootpada kore suSene rajc¢ice primjenom dviju razlicitih ekstrakcijskih metoda, utvrditi
najpogodnije otapalo kao bitan faktor kod ekstrakcije kruto-tekuée te procistiti i karakterizirati
dobivene frakcije. Za izolaciju karotenoida iz biljnih materijala ne postoji standardna metoda,
no, zbog njihove hidrofobnosti, medu najcesce koriStenima je klasi¢na ekstrakcija organskim
otapalima. Dosad su primijeceni razliiti prinosi ekstrakcije karotenoida iz namirnica, ali 1
biootpada rajc¢ice (Strati i Oreopoulou, 2014). Razli¢iti uvjeti ekstrakcije, poput izbora
otapala, omjera uzorka i otapala, temperature procesa, vremenskog trajanja ekstrakcije, broja
ponavljanih ekstrakcija, veliCine Cestica pocetnog uzorka, uz ovisnost o sorti rajcice,
provedenim metodama procesiranja i vrsti biootpada, utjecu na kona¢nu masu i udio pojedinih

karotenoida u ekstraktu.

Prvi je dio ovog rada posvecen izolaciji karotenoida uz primjenu dvije metode ekstrakcije,
metoda A: klasi¢na ekstrakcija grijanjem u povrat (refluks) i metoda B: ekstrakcija po
Soxhlet-u. U svrhu usporedbe, obje metode su ponovljene dva puta s istim koriStenim
otapalima/ smjesama otapala uz iste ekstrakcijske uvjete. Drugi dio se odnosi na
pro¢is¢avanje dobivenih ekstrakata preparativnom tankoslojnom kromatografijom i
kolonskom kromatografijom te karakterizaciju pojedinih procis¢enih frakcija IR-

spektroskopijom.

4.2 EKSTRAKCIJA KAROTENOIDA

Biootpad kore rajcice predstavlja izvor karotenoidnih pigmenata. Najzastupljeniji su karoteni;
u pravilu je to prvenstveno likopen koji je odgovoran za prepoznatljivu crvenu boju rajcice,
slijedi ga narancasti -karoten, a od ksantofila je u najve¢em udjelu prisutan lutein zute boje
(Strati i Oreopoulou, 2011a). Mogu se naci i druge skupine karotenoida, poput fitoena i
fitofluena, $to posljedicno otezava selektivnu izolaciju zbog velikog broja spojeva razlicitih

kemijskih struktura i svojstava. Najznacajnije svojstvo je polarnost otapala o kojem ovisi
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ucinkovitost ekstrakcije karotenoida. Karoteni su zbog svoje kemijske grade koje
karakteriziraju dugi ugljikovodi¢ni lanci uz konjugirane dvostruke veze hidrofobni spojevi,
stoga je nepolarno otapalo bolji izbor za ekstrakciju od polarnog. Ksantofili, kao derivati
kisika, su bolje topljivi u polarnijim otapalima. Otapanjem krutog uzorka kore raj¢ice u
pogodnom otapalu 1 zagrijavanjem tijekom odredenog vremena omogucéeno je otapanje
karotenoida u biljnim stanicama i njihova ekstrakcija. Premda je klasi¢na ekstrakcija uz
primjenu organskih otapala najceS¢e primjenjivani postupak, u novije vrijeme istrazivanja su

posvecena i novim metodama ekstrakcije i njihovoj primjeni (Saini i Keum, 2018).

U prvom su dijelu rada preliminarno upotrebljene dvije ekstrakcijske metode (metoda A i
metoda B) gdje je kao otapalo ispitan diklormetan koji se smatra otapalom srednje polarnosti.
KoriStena osuSena kora raj¢ice ne zahtijeva prethodnu pripremu uzorka, tj. nije potrebno
suSenje, homogeniziranje 1 drobljenje do manje veliine Cestica jer se ve¢ nalazi u stanju
spremnom za podvrgavanje ekstrakciji. Sukladno prethodno prouc¢enim literaturnim podacima
(Strati i Oreopoulou, 2014) odabrani su uvjeti ekstrakcije: omjer biootpada i otapala 1:15 te
vrijeme trajanja metode od jednog sata. Ekstrakcijom s diklormetanom dobivena je otopina
zuckasto-narancaste boje. Nakon uparavanja ekstrakta na rotacijskom uparivacu izvagana je
masa uzorka specifiénog mirisa od 113,7 mg dobivena metodom A, odnosho 32,4 mg
dobivena metodom B. Uzorak je ispitan tankoslojnom kromatografijom uz eluens CHxCl> :
CH3OH =10 : 1 te je snimljen IR-spektar ekstrakta za karakterizaciju izoliranih komponenti.

Iz ovih rezultata jasno je vidljivo da je metodom A dobiven ve¢i udio ekstrakta nego
metodom B uporabom diklormetana kao otapala. Uzimajuéi u obzir nisko vreliste CH2Cl; to
bi mogao biti jedan od faktora nizeg iskoristenja metode B. U nastavku istrazivanja koristena

su otapala viSeg vrelista.

4.2.1 Grijanje u povrat ili refluksiranje (metoda A)

U svrhu izolacije karotenoida primijenjena je metoda A temeljena na koristenju organskog
otapala i grijanju otopine u povrat (refluks). Tijekom primjene ove metode ispitana su otapala
razliite polarnosti te dvije smjese otapala od kojih je jedno polarno, a drugo nepolarno
otapalo. Otapala koju su ispitana u ovom diplomskom radu su: aceton, etanol, etil-acetat,

heksan, petrol-eter, smjesa heksan/ aceton (1:1) i smjesa heksan/ etil-acetat (1:1).
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Temeljeno na preliminarnom eksperimentu, ekstrakcijski uvjeti, odnosno pocetna masa
biootpada, omjer biootpad:otapalo i vremensko trajanje ekstrakcije, su podeseni drugacije.
Masa pocetnog uzorka biootpada je povecana na maksimalnih 15 g u odnosu na istrazivanja
provedena u CH2Cl, buduci da je koriSteni biootpad kore susene rajcice usitnjen i pretezno
praskastog oblika pa relativno mala masa zauzima veliki volumen. U svim provedenim
ekstrakcijama promijenjen je omjer biootpad:otapalo na 1:10 te vrijeme trajanja ekstrakcije od
dva sata. Dakle, povecana je koncentracija pocetnog uzorka i produljeno je vrijeme
ekstrakcije kako bi se ispitao utjecaj navedenih parametara na iskoriStenje reakcije.

Nakon provedene ekstrakcije iz 15 g biootpada i 150 mL odredenog otapala/ smjese otapala
metodom A u trajanju od dva sata, dobivena je otopina zuto-narancaste boje s razlikama u
intenzitetu obojenja §to je ovisilo o koriStenom otapalu. Takoder je uoCena i ovisnost
intenziteta boje otopine ekstrakta i mase izoliranog uzorka, odnosno najjaci intenzitet je imao
ekstrakt etanola, a najslabiji diklormetanski ekstrakt. Dobiveni se esktrakti profiltiriraju,
ekstrahiraju vodom i upare te je dobivena smjesa spojeva. U eksperimentalnom su dijelu u
tablici 2. (vidi str. 18) prikazane mase sedam uzoraka dobivenih koristenjem sedam razli¢itih
otapala i ozna¢enih od Al-1 do A8-1. Otapala/ smjese otapala s razli¢itim prinosom se mogu
poredati u niz, pocevsi od onog s najveéim prinosom: etanol (464,6 mg), aceton (389,4 mg),
etil-acetat (328,5 mg), petrol-eter (239,6 mg), heksan/ etil-acetat (237,8 mg), heksan/ aceton
(172,0 mg), heksan (124,5 mg).

Ekstrakcijski ostatak podvrgnut je ponovljenom postupku ekstrakcije u istovjetnim uvjetima,
odnosno otapalu. Za ponovljenu ekstrakciju koriSten je isti volumen odabranog otapala (150
mL) uz uvjete identi¢ne prvom ekstrakcijskom postupku. U eksperimentalnom dijelu u tablici
3. (vidi str. 18) su prikazane mase izoliranih uzoraka ponovljenom ekstrakcijom oznaceni od
A2-2 do A8-2. Otapala poredana prema prinosu, od najveceg do najmanjeg, su: aceton (186,2
mg), heksan/ etil-acetat (117,5 mg), etil-acetat (105,0 mg), etanol (97,1 mg), heksan/ aceton
(77,6 mg), petrol-eter (54,3 mg), heksan (53,1 mg).

4.2.2 Ekstrakcija po Soxhlet-u (metoda B)

Kao usporedna metoda za izolaciju karotenoida koristena je ekstrakcija po Soxhlet-u. Nakon

provedene ekstrakcije iz 5 g pocetnog uzorka biootpada kore rajcice i 50 mL otapala/ smjese

otapala u trajanju od dva sata, dobivena je Zuto-naranéasta otopina ekstrakta te je izvedena

ekstrakcija tekucée-tekuce. Uparavanjem ekstrakata dobivene su mase uzoraka izoliranih sa
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sedam otapala/ smjesa otapala razli¢ite polarnosti i oznacenih od B1l-1 do B8-1 S§to je
prikazano u eksperimentalnom dijelu u tablici 4. (vidi str. 20) Masa dobivenog ekstrakta
varirala je ovisno o koriStenom otapalu: heksan/ etil-acetat (183,5 mg), etanol (177,8 mg),
heksan/ aceton (175,2 mg), aceton (139,1 mg), etil-acetat (112,6 mg), heksan (109,9 mg),
petrol-eter (60,3 mg).

Ekstrakcijski postupak je ponovljen jo§ jednom uz iste uvjete kao i pri prvoj ekstrakciji. U
eksperimentalnom dijelu u tablici 5. (vidi str. 21) su prikazane mase uzoraka dobivenih
ponovljenom ekstrakcijom sa sedam otapala/ smjesa otapala, a uzorci su oznaceni od B2-2 do
B8-2. Prinosi druge ekstrakcije takoder su bila razliciti: heksan/ aceton (48,1 mg), heksan/
etil-acetat (42,8 mg), petrol-eter (25,7 mg), aceton (18,1 mg), heksan (17,0 mg), etil-acetat
(16,2 mg) i etanol (8,3 mQ).

Usporedba rezultata dobivenih ekstrakcijom po Soxhlet-u i refluksiranjem

U svrhu ispitivanja optimalnih uvjeta za ekstrakciju karotenoida iz biootpada kore rajcice
koriStene su dvije metode, grijanje u povrat ili refluks (metoda A) i ekstrakcija po Soxhlet-u
(metoda B), koje se razlikuju po svojoj izvedbi. U obje ekstrakcijske metode koriSteni su isti
uvjeti (otapala, omjer biootpad : otapalo = 1 : 10, vrijeme trajanja od dva sata, ekstrakcije su
provedene dva puta). Tijekom ekstrakcije po Soxhlet-u uzorak biootpada i otapalo se ne
nalaze na istom mjestu, nego otapalo kontinuirano prolazi kroz uzorak i vraca se u tikvicu s
otapalom te je temperatura provodenja procesa niza u odnosu na temperaturu kod ekstrakcije
po metodi A. Ve¢ nakon same provedene ekstrakcije mogla se uociti razlika u intenzitu
obojenja kona¢ne otopine koja je bila jaceg intenziteta koriStenjem metode A primjenom
istog otapala. Premda je vreliSte otapala ogranicavajuc¢i faktor prilikom postavljanja
temperature i s obzirom na to da se Zele izbjeéi nezeljene reakcije poput izomerizacije i/ ili
oksidacije karotenoida, ovim radom je potvrdeno da povecanje temperature ipak rezultira
ve¢om koli¢inom izoliranih Zeljenih spojeva (Nikolova i sur., 2014).

Parametar koji se ovdje koristi je masa dobivenih smjesa spojeva nakon provedenih postupaka
po metodi A i B. Na masu izoliranih ekstrakata utjecala je izabrana metoda i koriSteno
otapalo. Mase dobivene primjenom istih otapala, ali razli¢itih metoda, ukazuju na vece
vrijednosti dobivene refluksiranjem u odnosu na mase dobivene ekstrakcijom po Soxhlet-u.
Mase dobivene ponovljenom ekstrakcijom primjenom istih otapala kod obiju metoda su
manje u odnosu na prvu ekstrakciju. Razlika izmedu prve i druge ekstrakcije metodom B je

veca nego razlika izmedu prve i druge ekstrakcije metodom A. Moze se primijetiti i da je

32



veca razlika u masi izmedu prve i druge ekstrakcije primjenom cistih otapala u odnosu na
primjenu smjesa otapala, kao S$to je i veca razlika kod primjene polarnijih otapala u odnosu na
nepolarna.

Na temelju provedenih istrazivanja u ovom dijelu diplomskog rada moze se zakljuciti da su
dobiveni bolji rezultati koriStenjem metode A, ako se kao parametar uzima masa dobivenog
ekstrakta. Ovi rezultati se mogu protumaciti ¢injenicom da je temperatura otapala (para
nastalih isparavanjem otapala) koristenjem metode B koje je u kontaktu s pocetnim
biootpadom suSene kore raj¢ice niza nego kod metode A tako je i udio izoliranih spojeva nizi,
a i njihov sastav je razli¢it. Dakle, temperatura je jedan od parametara koji utjecu na provedbu
eksperimenta, a drugi parametar je polarnost koriStenog otapala/ smjese otapala. Rezultati
dobiveni u ovom radu ukazuju na ve¢e mase ekstrakata kada je koriSteno polarno otapalo i to
u obje primijenjene metode. Sastav dobivenih ekstrakata ispitan je TLC-om, te su odijeljeni
na nekoliko dominantnih frakcija preparativnom tankoslojnom ili  kolonskom

kromatografijom, a dobivenim frakcijama snimljeni su IR-spektri u svrhu karakterizacije.

4.3 PROCISCAVANJE DOBIVENIH EKSTRAKATA KAROTENOIDA

Proc¢iS¢avanje dobivenih ekstrakata je provedeno dvjema metodama: preparativnom
tankoslojnom kromatografijom i kolonskom kromatografijom. Prije pro¢is¢avanja, TLC-om
uz eluens CH2Cl> : CH:OH =9 : 0,5 je ispitano jesu li komponente Cetiriju uzoraka
ekstrahiranih istim otapalom iste u svrhu spajanja uzoraka. Sva cCetiri ekstrakta pojedinog
otapala su se podudarala sastavom te su spojena u jedan uzorak koji je pro¢iscen i razdvojen

na dominantne frakcije.

4.3.1 Preparativna tankoslojna kromatografija (PTLC)

Procis¢avanje je provedeno na preparativnim ploCama za tankoslojnu kromatografiju.

Izvagana je masa ekstrakta pojedinog otapala dobivenog spajanjem uzoraka metode A i

metode B kako bi se odredio broj potrebnih ploc¢a za procis¢avanje uzorka, s obzirom da se na

pojedinu plo¢u nanosi maksimalno 100 mg uzorka. PTLC-om u eluensu CH2Cl, : CH30H =9
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: 0,5, izdvojene su frakcije ekstrakta pojedinog otapala, bolje vidljive pod UV lampom pri
valnoj duljini od 245 nm kao §to je prikazano na slici 12. (vidi str. 23)

Spajanjem uzoraka A2-1, B2-1, A2-2 i B2-2 dobiven je jedan uzorak acetonskog ekstrakta
(AB2) mase 501,2 mg ¢ijim prociS¢avanjem su dobivene tri dominantne frakcije: AB21,
najgornja frakcija 193,5 mg (38,6 %), AB22, srednja frakcija 21,1 mg (4,2 %) i AB23, najniza
frakcija 37,3 mg (7,4 %) (Tablica 6).

Uzorci A4-1, B4-1, A4-2, B4-2 su spojeni u jedan uzorak etil-acetatnog ekstrakta (AB4) mase
409,9 mg te su prociS¢avanjem takoder dobivene tri dominantne frakcije: AB41, najgornja
frakcija 6,8 mg (1,7 %), AB42 srednja frakcija 31,8 mg (7,8 %) i AB43 najniza frakcija 83,5
mg (20,4 %) (Tablica 7).

Heksanski ekstrakt (AB5) nastao spajanjem uzoraka A5-1, B5-1, A5-2 i B5-2, a ¢ija je masa
277,6 mg, procis¢avanjem je razdvojen na dvije dominantne frakcije: AB51, najgornja
frakcija 31,5 mg (46,2 %) i AB52 najniza frakcija 7,3 mg (10,7 %) (Tablica 8).

Heksan/ acetonskom ekstraktu (AB7) dobivenom od spojenih uzoraka A7-1, B7-1, A7-2 i B7-
2 i mase 310,9 mg su izdvojene Cetiri dominantne frakcije: AB71, najgornja frakcija 16,4 mg
(12,3 %), AB72, gornja frakcija 5,5 mg (4,1 %), AB73, srednja frakcija 10,9 mg (8,2 %) i
AB64 najniza frakcija 23,6 mg (17,7 %) (Tablica 9).

Uzorci A8-1, B8-1, A8-2 i B8-2 su spojeni u heksan/ etil-acetatni ekstrakt (AB8) mase 462,4
mg te su dobivene tri dominantne frakcije: AB81, najgornja frakcija 148,0 mg (32,0 %),
ABB82 srednja frakcija 18,0 mg (7,4 %) i AB83 najniza frakcija 41,9 mg (9,1 %) (Tablica 10).
Usporedbom dobivenih vrijednosti dominantnih komponenti iz ekstrakata otapala razliCite
polarnosti moze se primjetiti da broj dobivenih frakcija 1 njthove mase variraju te da su udjeli
pojedinih frakcija u ekstraktima razli¢iti. Masa i udio srednje dominantne frakcije najmanje
varira s obzirom na polarnost otapala. Pro¢is¢avanjem heksanskog ekstrakta (AB5) su
izdvojene dvije, a procis¢avanjem heksan/ acetonskog ekstrakta (AB7) Cetiri dominantne
frakcije. Vjerovatno kao posljedica broja frakcija, najvec¢i udio srednje frakcije je prisutan u
AB5 zbog izostanka jedne frakcije, a najmanji udio je u AB7 jer postoji jedna dodatna
frakcija. Pretezno najgornja izolirana frakcija ima najve¢u masu, a potom je slijedi najniza
frakcija. Buduci da su karoteni nepolarni spojevi, njihova prisutnost se ocekuje u najgornjim
frakcijama, dok se u nizim frakcijama ocekuje pojavnost polarnijih spojeva, ksantofila.
Najvece mase najgornjih frakcija su izdvojene iz acetonskog (AB2) i heksan/ etil-acetatnog
(ABA4) ekstrakta, sto potvrduje rezultate prethodnih istrazivanja izolacije karotenoida u kojima
je najveca koli¢ina karotena dobivena koristenjem navedenih otapala za ekstrakciju (Robles-

Ramirez i sur., 2016; Strati i Oreopoulou, 2011a).
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4.3.2 Kolonska kromatografija

Zbog vece mase od 583,4 mg etanolnog ekstrakta (AB3) dobivenog spajanjem uzoraka (A3-1,
B3-1, A3-2, B3-2) ekstrahiranih uz etanol metodom A i metodom B, za razdvajanje
pojedina¢nih komponenti ekstrakta izvedena je kromatografija na stupcu uz eluens CH2Cl; :
CH3OH = 8 : 2 koji je prethodno ispitan TLC-om. Izdvojene su dvije frakcije razli¢ite boje uz
prikupljeni ostatak s kolone: AB31, zuta 200,9 mg (34,3 %), AB32, smeda 301,3 mg (51,6 %)
i AB33, ostatak 82,3 mg (14,1 %). Razli¢ite komponente putuju razli¢itim brzinama kroz
kolonu ovisno o jakosti vezivanja na adsorbens i topljivosti u mobilnoj fazi. Silikagel je
polaran te zato utjecajem nepolarne mobilne faze, nepolarne tvari putuju brze, dok polarne
ostaju vezane na stacionarnu fazu. Dakle, zuta frakcija sadrzi nepolarnije komponente, a
smeda polarnije. Smeda frakcija je oCekivano vece mase jer se radi o ekstraktu dobivenom
koristenjem polarnog otapala etanola. To znaci da je ekstrakcijom uz uporabu etanola
izolirano viSe polarnih spojeva, §to je u skladu s literaturnim podacima koji pokazuju da

polarni ksantofili zauzimaju najveci udio etanolnog ekstrakta (\Vagi i sur., 2007).

44 |IR-SPEKTROSKOPIJA

Izlaganjem izolirane frakcije infracrvenom zracenju, ono se apsorbira i pobuduju se
molekulske vibracije izoliranth komponenti §to je prikazano odredenim signalom na
snimljenom [IR-spektru. 1z podataka o valnom broju na kojima se pojavljuju odredene
apsorpcijske vrpce definira se tip molekule, odnosno definira se vrsta kemijske veze ili
funkcijske skupine koja postoji u promatranoj molekuli pa se prema tome komponente mogu

smjestiti u odredenu skupinu kemijskih spojeva.

4.4.1 Analiza IR-spektara

IR-spektri snimljeni su kao diklormetanske otopine, svim frakcijama koje su topljive u njemu,
dok su netopljivim frakcijama snimljeni IR-spektri kao KBr pastile. Spektralnom analizom

dominantnih frakcija, izdvojenih iz ekstrakata svih koriStenih otapala, vidljiva je apsorpcijska

vrpca pri ~2929 cm™ §to je svojstveno za rastezne frekvencije veze C—H, a jak intenzitet vrpci
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ukazuje na zasi¢ene spojeve, odnosno alkane. Apsorpcijska vrpca jakog intenziteta prisutna u
gotovo svim dominantim frakcijama uocena je pri ~2858 cm™ i pripisuje se dvostrukoj C=C
vezi (iznimno, kod najnize frakcije heksan/ etil-acetatnog ekstrakta je uocen izostanak ove
apsorpcijske vrpce). U IR-spektrima srednjih frakcija svih ekstrakata ova apsorpcijska vrpca
je srednjeg intenziteta, $to ukazuje na manji udio spojeva koji sadrze C=C, a to je potvrdeno i
dobivenom manjom masom srednje frakcije u odnosu na ostale izdvojene frakcije.
Apsorpcijske vrpce jakog intenziteta koje se pripisuju C—H te C=C vezi mogu potvrditi

prisutnost terpena, odnosno ugljikovodi¢nog lanca karotenoida (Slika 14).
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Slika 14. IR-spektri najgornjih frakcija* u podrucju 3800-500 cm™
*(acetonskog (AB21), etanolnog (AB31), etil-acetatnog (AB41), heksanskog (AB51), heksan/
acetonskog (AB71) i heksan/ etil-acetatnog (AB81) ekstrakta te diklormetanskog (A11)
ekstrakta)

Apsorpcijska vrpca prisutna u gotovo svim frakcijama pri 1710-1731 cm? razli¢itog je
intenziteta ovisno u upotrijebljenom otapalu (Slika 15), odnosno u ekstrakciji u kojoj se
koristi heksan/etil-acetat kao otapalo, u najgornjoj se frakciji javlja u jakom intenzitetu, a u
najnizoj frakciji nije uo¢ena. Ova apsorpcijska vrpca pripisuje se karbonilnoj skupini (C=0).
S obzirom da je prisutna apsorpcijska vrpca karakteristi¢na za C=0 skupinu vidljiva u gotovo

svim frakcijama, ali razli¢itog intenziteta, moZze se zakljuciti kako se radi o ekstraktima koji
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sadrze karotenoidne spojeve, a koji posjeduju karbonilnu skupinu iz skupine ksantofila.
Takoder se moze zakljuciti da su prilikom koriStenja polarnijih otapala izolirani i drugi

spojevi koji sadrze karbonilnu funkciju, a ne pripadaju skupini karotenoida.
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Slika 15. IR- spektri srednjih frakcija* u podru¢ju 3800-500 cm®
*(acetonskog (AB22), etanolnog (AB32), etil-acetatnog (AB42), heksanskog (AB52), heksan/
acetonskog (AB72) i heksan/ etil-acetatnog (AB82) ekstrakta)

Najnize frakcije svih polarnih otapala i smjesa otapala su izdvojene i uo¢ljiva je zajednicka
Siroka apsorpcijska vrpca 3100-3600 cm™ koja se pripisuje O—H hidroksilnoj skupini (Slika
16). Pro¢is¢avanjem ekstrakata dobivenih koriStenjem nepolarnih otapala, poput heksana, kao
dominantne nisu izdvojene najnize frakcije nego samo srednje i najgornje. To potvrduje
¢injenicu da u ekstraktu nepolarnog otapala nisu prisutni polarni spojevi koji bi se inace vezali

za adsorbens i ostali kao najnize frakcije pri startnoj liniji kromatograma.
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Slika 16. IR-spektri najnizih frakcija* u podru¢ju 3800-500 cm™
*(acetonskog (AB23), etanolnog (AB33), etil-acetatnog (AB43), heksan/ acetonskog (AB74) i
heksan/ etil-acetatnog (AB83) ekstrakta)

U IR-spektrima dominantnih frakcija su prisutne jo§ dvije specificne apsorpcijske vrpce pri
~1460 cm™ | razli¢itog intenziteta, koja se pripisuje vibraciji asimetriénog svijanja C—H veze
metilenske skupine (—CHz-) u molekuli karotenoida, odnosno moze se pripisati prisutnosti
likopena. Druga se apsorpcijska vrpca nalazi pri ~1371 cm™ slabog je intenziteta i moze se
pripisati simetriénom svijanju veze C—H u metilenskoj podjedinici (-CHz) u B-iononskom
prstenu u molekuli B-karotena (Kushwaha, 2014).

U nekim frakcijama, ovisno u upotrijebljenom otapalu, vidljiva je apsorpcijska vrpca oko
1157 cm pripisana rasteznoj frekvenciji C—O veze koja bi mogla biti posljedica oksidacije
karotenoida. Apsorpcijska vrpca prisutna pri 1020 cm™ bi mogla ukazivati na deformaciju
polienskog lanca karotenoida kao $to je navedeno u istrazivanju Yuana i sur. (2012). Uocene
apsorpcijske vrpce jakog i srednjeg intenziteta pri frekvenciji 700-750 cm™ te pri ~960 cm™ bi

se mogle pripisati prisutnosti cis, odnosno trans izomera (Rubio Diaz, 2010).
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5 ZAKLJUCCI

1. Polarnost otapala/ smjese otapala i temperatura pri kojoj se provodi ekstrakcijski
proces su bitni parametri koji utje¢u na masu izoliranog ekstrakta. Primjenom metode
refluksiranja (metoda A) dobivena je veéa masa ekstrakata nego ekstrakcijom po
Soxhlet-u (metoda B) zbog razlike u temperaturi. Takoder, primjenom polarnijih

otapala izolirane su vece kolicine ciljanih spojeva.

2. Kromatografskim proci§¢avanjem izdvojene su uglavnom po tri frakcije iz ekstrakta.
Neovisno o0 polarnosti otapala, nepolarni karotenoidi prevladavaju u najgornjim

frakcijama, a polarni u najnizim frakcijama.

3. Na temelju snimljenih IR-spektara potvrdeno je da se u izoliranim dominantnim
frakcijama nalaze spojevi koji pripadaju skupini karotenoida, a za detaljniju analizu
sastava ekstrakata potrebno je primijeniti i druge analiticke metode, poput NMR-

spektroskopije.
4. Nakon provedenih izolacija, postoji mogucnost da dobiveni ekstrakti biootpada rajcice

budu iskoristeni u svrhu obogadivanja prehrambenih proizvoda bioaktivnim

spojevima.
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