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1. uvobD

Klorofili su zeleni pigmenti Cija je osnovna struktura tetrapirolski porfirinski prsten u
¢ijem je sredistu koordiniran ion magnezija. Ovi pigmenti prisutni su u biljkama,
cijanobakterijama i algama te su klju¢ni u procesu fotosinteze, pri ¢emu glavnu ulogu ima
klorofil a. Klorofil i njegovi derivati koriste se u industriji kao prehrambeni aditivi koji pripadaju
skupini bojila za razli¢ite prehrambene proizvode. Iako su klorofili najzastupljeniji pigmenti u
bilikama te je lisnato povrée njihov bogat bogat izvor, klorofili nisu stabilni spojevi. Uslijed
skladistenja i prerade voca i povrca bivaju enzimski ili kemijski degradirani u klorofilide odnosno
feofitine. Uslijed demetalacije klorofilida ili hidrolize feofitina djelovanjem jake kiseline nastaju

zuto-smedi feoforbidi, a biljke gube zelenu boju.

Koncentracija klorofila & u biljnim ekstraktima rutinski se odreduje UV-VIS
spektrofotometrijom pri apsorpcijskom maksimumu klorofila @ (~660 nm) te primjenom
razli¢itih empirijskih jednadzbi. Ipak, usporedbom s prethodnom metodom fluorimetrija je
osjetljivija, selektivnija i pouzdanija te njena primjena u odredivanju koncentracije pigmenata

eliminira upotrebu empirijskih jednadzbi.

Cilj ovoga rada bio je: (i) izolacija standarda klorofila a iz cijanobakterije Arthrospire
platensis (spirulina) primjenom tankoslojne preparativne kromatografije (ii) razvoj metode za

fluorimetrijsko odredivanje koncentracije klorofila a u biljnim ekstraktima.
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2. TEORIJSKI DIO
2.1 Klorofil

Klorofil (Chl) je zeleni pigment koji se nalazi u kloroplastima biljnih stanica (Slika 1),
gdje sudjeluje u procesu fotosinteze, odnosno nastajanja organskih tvari iz ugljikova dioksida

i vode pomocu svjetlosne energije (Jinasena i sur., 2016).

Slika 1: Kloroplasti u biljnim stanicama (Anonymous 1, 2018)

2.1.1 Struktura klorofila, vrste klorofila i njihova zastupljenost

Termin ,klorofil* obuhvaca obitelj spojeva, pigmenata koji su kompleksi tetrapirolskog
porfirinskog prstena s magnezijem. Na slici 2 te u tablici 1 prikazane su strukture najcesce
prisutnih klorofila i njihovih derivata. Kod viSih biljaka na reducirani porfirinski kromofor
esterskom vezom vezan je terpenoidni alkohol fitol koji ¢ini molekulu klorofila lipofilnom.
Molekula klorofila relativno je velika; porfirinska glava veliCine je priblizno 1,5 x 1,5 nm, a fitilni
lanac dug je oko 2 nm. Konjugirane dvostruke veze prisutne u klorofilu omogucéavaju
delokalizaciju = elektrona u prstenastom sustavu, a time i brojna oksidacijsko-redukcijska
stanja vazna za prijenos energije iz jedne pobudene klorofilne molekule do susjedne. Vezivanje
(iskljucivo) dvovalentnog magnezijevog atoma na dusikove atome porfirinskog prstena kljucno
je za apsorpciju svjetlosne energije, a time i fotosintezu. Elektronska struktura magnezija
omogucuje promjenu raspodijele elektrona porfirinskog prstena kako bi se producirala jaka,

pobudena stanja. Ovisno o supstituentima, primarno vinilnim i metilnim skupinama na
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polozajima 3 i 7, molekule klorofila u ve¢oj mjeri apsorbiraju suncevu svjetlost pojedinih valnih
duljina. Supstituenti poput formilnih skupina na ova dva polozaja, primjerice u klorofilu bi d,
odgovorni su za povecanje ili smanjenje apsorpcije u plavom i crvenom dijelu spektra
(Houghton i Hendry, 1996).

> porfirinski sustav

fitilni bo¢ni ogranak

Slika 2: Opca strukturna formula klorofila i njihovih derivata

Tablica 1: Supstituenti i centralni atom klorofila i njihovih derivata

M R1 R2 R3 R4 Rs
Klorofil a Mg CHs | CH=CH: | CHs H COOCH;3
Klorofil & Mg CHs | CH=CH: | CHs COOCH; | H
Feofitin a 2H CHs | CH=CH: | CHs H COOCH;3
Klorofil b Mg CH; | CH=CH, CHO |H COOCH;3
Klorofil &/ Mg CHs |CH=CH; |CHO |COOCHs; |H
Feofitin b 2H CH; |CH=CH, CHO |H COOCH;3
Klorofil d Mg CHs | CHO CHs H COOCH;3
Klorofil £ Mg CHO | CH=CH. | CHs H COOCH;3

U Zivoj stanici klorofili su slabim nekovalentnim vezama povezani s polipeptidima, a ti

su kompleksi ugradeni u tilakoidne membrane kloroplasta. Kompleksi polipeptida i klorofila
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okruzeni su karotenoidima ili ksantofilima (ovisno o vrsti organizma) te tokoferolima (obitelj
hidrofobnih molekula, u ljudskoj prehrani poznatiji kao vitamin E). Na svakih desetak molekula
klorofila nalazi se priblizno jedna ili dvije molekule prethodno navedenih spojeva. Karotenoidi
djeluju kao pomocni pigmenti koji prenose apsorbiranu energiju na klorofil a te su i
antioksidativna zastita od visoko reaktivnih kisikovih radikala i singletnih kisika. Tokoferoli
takoder uklanjaju singletni kisik i djeluju kao terminalna zamka za razliite Stetne radikale i
lipidne perokside. Hidrofobni fitilni rep diktira tocnu orijentaciju svake klorofilne molekule u

lipidnim membranama (Price i Hendry, 1991).

Klorofil @ i mnogi njegovi derivati, poznatiji pod nazivom klorini, po strukturi su
dihidroporfirini. Svi prirodni klorofili imaju peti ili ciklopentanonski prsten £ i temelje se na
strukturi poznatijoj kao feofitin (Houghton i Hendry, 1996). Druga serija spojeva, poznata kao
bakterioklorofili su fotosinteticki pigmenti, povezani s klorofilima, koji se javljaju u raznim
fototrofnim bakterijama. Grupe koje sadrze bakterioklorofil provode fotosintezu, ali ne
proizvode kisik te koriste valne duljine svjetlosti koje ne apsorbiraju niti biljke niti
cijanobakterije. Struktura bakterioklorofila a temelji se na strukturi tetrahidropirolina u kojemu
su dva pirolna prstena reducirana. Na slici 3 prikazana je struktura klorofila g, klorofila b i
bakterioklorofila a. Kao Sto se moze primietiti, klorofil a i klorofil 5 medusobno se razlikuju
samo u supstituentu na C7 atomu; klorofil a sadrzi —CHs, a klorofil 6 -CHO skupinu.

COO-fitil COO-fitil

Slika 3: Klorofil a (A), klorofil £ (B) i bakterioklorofil a (C)
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Klorofil £ uvijek se u prirodi nalazi uz klorofil ate je u manjim koli¢inama od klorofila
a, a njihov omjer varira izmedu 1:2 i 1:5 (Strain i Svec, 1966; Lange i sur., 1981). Jedini primjer
prirodnog izvora klorofila a uz koji se ne nalazi i klorofil 6 su cijanobakterije i crvene bakterije,
medutim umjesto ciklicke strukture tetrapirola klorofili a takvih izvora sadrze lineariziranu
formu (Houghton i Hendry, 1996). U tablici 2 prikazana je distribucija prirodnih klorofila.
Varijacije u strukturi deset poznatih klorofila relativno su skromne. One se najcescée javljaju na
polozajima 3, 7 i 8, a u usporedbi s klorofilom @ mnoge ukljucuju oksidaciju. Alternative fitilnoj
skupini na polozaju 17 nalaze se u nekim fotosintetskim bakterijama i algama, no moze se
zakljuciti kako je originalna Mg-porfirinska struktura ouvana u svim poznatim fotosintetskim
organizmima. Klorofil je klju¢an u procesu fotosinteze, iako drugi pigmenti, narocito ksantofili
i odredeni karotenoidi imaju pomoc¢nu, ali bitnu ulogu. Taj je proces najmanje 2600 milijuna

godina star te se u svim svojim detaljima nije zna¢ajno mijenjao svo ovo vrijeme.

Tablica 2: Zastupljenost prirodnih derivata klorofila (Houghton i Hendry, 1996)

Klorofil Organizam

A -svi fotosintetski organizmi ukljucujudi i vise
biljke, sve alge i fotosintetske bakterije

Cyanophyta i Prochlorophyta

B -vaskularne biljke, alge Chlorophyta i
Euglenophyta i bakterijske vrste Pyrrophyta

c -smede alge (Phaeophyta), dinoflagellates
(svjetleci bicasi), Bacilariofita, Chrysophyta,
Prasinophyta and Cryptophyta

D -u nekim crvenim algama (Rhodophyta) i
Chrysophyta
E -Xanthophyta

Klorofil su prvi izolirali Joseph Bienaimé Caventou i Pierre Joseph Pelletier 1817. godine.
U vrijeme svog rada, znanstvenici su znali da zelene biljke koriste ugljikov dioksid, a oslobadaju
kisik. Godine 1883. njemacki fiziolog Julius von Sachs pokazao je da klorofil nije rasprsen po
cijeloj biljnoj stanici, ve¢ da se nalazi u posebnim strukturama, kloroplastima, a takoder je
dobio i zasluge za dokazivanje uloge klorofila u fotosintezu. Klorofil @i b izolirao je i proCistio

njemacki znanstvenik Richard Willstatter, koji 1915. godine osvojio Nobelovu nagradu za
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otkrivanje kemijske strukture klorofila u formi mreze atoma ugljika, vodika i kisika koji okruzuju
jedan atom magnezija. Petnaest godina kasnije (1930.) Hans Fisher dobiva Nobelovu nagradu
za otkrice kemijske strukture hemoglobina, uz zapazanje da je ona u jednom svom dijelu
veoma sli¢na strukturi klorofila. 1965. godine americki znanstvenik Robert Burns Woodward
osvaja Nobelovu nagradu za potpuno odredivanje strukture molekule klorofila (The Royal

Swedish Academy of Sciences, 2018).

2.1.2 Bioloska funkcija klorofila

U biljakama su razlicite vrste klorofila povezane s odredenim proteinima ili
polipeptidima i uklopljene u hidrofobne, lipidne membrane kloroplasta odnosno tilakoide. U
kloroplastima je glavnina molekula klorofila organizirana u funkcionalne strukture koje
apsorbiraju fotone vidljive svjetlosti. No, bitno je naglasiti kako samo molekule klorofila a koje
se nalaze u reakcijskim centrima mogu pretvarati svjetlosnu energiju u kemijsku. Izlozene
punoj suncevoj svijetlosti grupe klorofilnih molekula, koje nazivamo antene, apsorbiraju
priblizno 40 do 45 fotona u sekundi. Uslijed apsorpcije svjetlosti njihovi elektroni prelaze iz
osnovnog u pobudeno stanje, a prilikom relaksacije oslobodena energija pobuduje elektrone
susjedne molekule. Moze se reéi kako se energija inicijalnog fotona prenosi izmedu molekula
klorofila na susjedne molekule te se naposlijetku koncentrira u manjem broju specijaliziranih
reakcijskih centara. Zahvaljujuci dovoljnoj koliCini rezonancijom prenesene energije molekule
klorofila @ u reakcijskim centrima bivaju oksidirane, a manjak elektrona nadoknaduje se

oksidacijom vode:
2H,0 — 4H* + O, + 4e

Protoni nastali u prethodnoj reakciji, zajedno s elektronima oslobodenima iz klorofila,
reduciraju oksidirani koenzim nikotinamid adenin dinukleotid fosfat u NADPH, a gradijent
protona koristi se za sintezu ATP-a. Produkti primarnih procesa, odnosno energija pohranjena
u ATP-u i redukcijski potencijal NADPH, sluze u reakcijama biosinteze organskih molekula iz
ugljikova dioksida (Houghton i Hendry, 1996).

2.1.3 Degradacija klorofila

Tijekom Zivotnog vijeka u biljkama se paralelno, no razli¢itim brzinama, odvijaju procesi
biosinteze klorofila i njegove degradacije. Najuocljivia promjena uzrokovana destrukcijom

klorofila je promjena boje liS¢a iz zelene u Zutu. Smatra se kako je brzina degradacije najveca
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u pocetnoj fazi (zelenoj fazi sadnica) i na kraju Zivotnog vijeka (tijekom starenja listova te
zrenja plodova). Potonji procesi, koji ukljucuju neto gubitak klorofila, popraceni su dubokim
fiziCkim promjenama u neposrednom okruzenju pigmenata. Ove promjene ukljucuju promjenu
fluidnosti tilakoidnih membrana i peroksidaciju tilakoidnih proteina kao rezultat djelovanja
razliCitih oblika aktivnog kisika. Valja naglasiti kako je faza u kojoj dominira degradacija znatno
krata od razdoblja biosinteze. Primjerice, u sjevernim umijerenim podrucjima, listopadna
drveéa razvijaju zeleno liSée tijekom nekoliko dana, Cesto tjedna te im liSe moZze biti u
potpunosti zeleno do 5 mjeseci. U tom vremenskom periodu degradacija je vrlo spora, ali
pocetkom listopada vecina, ako ne i sav klorofil biva unisten kroz 3 do 4 dana. Osim in vivo
degradacije, bitno je istaknuti i kako gotovo svaki nacin procesiranja i skladistenja zelenog

povrca takoder uzrokuje razgradnju klorofila.

Slika 4 prikazuje shemu puteva in vivoi in vitro razgradnje klorofila. Uslijed djelovanja
slabe kiseline molekula klorofila gubi ion magnezija, a produkt demetalacije je maslinasto-
smedi feofitin. U pojedinim biljnim vrstama u prirodnim, ali i u industrijskim uvjetima enzim
klorofilaza katalizira hidrolizu fitiinog estera pri ¢emu nastaje klorofilid. Uslijed demetalacije
klorofilida ili hidrolize feofitina djelovanjem jake kiseline nastaje feoforbid. Osim djelovanjem
kiselina i enzima destrukcija klorofila moZe biti izazvana i svjetloScu, kisikom, poviSenom

temperaturom i fizickim stresom (Hortensteiner, 1999).
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Klorofil
Klorofilaza Slaba > Bioloske reakcije oksidacije
. 5 kiselina
K Fitol M ¢ v
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Mg  Fitol
v =
Slabakiselina J?ka, v .
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\ Sl Bl Cuikiselina
Porfirinski kompleksi Y |
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molekule Klorofilini

Slika 4: Shema degradacije klorofila

2.1.4 Primjena klorofila i pripadajucih derivata

Klorofil i njegovi derivati, poznati pod nazivom klorofilini, koriste se u industriji kao
stabilna, netoksi¢na, fizioloSki bezopasna bojila za mlijeCne proizvode, jestiva ulja, juhe,
Zvakace, pica, kozmetiku te lijekove (Madrid i Madrid, 1990; Francis, 2000; Marquez i
Borrmann, 2009). Zabiljezena su i razlicita terapeutska svojstva klorofila kao sto je protuupalno
djelovanje, ubrzavanje procesa zacijeljenja rana, svojstva imunoloskog moderatora itd.
(Chernomorsky i Segelman, 1988). Nadalje, klorofil i njegovi derivati pokazuju anti-mutagenu
i anti-kancerogenu aktivnost (Matney, 1980; Dashwood i sur., 1991; Sarkar i sur., 1994;
Ferruzzi i sur., 2002). Zbog antioksidacijskih, protuupalnih i detoksificirajuéih svojstava klorofil

i njegovi derivati nasli su primjenu u lijekovima i dodacima prehrani (Chernomorsky i sur.,
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1999; Fernandes i sur., 2007; Ferruzzi i Blakeslee, 2007). Takoder, mogu se Koristiti za
proizvodnju aditiva za gorivo radi poboljSanja karakteristika izgaranja ugljicnih goriva (Jordan,
1998.)

2.2 Spirulina (Arthrospira platensis)

Spirulina (Arthrospira platensis) je viSestaniCna, filamentozna cijanobakterija
(modrozelena alga.) Arthrospira (Slika 5) je fotosintetizirajuéa gram-negativna, netoksic¢na

cijanobakterija Ciji rast potice sunceva svjetlost, visoke temperature i izrazito alkalni uvjeti.

Slika 5: Spirulina platensis pod povecanjem 400 puta (UTEX Culture Collection of Algae,
2018)

Spirulina sadrzi velike koli¢ine proteina, vitamina i minerala te je najbogatiji izvor beta-
karotena. Sadrzi i iznimno visoku razinu klorofila i to iskljuéivo klorofila @ (Encyclopedia
Britannica, 2018). Znacajnu popularnost stekla je u industriji zdrave hrane, suplement je
namjenjen ljudskoj i sto¢noj prehrani te se koristi u akvakulturi (Wan i sur., 2016). Spirulina
raste u vodi i moze se lako prikupljati i obradivati. Stolje¢ima je u prehrani koriste ljudi koji
Zive u blizini alkalnih jezera, gdje je njezino prirodno stanidte, poput jezera Cad na podrudju
Kanema i jezera Texcoco u Meksiku (Ciferri i Tiboni, 1985; Sotiroudis i Sotiroudis, 2013). Zbog
svojih raznovrsnih primjena, danas se uzgaja i proizvodi u velikim otvorenim staklenicima ili u
staklenicima s kontroliranim uvjetima diljem svijeta. U posljednje vrijeme nacinjene su opsezne
studije kako bi se procjenila terapijska vrijednost spiruline u lije¢enju niza bolesti, ukljucujuéi
hiperkolesterolemiju, hiperglikemiju, kardiovaskularne bolesti, upalne bolesti, karcinom i
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virusne infekcije (Deng i Chow, 2010). Takoder, raste interes za spirulinom kao izvorom
nutraceutika, a provedena su i istrazivanja imunooaktivhog inzulina izoliranog iz spiruline.
Najveda izolirana koli¢ina inzulina iz spiruline je 33,9 pg/g, a prisutnost inzulina dodatno je
potvrdena pomoc¢u SDS-PAGE-a, Western blottinga i HPLC-a upotrebom govedeg inzulina kao
markera (Answer i sur., 2011).

2.3 Spektroskopsko odredivanje klorofila

Metode instrumentalne analize koje koriste elektromagnetska zracenja valnih duljina
infracrvenih i ultraljubicastih valova, mikrovalova i X-zraka u svrhu odredivanja strukture
molekula nazivaju se spektroskopskim metodama. Elektromagnetsko zracenje pokazuje
svojstva Cestice i vala. Prema valnim svojstvima elektromagnetsko zracenje sastoji se od
okomito osciliraju¢eg elektricnog i magnetskog polja, dok se prema cesticnim svojstvima
sastoji od ,paketa” energije koji se nazivaju fotonima. Elektromagnetski spektar obuhvaca
veliko podrucje valnih duljina i energija. Osnovna podjela elektromagnetskog spektra prikazana
je na slici 6.

v/Hz 310% 3-10™ 310" 3-10™ 3-10" 3-10" 3-10° 3-10° 3-10°*
I e ey My M I N

A/m 102 100 107 10 10" 107 1 10 104
| | | | | | | | | | | | | | |
L
y-zrake z
é % infracrvene radio valovi
= 5 zrake
x-zrake E
=
| | I | T | T | | I | | | T | T
A/ nm 102 1 10? 10* 10° 108 10" 10" 10"
vidljiva svjetlost
400 500 600 700 A/ nm

Slika 6: Spektar elektromagnetskog zracenja (Kemijski rjecnik, 2018)

Svaka Cestica (atom, ion, molekula) ima osnovno energetsko stanje, odnosno stanje
najnize energije. Do apsorpcije fotona dolazi jedino ako je energija fotona jednaka energetskoj
razlici osnovnog i nekog viSeg energetskog stanja Cestice (Skoog i Leary, 1992). Energija s
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fotona prelazi na Cesticu, koja zatim prelazi u pobudeno stanje. Nakon kratkog vremena (od
10 do 107 s) pobudena se vrsta relaksira do osnovnog stanja prenoseéi visak energije drugim
Cesticama u okolini. Vijek trajanja pobudene vrste je toliko kratak da je koncentracija
pobudenih Cestica u bilo kojem trenutku zanemariva, a koli¢ina toplinske energije koja se
otpusta tijekom relaksacije je toliko mala da se ne moze detektirati. Iz navedenog se moze
zakljuciti da se tijekom apsorpcijskih mjerenja neznatno utje¢e na energiju promatranog

sustava.

Transmitancija je mjera koli¢ine neapsorbiranog zracenja, dok je apsorbancija (A)
definirana kao logaritam omjera intenziteta upadnog zracenja (A) i propustenog zracenja (P)

kroz uzorak.

A = log(~/P) (1)

Apsorpcija svjetlosti kroz otopine moze se matematicki opisati Beer-Lambertovim

zakonom:
A= ebc (2)

gdje je A apsorbancija na danoj valnoj duljini svjetlosti, £je molarni apsorpcijski (ekstinkcijski)
koeficijent (L mol! cm™) svojstven svakoj molekulskoj vrsti i ovisan o valnoj duljini
svjetlosti, bje duljina puta svjetlosti kroz uzorak, a ¢je mnozinska koncentracija tvari u otopini.

Beer-Lambertov zakon uspjesno opisuje apsorpcijske sposobnosti razrijedenih otopina,
najcesce do koncentracije 0,01 mol dm=. Kemijska odstupanja od Beer-Lambertovog zakona
je lako predvidjeti iz podataka o konstantama ravnoteze reakcija i molarnih apsorptivnosti.
Ona se pojavljuju kada vrste koje apsorbiraju disociraju, asociraju ili daju produkt drugacijih
apsorpcijskih vrijednosti od analitovih apsorpcijskih vrijednosti. Instrumentalna odstupanja
obuhvacaju primjenu polikromatskog zracenja te prisutnost zalutalog zracenja preko povrsine

leca, filtera, prizmi itd. (Skoog i Leary, 1992).

2.3.1 UV/VIS spektroskopija

Molekulska spektroskopija temeljena na ultraljubi¢astom i vidljivom zracenju Siroko se
primjenjuju za kvantitativhu analizu te za identifikaciju i odredivanje brojnih organskih i
anorganskih vrsta. UV/VIS spektroskopija je jedna od najéeS¢ih metoda u kvantitativnoj
analitiCkoj kemiji zbog Siroke primjenjivosti, jednostavnosti, tocnosti, (vrlo) dobre selektivnosti

te velike osjetljivosti. UV/VIS spektroskopijom odreduju se molekulske vrste koje apsorbiraju
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ultraljubicasto ili vidljivo zracenje. U ultraljubicasto spektralno podrucje spadaju valne duljine
od 200 nm do 400 nm te raspon energije od 300 do 600 kJ/mol, a u vidljivo spektralno podrucje
valne duljine od 400 nm do 800 nm kojima odgovara raspon energije od 150 do 300 kJ/mol.
Za apsorpciju ultraljubicastog i vidljivog zracenja u organskim molekulama odgovorni su vezni
te slobodni elektroni. Kako bi se organski spoj mogao spektrofotometrijski odrediti potrebno
je da sadrZi barem jednu kromofornu skupinu, odnosno nezasi¢enu funkcionalnu skupinu.
Veliki broj organskih i anorganskih spojeva imaju apsorpcijske vrpce u UV/VIS podrucju
elektromagnetskog spektra. Kao dodatna prednost ovoj spektroskopskoj metodi ide u prilog i
¢injenica da je relativno lako postici eksperimentalne i instrumentalne uvjete u kojima vrijedi

Beer-Lambertov zakon (Harvey, 1999).

Klorofil i njegovi derivati su obojeni organski spojevi koji zbog visoke delokalizacije
molekulskih orbitala duz periferne strukture porfirina apsorbiraju u vidljivom dijelu
elektromagnetskog spektra. Presudan utjecaj na intenzitet i polozaj apsorpcijskih vrpci
klorofila u VIS spektrima ima raspodjela n-elektronske gustoce. Preklapanja n-orbitala u
dimerima ili oligomerima klorofila dovode do daljeg batokromnog pomaka apsorpcijskih
maksimuma za desetak nanometara. Apsorpcija u VIS podru¢ju moZze se koristiti i kao odlicna
osnova za proucavanje donor-akceptorskih interakcija klorofila . U monomernoj formi, u kojoj
molekule otapala okruzuju molekulu klorofila, Mg-atom se ponasa kao akceptor elektrona (npr.
u slucaju acetona). U oligomerima, u kojima se jedna molekula klorofila povezuje s drugom
molekulom klorofila, Mg-atom iz jedne molekule klorofila igra ulogu akceptora i veze se za
karbonilnu grupu druge molekule klorofila, koji tom prilikom ima ulogu elektron donora. S
povecanjem broja povezanih molekula u oligomeru klorofila, apsorpcijski maksimum njegovog
VIS spektra pomice se k vecim valnim duljinama kao posljedica dodatnog preklapanja -

orbitala makrociklicnog sustava (Cotton i sur., 1978).

Vidljivi (VIS) dio spektra suncevog zracenja Cini oko 90% ukupne sunceve energije koja
padne na povrSinu Zemlje. Pri viSim intenzitetima VIS zracenja moze do¢i do osSteéenja
fotosintetskog aparata Sto moze dovesti do znacajnog smanjenja sadrzaja klorofila u biljkama
(Van i Garrard, 1976). Struktura klorofila je znacajno ugrozena uslijed izlaganja vedim
koli¢inama UV zracenja (UV-B, ali i UV-A, 315-400 nm) i vidljive svjetlosti, posebno u in vitro
uvjetima kada za razliku od /n vivo uvjeta u biljkama, nije pokrenut nijedan od vise razlicitih

mehanizama zastite klorofila od degradacije (S. Petrovi¢, 2016).
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2.3.2 Fluorescencijska spektroskopija

Fluorimetrija je spektroskopska metoda koja se bazira na interakciji elektromagnetskog
zracenja s uzorkom. Fluorescencijski spektrometri imaju radno podrucje unutar ultraljubicastog
i vidljivog dijela elektromagnetskog spektra, odnosno u rasponu valnih duljina od 200 nm do
800 nm (Harvey, 1999). Fluorescencijska spektroskopija je puno osjetljivija te selektivnija u
odnosu na UV/VIS spektrofotometriju Sto je cini prikladnom metodom za /in vivo detekciju
specifi¢nih spojeva. Fluorescencija daje informacije ne samo o strukturnim detaljima molekula,
vec i o dinamici degradacije unutar date okoline (in vitro, in vivo, in situ). Ova metoda se danas
ubraja u red najpogodnijih, neinvazivnih, visoko osjetljivih, brzih, direktnih i jeftinih kvantitivnih
metoda (Maxwell i Johnson, 2000). Obje spektroskopske metode (fluorescencijska i UV/VIS
spektroskopija) ukljuCuju koriStenje izvora svjetlosti te mogucénost odabira odredenih valnih
duljina. Takoder, obje metode se oslanjaju na apsorpciju svjetlosti pri ¢emu dolazi do
pobudivanja elektrona, a mogu se koristiti i za odredivanje koncentracije ispitivane tvari. Ipak
fluorimetrija, za razliku od UV/VIS spektroskopije, moze pratiti i emisiju svjetlosti kada se

elektroni vracaju iz pobudenog u osnovno stanje.

3
2 1 l Neradijativni
S l prijelazi

i

Apsorpcija

Fluorescencija

Energija

3
Sp 2
1
0

~ Osnovno stanje

Slika 7: Shematski prikaz apsorpcije i fluorescencije
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Apsorpcijom zracenja molekula prelazi iz osnovnog (So) u pobudeno stanje (S1). 1z
odredenog viseg vibracijskog stanja u pobudenom elektronskom stanju molekula
vibracijskom relaksacijom (neradijativnim prijelazima) prelazi u osnovno vibracijsko stanje.
Emisijom zracenja, procesom fluorescencije, molekula zatim prelazi iz pobudenog

elektronskog stanja u osnovno elektronsko stanje (Slika 7).

Broj molekula koje fluoresciraju malen je zbog prirode apsorpcije i emisije. Vjerojatnost
dviju tvari da apsorbiraju i emitiraju na jednakim valnim duljinama vrlo je mala Sto omogucuje
visoku selektivnost. Fluorescencijska spektroskopija je izrazito osjetljiva metoda zbog cinjenica
da je fotone lako detektirati te da molekule ne emitiraju vidljivu svjetlost u standardnim
uvjetima, osim ako ne fluoresciraju ili fosforesciraju (Wesolowski, 2014). Fluoroscencijske
metode su za jedan do tri redova veliCine osjetljivije od ostalih apsorpcijskih metoda (Skoog i
Leary, 1992).

A. Weissler i C.E. White u ,Handbook of Analytical Chemistry" naveli su vise od 100
primjera najvaznijih organskih i biokemijskih tvari koje fluoresciraju, a medu navedenim biljnim

preparatima nalazi se i klorofil.

Eksperimentalno je odredeno da strukture s aromatskim prstenovima daju najintenzivnije i
najupotrebljiviie molekulske fluorescencijske emisije. Snaga fluorescencijskog zracenja F

proporcionalna je snazi zracenja pobudnog snopa koji se apsorbira u sustavu:
F=K"-(B-P) (3)

pri ¢emu je P, snaga upadnog snopa, P je snaga snopa nakon prolaza kroz otopinu, b je
duljina puta kroz sredstvo, a K* konstanta ovisna o kvantnoj ucinkovitosti fluorescentnog
sustava. Fluorescencijsko zraCenje se moze dovesti u vezu s koncentracijom c fluorescentne
Cestice pomocu Beerovog zakona:

g — 10—e»b~c (4)
0

pri éemu £ oznaava molarnu apsorptivnost fluorescentne vrste.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1 Biljni materijali

Za izradu bazdarnog dijagrama koristena je Spirulina platensis u prahu tvrtke Encian,
dobivena iz ekoloskog uzgoja, a koncentracija klorofila @ odredena je u ekstraktu rikole (Eruca

sativa L.) kupljene na trznici.

6
A

Slika 8: Eruca sativa L. (Anonymous 2, 2018)

3.2 Kemikalije

e aceton (Gram-Mol, pro analysi)

e bezvodni natrijev sulfat (Gram-Mol, pro analysi)
e destilirana voda

o kalcijev karbonat (Kemika, pro analysi)

e metanol (J. T. Baker, HPLC gradient grade)

e petroleter (Carlo Erba, for analysis)

o silikagel (Merck, Kieselgel 60 HF2s4)

3.3 Aparaturai pribor:

o analiticka vaga
e automatske pipete
e Erlenmayerova tikvica

o filter papir



3.4

3.4.1

300 mg CaCO;s i doda 20 ml acetona. Sadrzaj epruvete dobro se promijeSa, a dobiveni ekstrakt

profiltrira te koncentrira na rotacijskom vakuum uparivacu pazeéi pritom da temperatura
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UV/ViS spektrofotometar PerkinElmer Lambda 25
fluorimetar PerkinElmer LS 55

graduirana pipeta, 20 mL

kivete

lijevak za odjeljivanje

menzura, 100 mL

ploce za tankoslojnu kromatografiju sa slojem silikagela
rotacioni vakuum uparivac

sinter lijevak

staklene ¢ase, 50 i 100 mL

Spatula

tikvica s okruglim dnom, volumena 100 mL

vakuum sisaljka

Metode rada

Ekstrakcija pigmenata iz Spirulina sp.

U epruvetu (Falcon), umotanu u aluminijsku foliju, izvaze se 1 g Spirulina sp. u prahu,

vodene kupelji ne prijede 25 °C.

3.4.2 Izolacija standarda klorofila a iz acetonskog ekstrakta Spirulina sp.

provodi se preparativhom tankoslojnom kromatografijom na silikagelu. Postupku je prethodilo
kromatografiranje uzoraka na malim ploCicama silikagela kako bi se utvrdila mobilna faza u
kojoj se klorofil a razdvaja od preostalih pigmenata u ekstraktu i pritom se kao optimalna
pokazala smjesa petroletera i acetona u omjeru 75%:25% (Slika 9). Rsvrijednost (omjer

udaljenosti koju je presla pojedina komponenta i one koju je istovremeno presla mobilna faza)

Razdvajanje pigmenata i izolacija klorofila a iz acetonskog ekstrakta Spirulina sp.

klorofila @ u ovom eluensu iznosi 0,65.
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B-karoten

klorofil a

. ksantofili

Slika 9: Tankoslojna kromatografija (vlastita fotografija)

Kada se utvrdi pogodan kromatografski sustav, acetonski ekstrakt nanosi se na staklene
ploce sa silikagelom te se u tami, pri sobnoj temperaturi, eluira priblizno 60 minuta u kadici za
kromatografiju. Po zavrSetku, ploCa se izvadi iz kadice i nakratko posusi. Klorofil g, adsorbiran
na silikagel, Spatulom se sastruze sa ploce i prenese na sinter lijevak. Desorpcija sa silikagela
provodi se viSestrukim ispiranjem acetonom sve dok se silikagel ne obezboji. Otopina klorofila

a u acetonu upari se do suha.

3.4.3 Ekstrakcija pigmenata i izolacija klorofila iz rikole ( Fruca sativa)

U tarioniku se 5 minuta homogenizira 5 g rikole i 300 mg CaCOs u 20 mL acetona.
Dobiveni ekstrakt profiltrira se u okruglu tikvicu te uparava na priblizno 25 °C kako bi se uklonio
aceton. U tikvicu se potom doda 30 mL vode i 30 mL petroletera te se sadrzaj prelije u lijevak
za odjeljivanje (Slika 10). Gornji, petroleterski sloj ispusti se u suhu Erlenmayerovu tikvicu a
donji, vodeni sloj izmuckava s po 30 mL petroletera dok se ne obezboji. Objedinjeni organski
slojevi posuse se bezvodnim natrijevim sulftatom, profiltriraju te upare do suha. Izolacija
klorofila iz ekstrakta provodi se preparativnhom tankoslojnom kromatografijom na silikagelu na

isti nacin kao Sto je opisano u postupku 3.5.2.



18 /30

19/2¢

Slika 10: Razdvajanje organske i vodene faze pomocu lijevka za odjeljivanje (vlastita
fotografija)

3.4.4 UV/VIS spektroskopsko odredivanje koncentracije standarda klorofila a

Parametri UV/ViS spektrofotometra:
o start wavelenght. 350 nm
e end wavelenght. 700 nm
e data interval 0,5 nm

e brzina snimanja: 480 nm/min

Klorofil a, dobiven iz acetonskog ekstrakta Spirulina sp. (3.4.2.), otopi se u metanolu
spektroskopske Cistoce. Apsorbancija metanolne otopine klorofila @ mjeri se u dvozracnom
UV/ViS spektrofotometru, pri ¢emu se u jednu kvarcnu kivetu stavlja Cisti metanol, a u drugu
otopina klorofila @ nepoznate koncentracije. OCita se apsorbancija otopine pri valnoj duljini od
660 nm (Slika 11) te se uz poznavanje molarnog apsorpcijskog koeficijenta £ = 32 600 dm?
mol? cm™ pri toj valnoj duljini i duljine puta /= 1 cm, pomocu Beer-Lambertovog zakona

izraCuna koncentracija otopine klorofila a.
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Slika 11: UV/VIS spektar spiruline

3.4.5 Izrada bazdarnog dijagrama za fluorimetrijsko odredivanje koncentracije

klorofila a

Parametri fluorimetra:
o start wavelenght. 500 nm
e end wavelenght. 750 nm
e pobuda (excitation): 405 nm
e ex. slit. 10 nm
e em. slit: 5 nm

e brzina snimanja: 400 nm/min

Prvo se snimi fluorescencijski emisijski spektar Cistog metanola, koji se prilikom obrade
podataka oduzima od fluorescencijskog emisijskog spektra metanolne otopine klorofila a.
Nakon toga se u istu fluorimetrijsku kivetu doda alikvot otopine klorofila a kako bi pocetna
koncentracija klorofila @ iznosila 1107 mol dm te se snimi fluorescencijski emisijski spektar
pripremljene otopine. Postupno se dodaju alikvoti otopine klorofila a te se snimaju
fluorescencijski emisijski spektri otopina sve dok ovisnost relativhog intenziteta fluorescencije

prestane biti linearno ovisna o koncentraciji.
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3.4.6 Fluorimetrijsko odredivanje koncentracije klorofila a u ekstraktu rikole

Dobiveni ekstrakt Eruca sativa L. (3.4.3.) otopi se u 6 mL metanola spektroskopske
Cistoce te se koristi kao ishodna otopina za fluorimetrijska mjerenja.
U fluorimetrijskoj kiveti snimi se fluorescencijski emisijski spektar Cistog metanola, koji se
prilikom obrade podataka oduzima od fluorescencijskog emisijskog spektra metanolne otopine
klorofila a iz ekstrakta Eruca sativa L. Nakon toga se u istu fluorimetrijsku kivetu doda 5 pL
ishodne otopine ekstrakta Eruca sativa L. te se snimi fluorescencijski emisijski spektar.
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4, REZULTATI I RASPRAVA
4.1 Uvod

Cilj ovoga rada je razvoj metode za fluorimetrijsko odredivanje koncentracije klorofila
a u biljnim ekstraktima. Prvi dio rada posvecen je izolaciji standarda klorofila a iz spiruline te
konstrukciji bazdarnog dijagrama pomocu kojeg se odredivanjem relativnog intenziteta
fluorescencije pri 673 nm moze odrediti koncentracija klorofila a u ispitivanom ekstraktu. U
drugom dijelu rada odredena je nepoznata koncentracija klorofila @ u dva acetonska ekstrakta

rikole.

4.2 Izolacija klorofila aiz Spirulina sp.

Za izolaciju standarda klorofila a koriStena je Spirulina sp. jer ta viSestani¢na
cijanobakterija, evolucijski uvjetovano, sadrzi iskljucivo klorofil g, a ne i klorofil 6 (Encyclopedia
Britannica, 2018). Odabirom spiruline bitno je olakSana izolacija Cistog standarda iz acetonskog
ekstrakta pomocu preparativne tankoslojne kromatografije jer bliske R vrijednosti klorofila ai
klorofila b u brojnim eluensima otezavaju njihovo dobro razdvajanje. Za ekstrakciju
fotosintetskih pigmenata iz spiruline u prahu kao otapalo je koriSten aceton jer su pigmenti u
njemu dobro topljivi te se zbog velike hlapljivosti aceton lako uklanja iz ekstrakta na
rotacijskom vakuum uparivacu, ve¢ pri sobnoj temparaturi, ¢ime se sprjeCava degradacija
klorofila djelovanjem poviSene temperature. Tijekom homogenizacije smjese spiruline i
acetona dodan je kalcijev karbonat kojim se, zbog bazi¢nih svojstava, svodi na minimum
moguca konverziju klorofila a u feofitin. Zbog prethodno opisanih svojstava aceton je koriSten

i za desorpciju klorofila g, razdvojenog od ostalih pigmenata, sa stacionarne faze.

4.3 Izrada bazdarnog dijagrama

Fluorimetrijskim mjerenjem odredivano je osam razliCitih metanolnih otopina klorofila

a iz Spirulina sp. u rasponu koncentracija od 1:107 mol dm do 2:10® mol dm™3 (Slika 12).
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Slika 12: Fluorescencijski emisijski spektar klorofila a izoliranog iz spiruline za konstrukciju

bazdarnog dijagrama kod pobude Aexc = 405 nm

Dobiveni relativni intenziteti fluorescencije pri maksimalnoj valnoj duljini Amax = 673 nm

prikazani su u ovisnosti o koncentraciji pri ¢emu je konstruiran bazdarni dijagram (Slika 13).
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Slika 13: Bazdarni dijagram dobiven iz fluorescencijskog emisijskog spektra klorofila @

izoliranog iz Spirulina sp. pri Amax = 673 nm
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4.4 Ekstrakcija pigmenata i izolacija klorofila aiz rikole

Ekstrakcija fotosintetskih pigmenata nacinjena je iz dva uzorka rikole jednake mase.
Kao otapalo koristio se aceton, uz dodatak CaCOs, zbog karakteristika navedenih reagenasa
opisanih u poglavlju 4.3. Nakon homogenizacije i filtriracije, aceton se iz ekstrakta uklanja
uparavanjem na rotacijskom vakuum uparivacu pri sobnoj temperaturi. Nakon uparavanja u
tikvici zaostaje voda i ¢vrsti ostatak pigmenata netopljivih u vodi. Zaostala voda je porijeklom
iz rikole te ju pri ovim uvjetima nije moguce upariti. U navedenu heterogenu smjesu dodaje
se voda i petroleter kako bi se u lijevku za odjeljivanje razdvojila organska faza (koja sadrzi
otopljene pigmente) od vode. Buduéi da ekstrakt rikole medu ostalim pigmentima sadrzi i
kartenoide koji ,gase" fluorescenciju klorofila (Shinkarev i Govindjee, 1993), prije
flourimetrijskog odredivanja koncentracije Kklorofila & u ekstraktu oni su uklonjeni
preparativnom tankoslojnom kromatografijom. Kao Sto je vidljivo na slici 9, nepolarni
karotenoidi putuju uz frontu smjese petroletera i acetona (75% : 25%) kao eluensa te se time
jednostavno uklanjaju od preostalih pigmenata u ekstraktu. Bitno je naglasiti kako rikola, kao
i vedina biljaka, sadrzi oba tipa klorofila, no fluorimetrijskom odredivanju koncentracije klorofila
a ne mora prethoditi njihovo potpuno razdvajanje tankoslojnom kromatografijom jer uslijed
pobude pri 405 nm fluorescira iskljucivo klorofila a.

4.5 Fluorimetrijsko odredivanje koncentracije klorofila a u ekstraktu rikole

Koncentracija klorofila @ u ekstrakatu rikole (£ruca sativa) odreduje se iz bazdarnog
dijagrama (Slika 13) prema jednadzbi pravca (6):
y =1,38-10°x +14,59 (6)
Preuredenjem jednadzbe (6) dobiva se eksplicitna jednadzba za odredivanje koncentracije
klorofila a u ekstraktu Eruca sativa L. :

rel. int. fluo(A,,, =673 nm)-14,59

¢ (orofil a) = 1.38.10° dm® mol”!

7)

Mjerenje svakog ekstrakta Eruca sativa L. ponovljeno je dva puta da bi se utvrdila preciznost
same metode (slike 14 i 15).
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Slika 14: Fluorescencijski emisijski spektar prvog ekstrakta rikule, mjeren dva puta, kod

pobude Aexc = 405 nm

Uzima se prosjecni relativni intenzitet fluorescencije (rel. int. fluo) dva napravljena mjerenja
pri Amax = 673 nm za racun koncentracije klorofila @ u prvom ekstraktu rikule:
138,7-14,59

c(klorofil a, ekstrakt1) = S
1,38-10° dm® mol

=9,0-10”" moldm
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Slika 15: Fluorescencijski emisijski spektar drugog ekstrakta rikule, mjeren dva puta, kod

pObUde Aexc = 405 nm



25/30

Uzima se prosjecni relativni intenzitet fluorescencije (rel. int. fluo) dva napravljena mjerenja
pri Amax = 673 nm za racun koncentracije klorofila @ u drugom ekstraktu rikule:
138,2-14,59

c(klorofil a, ekstrakt2) = P I
1,38:10° dm” mol

=9,0-10” moldm™

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu dva
mjerenja istog ekstrakta kao niti izmedu dva razliCita ekstrakta Eruca sativa L., ime se moze
potvrditi tocnost fluorimetrijske metode za odredivanje koncentracije klorofila a iz ekstrakta

Fruca sativa L.
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5. ZAKLIJUCAK

U ovom je radu razvijena i testirana metoda za fluorimetrijsko odredivanje

koncentracije klorofila a u biljnim ekstraktima:

e standard klorofila a za flourimetrijsko odredivanje koncentracije klorofila a u
biljnim ekstraktima izoliran je iz spiruline

e koncentracija standarda Kklorofila & odredena je primjenom UV/VIS
spektroskopije

e prikazom ovisnosti relativnih intenziteta fluorescencije pri maksimalnoj valnoj
duljini Amax = 673 nm u ovisnosti o koncentraciji klorofila a konstruiran je
bazdarni dijagram

e koncentracija klorofila a@ u ekstrakta FEruca sativa L. odredena je
fluorescencijskom spektroskopijom

e toCnost metode potvrdena je dupliciranim ekstrakcijama i dupliciranim

mjerenjima fluorescencije iz svakog ekstrakta Eruca sativa L.
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1zjava o izvornosti

Izjavijujern da je ovaj zavrsnl rad lzvorni rezultat mofeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, oasim onih kofi su u njemu navedeni,
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