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1. UVOD



Alge su heterogena skupina uglavnom vodenih, fotosintetskih, autotrofnih, nevaskularnih
organizama koji mogu biti jednostani¢ni, kolonijalni i slozeni, a podsje¢aju na kopnene biljne
organizme. Imaju vaznu ulogu u kruznom ciklusu ugljika uklanjajuéi visak uglji¢nog dioksida
iz okolisa te su najveci proizvodaci kisika na Zemlji (Moroney i Ynalvez, 2009). Kako bi mogle
odrzati svoj zivotni ciklus, potrebna im je svjetlost za proces fotosinteze te optimalna vlaznost.
Tijelo eukariotskih algi nazivamo steljka (talus) na kojoj se nalaze vegetativni organi:
korijencic¢i (rizoid), stabalce (kauloid), listi¢i (filoid) (Castro i Huber, 2005). Smatra se da
postoji od 25 000 do 30 000 vrsta algi velike raznolikosti oblika i dimenzija. Medusobno se
razlikuju prema vrstama pigmenata u stanici, skladisnim molekulama, broju i izgledu bieva te
naéinu razmnozavanja. S obzirom na veli¢inu i oblik talusa morskih algi razlikuju se makroalge
(morske trave) koje nastanjuju litoralnu zonu, a ukljucuju smede (Phaeophyceae), crvene
(Rhodophyceae) i zelene alge (Chlorophyceae). Mikroalge uklju¢uju cijanobakterije
(Cyanobacteria), dinoflagelate (Dinoflagellata), dijatomeje (Bacillariophyceae), zelene alge

(Chlorophyceae) i neke vrste drugih skupina (Kiling i sur., 2013).

Zelene alge sadrze razne skupine bioloski aktivnih spojeva poput fenolnih spojeva, omega-3-
masnih kiselina, bioaktivnih peptida i proteina, polisaharida i raznih pigmenata. Zelene alge su
sve ceSc¢e predmet znanstvenih istrazivanja zbog toga Sto bioloski aktivni spojevi koje sadrze
pokazuju niz pozitivnih u¢inaka na ljudsko zdravlje. Raznim se istraZivanjima traZe nacini kako
bi se svojstva tih bioloski aktivnih spojeva ocuvala prilikom procesa prerade algi kao
funkcionalne hrane. Chlorella vulgaris spada u zelene alge porodice Chlorophyceae, a od
pigmenata najzastupljeniji su klorofili te karotenoidi. Osim specificne boje, pigmenti imaju
znacajna antioksidativna, protuupalna i druga svojstva. Najznacajniji predstavnici karotenoida,
osim B-karotena, su lutein, fikeoritrin i fikocijanin (Kitada i sur., 2009). Kako bi se pigmenti
zadrzali izvorna funkcionalna svojstva kao sastojak hrane, potrebno ih je ekstrahirati metodom
koja ne uzrokuje njihovu degradaciju. Ubrzana ekstrakcija pri povisenom tlaku (PLE) pokazala
se kao uspjeSna metoda za izolaciju osjetljivih spojeva zbog primjene niske temperature i tlaka

te kratkog trajanja procesa.

Stoga je cilj ovog rada bio istraziti utjecaj broja ciklusa (1, 2), temperature (100, 130, 180 °C)
i vremena (5, 10, 15 min) na prinos klorofila i karotenoida ekstrahiranih iz zelene alge Chlorella
vulgaris primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima uz poviseni tlak (PLE), uz etanol kao
ekstrakcijsko otapalo. Takoder, cilj je bio optimirati parametre PLE pri kojima ¢e se ostvariti

najveci prinosi klorofila i karotenoida.



2. TEORIJSKI DIO



2.1.MORSKE ALGE

Morske alge preteca su carstva Plantae te se mogu klasificirati u tri velike skupine s obzirom
na pigmente i kemijski sastav (slika 1.) Dijele se na smede alge (Phaeophyceae), crvene alge
(Rhodophyceae) i zelene alge (Chlorophyceae), (slika 2). Odli¢an su izvor hranjivih sastojaka
te su iznimno zastupljene u prehrani azijskih zemalja kao sastojci juha, salata i zacina. U
azijskim zemljama visok udio vlakana u morskim algama povezuje se s niskom stopom
kroni¢nih bolesti poput tumora i kardiovaskularnih bolesti (Shu-Ying i sur., 2017). S obzirom
da se alge nalaze u velikim koli¢inama diljem oceana i mora, mogu biti klju¢an izvor
funkcionalnih spojeva poput polisaharida, proteina, peptida, lipida, aminokiselina, pigmenata,

polifenola i minerala (Shu-Ying i sur., 2017).

: CYANOBACTERIA
JEDNO-
sTAaadNI
KOLONIIALNI ZELENE
' AILGE . ] KOKOLITOFORE
CRVENE R , .
VISESTANICNI ALGE DDNOFLAGELATI

SMEDEALGE DIJATOMEJE OSTALE JEDNOSTANICNE
ALGE

ZLATNEALGE ZUTO-ZELENEALGE EUGLENOIDI KRIPTOMONADI

PHYTOPLANCTON

Slika 1. Pojednostavljeni prikaz klasifikacije morskih alga (Anonymous 1, 2016)



Morske alge imaju Siroku primjenu u prehrambenoj industriji. Mogu se koristiti u pripremi juha,
salata, deserata i drugih prehrambenih proizvoda, dajuci specifican okus. Za njihov
karakteristiCan okus odgovoran je natrijev glutamat, poznat kao pojaciva¢ okusa koji se dodaje
u zacinske mjesavine i gotova jela te je karakteriziran kao novi, ugodan okus koji se u Japanu
naziva umami. Vrste koje se mogu naci na policama mnogih trgovina hranom u obliku dodataka
prehrani su Spirulina sp. i Chlorella sp. Spirulina je alga izuzetno bogata hranjivim sastojcima.
Sadrzi znatno lako apsorbirajuéeg zeljeza te gama-linolenske kiseline, a bogat je izvor
fitonutrijenata i antioksidanasa. Najpoznatija je upotreba crvene alge Nori koja se uzgaja zbog
potreba japanskog kulinarstva. Susi se, presa u listove i koristi u pripremi tradicionalnog

japanskog sushi-ja (Moroney i Ynalvez, 2009).

Pigmenti osim $to odreduju boju algi, imaju i razna funkcionalna svojstva u organizmu. Alge
sadrze klorofile, karotenoide i fikobiliproteine. Pokazuju antimutagena, antikancerogena,

antiviralna i antioksidacijska svojstva te neuroprotektivno djelovanje (Holdt i Kraan, 2011).

Slika 2. Zelena, crvena i smeda alga (Anonymous 2, 2016)



2.1.1.Zelene alge

Zelene alge su najveca skupina algi koje se razlikuju prema obliku i veli¢ini, a ukljucuju
jednostani¢ne oblike manje od 1 um (Chlamydomonas, Chlorella), kolonijalne (Hydrodictyon,
Volvox), nitaste (Spirogyra, Cladophora) i tubaste oblike (Acetabularia, Caulerpa, Ulva), a
neke makroalge mogu biti ve¢e od 50 m (Takaichi, 2011). Najraznovrsnija su skupina algi u
kojoj razlikujemo od 9000 do 12 000 razli¢itih vrsta koje nastanjuju razli¢ita stanista. Sadrze
dva oblika klorofila provodec¢i fotosintezu poput visih biljaka. Fotosintetski pigmenti (kolorofil
a, kolorofil b, karoteni, ksantofili) nalaze se u jednakim omjerima kao u visim biljkama. Za

razliku od visih biljaka, obitavaju primarno u vodenom okolisu (Schroeder i sur., 2015).

Tipicna stanica alge prikazana je na slici 3, a moze biti pokretna ili nepokretna, sadrzi sredi$nju
vakuolu, a pigmenti se nalaze u plastidima Sto varira s obzirom na vrstu. Stanica ima
karakteristicnu dvoslojnu stani¢nu stjenku koja se sastoji od sloja celuloze i sloja pektina.
Hranjive tvari su pohranjene u pirenoidima (proteinske jezgre unutar plastida). Uporaba
biomase ili ekstrakata algi treba poci od istrazivanja namijenjenih identifikaciji vrste ili
genoma. Takva istraZivanja su klju¢na osobito za alge koje nisu uzgajane nego su izuzete iz
prirodnog okolisa jer se mogu pojaviti u homogenim ili heterogenim zajednicama. Distribucija
pojedinih spojeva u stanici, a posljedi¢no i metoda ekstrakcije bioaktivnih spojeva, ovisi 0
strukturi stanica. Stoga je izuzetno vazno poznavati strukturu kako bi se mogla ekstrahirati

maksimalna koli¢ina bioaktivnih spojeva (Schroeder i sur., 2015).
Bi¢

Stani¢na Ty Kontraktivna
stijenka vakuola

Skrobmno
zrno

Jezgra
Endoplazmatski
retikulum

Vakuola

Pirenoid

Golgijev
aparat

Mitohondrij

Kloroplast

Stani¢na
membrana

Slika 3. Prikaz stanice zelene alge (Anonymous 3, 2016)



2.1.2.Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris (Slika 4.) je zelena eukariotiska mikroalga koja se pretezno koristi u
medicinske svrhe no ima izniman potencijal za proizvodnju biogoriva i hrane. Otkrivena je
1890. godine, a pocetkom devedesetih godina 20. stoljeca njemacki znanstvenici utvrdili su
visok sadrzaj proteina i pretpostavili da bi Chlorella vulgaris mogla biti novi izvor hrane. Japan

je trenutno najveci potrosac ove alge pretezno u medicinske svrhe (Kitada i sur., 2009).

Slika 4. Stanica alge Chlorella vulgaris (Anonymous 4, 2011)

Godisnje se proizvodi oko 2000 tona suhe mase zelenih algi roda Chlorella, a glavni
proizvodac¢i su Njemacka, Japan i Tajvan. Chlorella vulgaris je odli¢na za industrijsku
proizvodnju jer je otporna na razne nepogodne uvjete i druge organizme. MoZe proizvesti razne
organske makromolekule koje su, u industrijskom smislu, znacajne poput proteina, lipida i
Skroba, a proizvodnja se razlikuje ovisno o tehnici koja se koristi za stvaranje biomase (Safi i
sur., 2014).

U nepovoljnim uvjetima biomasa se smanjuje, ali povecéava se udio lipida i Skroba. U
povoljnijim uvjetima, sadrzaj biomase se povecava (Chisti, 2007). Razvijene su razliite
tehnike rasta koje iskoristavaju autotrofna, heterotrofna ili miksotrofna svojstva Chlorella
vulgaris. Uzgoj Chlorella vulgaris vrsi se autotrofno u zatvorenim foto-bioreaktorom.
Sakupljanje biomase se obi¢no vrsi centrifugiranjem zbog visoke u¢inkovitosti procesa. Postoje

i druge tehnike kao $to su flokulacija, filtracija, flotacija (Lee i sur., 2012).



Sadrzaj proteina varira u rasponu od 42% do 58% suhe biomase (Safi i sur., 2013). Imaju
pozeljna nutritivna svojstva usporedno sa standardima ljudske prehrane koje su dali Svjetska
zdravstvena organizacija (eng. World Health Organisation, WHO) i Organizacija za hranu i
poljoprivredu (eng. Food and Agricultural Organisation, FAQ). Nadalje, alge proizvode i

esencijalne aminokiseline (Safi i sur., 2014).

Slika 5. Chlorella vulgaris u obliku tableta, granula i praha (Anonymous 5, 2017)

Sadrzaj lipida varira u rasponu od 5% do 40% suhe biomase (Becker, 1994), sadrzaj
polisaharida varira u rasponu od 12% do 55% suhe biomase (Choix 1 sur., 2012) dok sadrzaj
pigmenata iznosi oko 2% suhe biomase (Gonzalez i Bashan, 2000). Chlorella vulgaris sadrzi
minerale 1 vitamine koji su od izuzetne vaznosti za ljudsku prehranu. Ova alga se moze koristiti
kao dodatak prehrani ili aditiv kao bojilo i emulgator. Slika 5 prikazuje proizvode alge u obliku

kapsula, granula, ekstrakata, tableta i prahova (Liang i sur., 2004).

Dioba stanica mikroalge Chlorella vulgaris traje 8 sati u temperaturnom rasponu od 20 °C do
35 °C uz autotrofne uvjete rasta. Akumulacija karotenoida u Chlorella vulgaris ovisi 0 nizu
okoli$nih uvjeta poput saliniteta vode, sadrzaja dusika i fosfora. Chlorella vulgaris raste u
fotobiorekatoru s ravnim plo¢ama, tubularnom fotobioreaktoru i fotobioreaktoru s kolonama za
biomasu, lipide, masne kiseline i pigmente (Ambati i sur., 2018). Ambati i sur. (2018) u svojem
radu navode da je proizvodnja biomase 0,11 g L* h' kada se C. vulgaris uzgaja u

fotobioreaktoru s ravnim plo¢ama pod jakim intenzitetom svjetlosti.

Chlorella vulgaris pokazala je antitumorska i imunomodulacijska svojstva, no unato¢
visokovrijednim proteinima i dobrim zdravstvenim ucincima, njen potencijal za industrijsku

proizvodnju nije jo§ u potpunosti iskoristen zbog intenzivne tamnozelene boje i snaznog mirisa
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(Becker, 2007). Nadalje, ova alga pomaze u otklanjanju toksina iz organizma, pozitivno utjece
na probavu, pomaze pri odrzavanju acido-bazne ravnoteze organizma svojim baznim
svojstvima te se pokazalo da pomaze u odrzavanju normalne razine Secera u krvi u slucaju

hipoglikemije i krvnoga tlaka (Peng i sur., 2011).

2.2.FUNKCIONALNA SVOJSTVA ZELENIH ALGI

Kemijski spojevi morskih algi koriste se u proizvodnji hrane kao agensi za geliranje,
zgruSavanje | emulgiranje. Posljednja istrazivanja pokazuju da su morske alge izvrstan izvor
hranjivih tvari s raznim bioloskim u¢incima na organizam (Kadam i sur., 2013). lako su morske
alge izlozene raznim nepovoljnim uvjetima poput UV zracenja ili promjenjive koncentracije
kisika Sto dovodi do formiranja slobodnih radikala, ne pokazuju znacajnu razinu
fotodimamickih oSte¢enja. Razlog tome jest aktivnost bioloski aktivnih spojeva morskih algi
koji ih stite od UV ostecenja, stresa i nepogodnih okolisnih uvjeta te biljojeda. Razni uvjeti
rasta poput temperature vode, koncentracije soli 1 hranjivih tvari te svjetlosti utje¢u na sadrzaj

bioloski aktivnih spojeva (Kadam i sur., 2013).

Zelene alge sadrze visok sadrzaj polisaharida, pigmenata, minerala i pojedinih vitamina, a
sadrze i bioaktivne spojeve poput raznih proteina, lipida, fenola i polisaharida koji imaju
antibakterijsko, antivirusno i antifungalno djelovanje. Takoder, imaju visok udio vode, ¢ak 94%
biomase. Pepeo morskih algi sadrzi makroelemente 1 mikroelemente sli¢ne viSim biljkama Sto
th €ini izvrsnim sirovinama u proizvodnji funkcionalne hrane. FizioloSki aktivni spojevi
morskih algi razvrstani su u dvije skupine prema razlici u mehanizmu djelovanja i to
absorbirajuci visokomolekularni spojevi poput dijetalnih vlakana i niskomolekularni spojevi

koji se absorbiraju te direktno utje¢u na homeostazu organizma (Holdt i Kraan, 2011).

Funkcionalna hrana i njeni sastojci opéenito mogu poticati rast i razvoj, utjecati na smanjenje
rizika od bolesti te poboljsati opée zdravstveno stanje svakog pojedinca. Navedena svojstva
posjeduju fenolni spojevi, omega-3 masne kiseline, bioaktivni peptidi i proteini, karotenoidi te
polisaharidi morskih algi (Holdt i Kraan, 2011).



Morske alge danas imaju Siroku primjenu, a naj¢e$ée su to upravo makroalge koje su bogati
izvor bioloski aktivnih spojeva. Imaju izniman potencijal kao funkcionalni sastojak hrane jer
su bogate vlaknima, omega-3 masnih kiselinama, amino spojevima, bioaktivnim peptidima,
pigmentima, vitaminima, mineralima i polisaharidima. Mikroalge se naj¢e$¢e uzgajaju u
slatkim vodama te su takoder zastupljene u ljudskoj prehrani i to naj¢es¢e u vidu dodataka
prehrani u obliku tableta ili prahova koji se dobivaju suSenjem biomase algi. Morske alge imaju
veliki ekonomski znacaj jer ih se svake godine uzgaja 18 milijuna tona. Osim navedenoga,
koriste se za proizvodnju agara, karagenana i alginata. Bioaktivni potencijal morskih algi jos
nije u potpunosti iskoriSten jer su ti funkcionalni spojevi osjetljivi na tehnike ekstrakcije na bazi
topline ili uporabe organskih otapala poput polisaharida i pigmenata za koje se smatra da imaju
niz pozitivnih u¢inaka na zdravlje. Danas su sve ucestaliji predmet istrazivanja, a koriste se u
prehrani ljudi, kao gnojivo su visoke vrijednosti te u raznim granama industrije poput

prehrambene, farmaceutske, kozmeti¢ke i kemijske industrije (Kadam i sur., 2013).

2.2.1.Pigmenti zelenih algi

Chlorella vulgaris je zelena mikroalga koja sadrzi razli¢ite pigmente poput karotenoida i
klorofila. Osim specificne boje, pigmenti imaju i antioksidativna, protuupalna i
antikancerogena svojstva. Najznacajniji predstavnici karotenoida, osim B-karotena, su lutein,
fikeoritrin i fikocijanin (Kitada i sur., 2009). Na Slici 6 vidljiv je prikaz spektrofotograma koji
prikazuje valne duljine pri kojima pojedini pigmenti apsorbiraju svjetlost ultraljubi¢astog i
vidljivog dijela spektra (UV/VIS spektar), a na osnovu njihove apsorbancije odreduje se

koncentracija pigmenata u uzorku.
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Slika 6. Prikaz valnih duljina apsorpcije svjetlosti pigmenata zelenih algi (Colombo-Pallotta i
sur., 2006)

2.2.1.1.Karotenoidi

Karotenoidi su prirodno najraSireniji pigmenti i prisutni su u svim algama, viSim biljkama 1
raznim bakterijama, a daju crveno, narancasto i zuto obojenje te imaju snazno antioksidacijsko
djelovanje te su topljivi u mastima. Po kemijskoj strukturi su tetraterpeni, ugljikovodici,
sastavljeni od 8 molekula izoprena (C40), kondenziranih u dugacki niz s viSe dvostrukih veza
(alkeni) i s jononskim prstenovima na oba kraja (Holdt i Kraan, 2011). C40 atomi ugljika
smatraju se okosnicom karotenoidne molekule. Sadrzaj i sastav karotenoidnih pigmenata koje
proizvode mikroalge variraju ovisno o okoli$nim uvjetima. Dijele se na karotene i ksantofile
temeljem njihove kemijske strukture. Oksigenirani karotenoidi nazivaju se ksantofilima dok su
drugi karotenoidi ugljikovodiéni karotenoidi (Ambati i sur., 2018).

Zelene alge od karotenoida sadrze p-karoten, lutein, violaksantin, neoksantin i zeaksantin cije
kemijske strukture su prikazane na Slici 7. Neki karotenoidi su ujedno i funkcionalni vitamini
prema svojoj bioloskoj i kemijskoj aktivnosti. Fukoksantin je ksantofil koji ima jedinstvenu
strukturu i zastupljen u prirodi u znac¢ajnim koli¢inama, a njegov udio u algama varira ovisno o

zivotnom ciklusu alga. Stabilan u nepovoljnim uvjetima poput povisene temperature (Holdt i
Kraan, 2011).
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Slika 7. Prikaz struktura karotenoida (Kiokias i sur., 2015)

Poznato je vise od 750 struktura karotenoida u kopnenim biljkama, bakterijama i u Zivotinjama,
a razne studije navode niz razli¢itih struktura u algama. Moguce je da oko 30 tipova karotenoida
mogu imati funkciju u fotosintezi, a ostali tipovi su produkti karotenogeneze prikazane na Slici
9 i akumuliraju se u tkivima. Neki karotenoidi pronadeni su samo u odredenim rodovima alga
te zajedno s klorofilima mogu posluziti kao kemotaksonomski markeri. Karotenogeneza u
algama nije u potpunosti razjasnjena, no postoje pretpostavke na osnovi kemijske strukture
karotenoida. Odredeni enzimi su potvrdeni u Chlorophyceae ukljucujuc¢i Chlorella,
Chlamydomonas, Dunaliella i Haematococcus, a to su CrtB, CrtP, CrtL-b, CrtR-b, Zep, Vde i
CrtW (Takaichi, 2011).

Prema kemijskim strukturama, svi trans neoksantini mogu se transformirati u fukoksantine,
vazne bioloski aktivne spojeve Cija je struktura prikazana na Slici 8 te dinoksantine, peridinine
i diadinoksantine ali vecina puteva sinteze je i dalje nepoznata kao i enzimi koji sudjeluju u tim
biotransformacijama. U stresnim okolisnim uvjetima kao $to je puno svjetlosti, UV zracenje i
manjak hranjivih tvari, neke vrse poput Haematococcus, Chlorella i Scenedesmus akumuliraju
ketokarotenoide, kantaksantine i astaksantine koji se sintetiziraju kombiniranom aktivnos$éu

enzimaCrtR-b i B-karoten ketolaze (CrtW, BKT) (Takaichi, 2011).
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Slika 8. Prikaz strukture fukoksantina (Peng i sur., 2011)
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Slika 9. Shema nastajanja karotenoida (Anonymous 6, 2018)

Crvene i zelene alge sadrze uglavnom a-karoten 1 B-karoten te lutein i zeaksantin, dok smede
alge sadrZe violaksantin i1 fukoksantin. Karotenoidi imaju niz pozitivnih u¢inaka na organizam,
a ekstrahiraju se pretezno heksanom i drugim nepolarnim otapalima. Novije tehnologije koriste

superkriticne tekucine, biljna ulja ili visoki tlak pri ekstrakciji (Kadam i sur., 2013).
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2.2.1.2 Klorofili

Klorofili su zeleni pigmenti topljivi u mastima i glavni su nositelji procesa fotosinteze smjesteni
u kromoplastima, a sadrze ih alge i viSe biljke. Postoji 6 tipova klorofila, a to su klorofil a,
klorofil b, klorofil c, klorofil d, klorofil e i klorofil f. Klorofili a i klorofili b su kemijski esteri
dikarbonske kiseline klorofilina gdje je vodik u jednoj karboksilnoj grupi esterificiran
metanolom, a u drugoj fitolom a njihova struktura je prikazana na Slici 10. Klorofil a glavni je
klorofil zelenih biljaka i apsorbira svjetlost pri 420 i 670 nm, a izmedu ovih vrijednosti ne
apsorbira svjetlost a pronaden je u kopnenim biljkama, algama i fitoplanktonima. Klorofil a se
nalazi u svim organizmima koji fotosintiziraju i odgovoran je proces fotosinteze, ukljuc¢ujuci
alge. Razlog zbog kojeg je klorofil a od izuzetne vaznosti je zato Sto apsorbira svjetlosne valne
duljine koje spadaju u spektar sunceve svjetlosti. Klorofil a je zeleni pigment, $to daje biljkama
i mnogim algama zelenu boju jer apsorbira sve druge valne duljine osim valne duljine zelene
boje koju reflektira. Klorofil b, koji se od klorofila, a razlikuje za jednu formilnu skupinu (-
CHO) umjesto metilne skupine, apsorbira svjetlost od 460 i 630 nm, a nalazi se u kopnenim
biljkama i zelenim algama, a odnos klorofila a i klorofila b je obi¢no 3:1. Klorofil a je manje
stabilan na toplinu nego S§to je to klorofil b, Sto znaci da se klorofil a brze razgraduje pod
utjecajem topline. Klorofil prelazi u feofitin, pirofeofitin i feoforbid prilikom procesiranja
hrane, a nastali derivati pokazuju antimutagena i antikancerogena svojstva (Holdt i Kraan,
2011).

Klorofil a Klorofil b

Slika 10. Prikaz kemijske strukture Klorofila a i klorofila b (Saito i sur., 2018)
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Klorofil ¢ se javlja u odredenim vrstama smedih algi. Sli¢an je Klorofilu b, a pomaze pri
apsorpciji sunceve svjetlosti, ali ne sudjeluje u fotosintezi izvan pocetne faze. Klorofil ¢ je
crvenkasto-smedi pigment i daje dinoflagelatima njihovu prepoznatljivu boju. Klorofil d je
vazan pigment crvenih algi, dok je klorofil e naden u zuto-zelenim algama. Klorofil f je nedavno

otkriven u cijanobakterijama u blizini Australije (Holdt i Kraan, 2011).

2.2.1.3.Fikobiliproteini

Fikobiliproteini su pigmenti topivi u vodi za razliku od karotenoida i klorofila, a prikazani su
na Slici 11. Tvore organele fikobilisome na povrsini tilakoida. Fikobiliproteini sadrze
pigmentirane fikobiline koji su linearni tetrapiroli. Razliciti udjeli crvenih fikobilina poput
fikoeritrotrobilina i1 plavih fikocijanobilina daju razli¢ita obojenja kompleksa s obzirom da

apsorbiraju svjetlost pri razli¢itim valnim duljinama (Lobban i sur., 2014).

Fikobiliproteini dijele se na alofikocijanine i fikoeritrocijanine, a unutar fikobilisoma imaju
vaznu ulogu u procesu fotosinteze, a prikazani su na Slici 11. Nalaze se u algama rodova
Rodophyta, Cyanophyta i Cyptophyta. Ovi pigmenti omogucuju fotosintezu na dubinama veéim
od 10 m gdje bi fotosinteza uz pomoc¢ klorofila bila gotovo nemoguca. Fikobiliproteini se
koriste kao prirodna bojila u hrani i u kozmeti¢kim preparatima. Sto se ti¢e zdravstvenih
ucinaka pokazuju antioksidacijsko, protuupalno i antiviralno djelovanje te djeluju zastitno na
razna tkiva poput jetre (Sekar i Chandramohan, 2008). Najznac¢ajniji predstavnik
fikobiliproteina je fikoeritrin (Sekar i Chandramohan, 2008).
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Slika 11. Prikaz struktura fikobiliproteina (Zhao i sur., 2007)

2.2.2. Ostali bioloski aktivni spojevi zelenih algi

2.2.2.1.Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su grupa spojeva koji sadrze hidroksilnu (-OH) grupu na aromatskom
ugljikovodi¢nom prstenu. Od polifenolnih spojeva u algama su zastupljene fenolne kiseline,
tanini, flavanoidi i florotanini. Florotanini su polimeri floroglucinolnih jedinica (1,3,5-
trthidroksibenzen), a pronadeni su u visokorefraktivnim bezbojnim vezikulama. Udio
florotanina moze varirati od 1% do 14% u razli¢itim vrstama morskih algi s time da ih je viSe
u smedim, nego u zelenim algama. Imaju antioksidacijska, antibioticka, antidijabeticka,
antiproliferacijska, antiupalna, antialergijska te anti-HIV svojstva (Kadam i sur., 2013). Sadrzaj
ukupnih fenola i antiksidacijska svojstva morskih algi, pored brojnih ¢imbenika, znacajno ovise
i 0 ekstrakcijskoj metodi. Nadalje, florotanini se ekstrahiraju etanolom ili metanolom kao
otapalom, a prociS¢avanje se moZe provoditi  semipreparativnom  teku¢inskom
kromatografijom, dok se identifikacija i kvantifikacija provode primjenom HPLC ili UPLC
metoda. Tehnika nuklearne magnetne rezonancije (NMR metoda) takoder se Koristi pri

karakterizaciji polifenola (Kadam i sur., 2013).
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2.2.2.2.0mega-3 masne kiseline
Omega-3 masne kiseline imaju vaznu ulogu s obzirom na njihov pozitivan u¢inak pri prevenciji

kardiovaskularnih oboljenja, a osobito eikosapentaenska (EPA; 20:5 n-3) i dokozaheksaenska
(DHA,; 22:6 n-3) masna kiselina (Kadam i sur., 2013). Ove masne kiseline pretezno se nalaze
u jednostani¢énim morskim algama. Nadalje, EPA i DHA akumuliraju se duz hranidbenog
lanca. Omega-3 masne kiseline pozitivno utje¢u na centralni ziv€ani sustav. Ekstrahiraju se
kloroformom kao ekstrakcijskim otapalom, a profiliraju se pomocu plinske kromatografije (GC
metoda) ili tankoslojnom kromatografijom. U novije vrijeme proucava se ucinak ekstrakcije

superkritiénom tekuc¢inom i ultrazvukom (Kadam i sur., 2013).

2.2.2.3.Polisaharidi
Polisaharidi su polimeri jednostavnih Secera, odnosno, monosaharida. Alge proizvode

fikokoloide, kompleksne polisaharidne molekule, poput alginata i karagenana. Neki od tih
polisaharida imaju funkcionalna svojstva. Sulfitirani polisaharidi kao fukoidani, forfirani i
fulkelarani pokazali su biolosku aktivnost kao i nesulfitirani laminarin. Polisaharidi se
ekstrahiraju pomocu kiselog ili vodenog otapala, a za razdvajanje polisaharida koristi se

kalcijev klorid (Kadam i sur., 2013).

2.2.2.4.Bioaktivni peptidi i proteini
Udio proteina u morskim algama razlikuje se s obzirom na vrstu. Generalno, smede alge imaju

nizi udio proteina (3-15% suhe tvari) s obzirom na zelene i crvene alge (10-47% suhe tvari).
Esencijalne aminokiseline poput histidina, izoleucina, leucina i valina prisutne su u vecini
morskim algi. Udio izoleucina i treonina u Palmaria palmata je 3,5-3,7 g i 3,6-4,1 ¢
aminokiselina u 100 g proteina, a taj udio je odreden u leguminozama. Histidin je naden u Ulva
pertusa udjela 4,0 g aminokiselina u 100 g proteina, a taj udio je odreden u koko§jim jajima
(Kadam i sur., 2013). Nadalje, pojedine aminokiseline poput taurina imaju antioksidacijsko
djelovanje. Do sada se ekstrakcija i frakcioniranje proteina makroalgi, peptida i aminokiselina
provodi u laboratorijskom mjerilu. Spektrofotometrijske metode poput tekucinske
kromatografije s masenom spektrometrijom (LC-MS metoda) i ultrafiltracija koriste se za

razdvajanje proteina i peptida na frakcije razliCite molekulske mase i strukture (Kadam i sur.,
2013).
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2.3.UBRZANA EKSTRAKCIJA OTAPALIMA PRI POVISENOM TLAKU (PLE)

Ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku je novija metoda ekstrakcije organskih
spojeva u kratkom vremenu pri visokoj temperaturi. Ova metoda omogucuje brzu ekstrakciju u
trajanju od 2 do 20 minuta pri visokoj temperaturi u rasponu od 40 do 200 °C te visokom tlaku

u rasponu od 3,5 do 20,4 MPa, a masa uzorka treba biti u rasponu od 1 do 100 g.

Poviseni tlak i temperatura kao parametri PLE ekstrakcije imaju znacajan utjecaj na otapalo,
uzorak te utjeCu na interakcije uzorka i otapala. PoviSeni tlak omogucuje bolje prodiranje
otapala u matricu uzorka te u konacnici poboljsava ekstrakciju analita iz matrice. Visoka
temperatura povecava topljivost analita 1 time se ostvaruje bolji i brzi prijenos mase iz matrice
u otapalo. Nadalje, visoka temperatura oslabljuje medumolekulske veze poput dipol-dipol,
vodikovih 1 Van der Waalsovih veza te se smanjuje viskoznost 1 povrSinska napetost ¢ime se

dodatno pospjesuje ekstrakcijska u¢inkovitost (Fontana i sur., 2015).

, AT

Slika 12. Uredaj za ubrzanu ekstrakciju otapalima, Dionex PLE ® 350 (vlastita fotografija)
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Uredaj za ubrzanu ekstrakciju otapalom 1995. godine predstavila je americka tvrtka Dionex
prikazan na Slici 12. Dionex PLE ® 350 je sustav za ubrzanu ekstrakciju otapalima kao
sekvencijski sustav koji moze vrsiti proces ekstrakcije na 24 uzorka u jednoj ekstrakcijskoj
Sarzi. Ekstrakcijske ¢elije su napravljene od nehrdajuceg ¢elika, a mogu biti volumena od 5, 10,
22, 34, 66 i 100 mL. Ova tehnika omogucava koriStenje otapala raznih polarnosti od heksana
do vode i metanola. Vrsta uzorka je bitna pri izboru otapala kojim ¢e se vrSiti ekstrakcija.
Otapalo se moze postaviti i u ekstrakcijsku ¢eliju s uzorkom kako bi se pospjesila selektivnost
procesa (Mottaleb i Sarker, 2012).

Razne studije su istrazivale ucinkovitost ubrzane ekstrakcije otapalima biljnih materijala
naspram tradicionalnih tehnika ekstrakcije razli¢itih uzoraka. Jentzer i sur. (2015) su provodili
ekstrakciju glikozida iz lis¢a stevije (S. rebaudiana) PLE metodom kao nekonvencionalnom
metodom i drugim konvencionalnim metodama. Parametri poput vremena, temperature, tlaka i
broja ciklusa znacajno su utjecali na uspjesnost ekstrakcije. Zakljuéili su da je PLE metoda
brza, u¢inkovita, ponovljiva i ekoloski prihvatljiva metoda. Zaghdoudi i sur. (2015) su izolirali
karotenoide iz uzoraka plodova kaki, breskve i marelice gdje su eksperimentalno utvrdeni
optimalni uvjeti ekstrakcije (temperatura od 40 °C, 30 mL organskih otapala (MeOH:THF)
(20:80, v/v, tlak od 103 bara i vrijeme staticke ekstrakcije od 5 min). Uspje$no su ekstrahirani
ksantofili poput luteina, f-zeaksantina i karotenoidi poput -karotena. Chuang i sur. (2015) su
provodili izolaciju 11 lijekova akumuliranih u povréu. QuUEChERS ("Quick, easy, cheap,
effective, rugged and safe”) metoda pokazala je bolje rezultate od PLE metode jer je jeftinija
metoda, brza je priprema uzoraka i1 potrebne su manje koli¢ine organskih otapala. Plaza i sur.
(2012) su istrazivali ekstrakciju pod visokim tlakom i ultrazvuénu ekstrakciju bioloski aktivnih
spojeva iz alge Chlorella vulgaris. Ustanovili su da je ekstrakcija pri visokim tlaku bolja od
ultrazvuéne ekstrakcije zbog automatiziranosti, brzine i u¢inkovitosti metode, a njena shema
prikazana je na Slici 13. Putnik i sur. (2017) u svom radu su pomoc¢u PLE metode ekstrahirali
bioloski aktivne spojeve iz lista masline uz 50%-tni etanol kao otapalo. Zakljucili su da PLE
ucinkovita metoda za ekstrakciju fenolnih spojeva iz lista masline. Rezultati ovog istrazivanja
pokazuju da se optimiranjem PLE parametara mogu uspjesno izolirati razli¢ite grupe fenolnih
spojeva iz lista masline, pa su tako optimalni uvjeti za ekstrakciju: (i) ukupnih fenola -2 ciklusa
ekstrakcije u trajanju od 5 min pri 80 °C, (ii) ukupnih flavonoida - 1 ciklus ekstrakcije u trajanju
od 15 min pri 100 °C; (iii) ukupnih hidroksicimetnih kiselina - 2 ciklusa ekstrakcije u trajanju
od 15 min pri 91 °C; te (iv) ukupnih flavonola - 1 ciklus ekstrakcije u trajanju od 5 min pri 87
°C.
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Kako se u novije vrijeme sve vise primjenjuju nacela ,,zelene kemije* i ispituje primjena vode
kao otapala, Bursa¢ Kovacevi¢ i sur. (2018) su istrazili utjecaj inovativne ekstrakcije vru¢om
vodom pod tlakom (PHWE) na osjetljive polarne i nepolarne bioloski aktivne spojeva lista
stevije (Stevia rebaudiana Bertoni) variraju¢i parametre temperature (100, 130 i 160 °C),
statickog vremena ekstrakcije (5 i 10 min) i broja ekstrakcijskih ciklusa (1, 2 i 3). Rezultati i
ovog istrazivanja upucuju na selektivnost izolacije ciljanih skupina spojeva obzirom na zadane
parametre ekstrakcije. Temperatura se izdvojila kao najznacajniji parametar ekstrakcije, pa su
tako najveca iskoriStenja zabiljezena za gotovo sve skupine istrazivanih spojeva pri 160 °C.
Nadalje, dulje staticko vrijeme ekstrakcije pogoduje boljoj ekstrakciji steviol glikozida,
kondenziranih tanina i klorofila a, dok je veéi broj ciklusa ekstrakcije pogodovao boljoj
ekstrakciji ukupnih fenola. Za izolaciju karotenoida, niti jedan od ispitivanih parametara

ekstrakcije nije pokazao znacajan utjecaj (p=0.48).
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Slika 13. Shema sustava ubrzane ekstrakcije otapalima (Mottaleb i Sarker, 2012)



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1.MATERIJALI

3.1.1.Uzorak zelene alge Chlorella vulgaris

Za istrazivanje je koriSten prah zelene alge Chlorella vulgaris proizvodaca Nature's Finest by
Nutrisslim porijeklom iz Kine. Prah je proizveden prema HACCP standardima kvalitete bez
uporabe genetski modificiranih organizama (GMO) te je certificiran kao organski proizvod od
strane akreditiranog instituta Kon-Cert. Prah je pohranjen u originalnoj ambalazi u mraku na

sobnoj temperaturi do ekstrakcije.

3.1.2.Kemikalije

e 96 %-tni etanol, p.a. (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
e destilirana voda
e dijatomejska zemlja, 6/60 mesh, 26033 (Restek Corporation, SAD)

3.1.3.Aparatura

e elektricni mlinac, CM3260 (Grundig, Njemacka)

e PLE ekstraktor, Thermo Scientific™ Dionex™ ASE™ 350 (Thermo Fisher Scientific,
California, SAD)

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

e analiticka vaga, AX224 (OHAUS Corporation, SAD)

e vortex mjeSalica, MS2 Minishaker (IKA, Njemacka)

e spektrofotometar, UV — 1600PC (VWR International, SAD)
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3.1.4.Pribor

plasti¢na Zli¢ica

e celulozni filteri (Thermo Scientific, Dionex™ 350/150 Extraction Cell Filters)
e odmjerne tikvice (50 mL,100 mL)

e laboratorijske ¢ase (25 mL, 50 mL, 100 mL i 200 mL)

e mikropipete (100 pL i 1000 pL)

e metalna Spatula

o stakleni Stapi¢

o staklene kivete

e plasti¢na sisaljka
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3.2.METODE

3.2.1.Ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku (PLE)

Postupak ekstrakcije:

Ekstrakcijske ¢elije od nehrdajuc¢eg celika volumena 22 mL pune se uzastopnim slojevima
prasSkastog materijala. Prvo se na dnu ¢elije postavljaju 2 celulozna filtera velicine pora 20 pm,
zatim se dodaje oko 2 cm sloja dijatomejske zemlje mase 2 g, potom se dodaje 1 g (x0,01) g
praha alge Chlorella vulgaris pomijesan s 2 g dijatomejske zemlje te se na kraju dodaje
ponovno jo$ jedan sloj dijatomejske zemlje kako bi se ekstrakcijska éelija potpuno napunila.
Pripremljeni uzorci se postavljaju u ekstrakcijski uredaj PLE Dionex 350®. Otapalo je etanol,
a ekstrakcija se provodila pri povisenim temperaturama od 100 °C, 130 °C i 160 °C, tijekom 1
ili 2 ciklusa, a vrijeme trajanja ciklusa je bilo 5 min, 10 min i 15 min. Po zavr$enoj ekstrakciji,
dobiveni ekstrakti se prenose u odmjernu tikvicu od 50 mL i 100 mL i nadopunjuju se vodom
te se pohranjuju u hladnjaku na 4 °C do provodenja spektrofotometrijske analize. Plan

provodenja ekstrakcije prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Plan provodenja ubrzane ekstrakcije otapalima pri povisenom tlaku (PLE)

UZORAK TEMPERATURA (°C) BROJ VRIJEME (min)
CIKLUSA
C1 100 1 5
C2 100 1 10
C3 100 1 15
C4 100 2 5
C5 100 2 10
C6 100 2 15
C7 130 1 5
C8 130 1 10
C9 130 1 15
C10 130 2 5
Cl1 130 2 10
C12 130 2 15
C13 160 1 5
C14 160 1 10
C15 160 1 15
C16 160 2 5
C17 160 2 10
C18 160 2 15
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Uredaj omogucuje ekstrakciju organskih spojeva iz krutih i polukrutih uzoraka uz primjenu
razli¢itih otapala ili smjesa otapala uz doziranje razlicitih koli¢ina otapala. U ekstrakcijske
¢elije od nehrdajuceg Celika se postavlja uzorak sa sredstvom za homogenizaciju i susenje.
Celije su pod utjecajem visokog tlaka tijekom zadanog vremena ekstrakcije te se zagrijavaju.
Otapalo se transportira iz rezervoara cjev¢icama do ekstrakcijske ¢elije i ispunjava ju. Preostali
organski spojevi se otapaju svjezim otapalom, a suSenje se provodi zavrSnim ciS¢enjem
plinovitim dusikom. Celija se s uzorkom zagrijava direktnim putem, a ekstrakcija se provodi
neposrednim kontaktom s otapalom visoke temperature staticki i dinamicki. Na Kraju
ekstrakcije komprimirani dusik uklanja otapalo iz uzorka u bocice za analizu. Filtrirani ekstrakt

koji je na taj nacin prikupljen je spreman za daljnje analize (Mottaleb i Sarker, 2012).

3.2.2.Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije pigmenata (klorofil a, klorofil b i
karotenoidi)

Odredivanje pigmenata provodi se u etanolnom ekstraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode. Mjerenje intenziteta obojenja provelo se pri valnim duljinama od
470nm (za karotenoide) te 649 nm i 664 nm (za klorofile) na spektrofotometru (UV-1600PC,
VWR International, SAD).

Postupak odredivanja:

U staklenu kivetu otpipetira se 150 uL uzorka i 3000 uL etanola. Nakon toga se mijeri
apsorbancija pri valnim duljinama od 470 nm (za karotenoide) , 649 nm i 664 nm (za klorofile).
Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, no umjesto ekstrakta uzima se isti volumen

ekstrakcijskog otapala. Svi uzorci su analizirani u paraleli

Na osnovu dobivenih rezultata apsorbancije (A), odredene su koncentracije klorofila a (Ch-a),

klorofila b (Ch-b) i karotenoida (Cx+c) prema sljede¢im jednadZbama (Sumanta i sur., 2014):
Ch - a=13,36A664-5,19A649 JEDN. 1
Ch-b = 27,43A649 — 8,12A664 JEDN. 2

Cx + ¢ = (1000A470 — 2,13Ca — 97,63Cb) /209 JEDN. 3

22



Dobivene vrijednosti koncentracija izrazene su u ug mL™* te su prera¢unate u maseni udio koji

je izrazen u mg g'* suhe tvari (Tablica 2.)

3.2.3. Statisticka obrada podataka

Eksperimentalni dizajn i statistiCka analiza napravljeni su pomocu softvera STATISTICA v. 8
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Parametri analize su (a) broj ciklusa (1 i 2), (b) temperatura
(100, 130 i 160 ° C), (c) vrijeme (5, 10 i 15 min). Kontinuirane varijable analizirane su
multivarijantnom analizom varijance (MANOVA). Grani¢ne srednje vrijednosti usporedene su
s Tukeyovim LSD viSestrukim usporednim testovima. Razine zna¢ajnosti za sva ispitivanja bile
su o < 0,05. Prednost za promatranim odgovorom postavljena je na visok (1.0). Cimbenici su
postavljeni na optimalnu vrijednost i promatrani su kako slijedi: temperatura na 7 koraka,

vrijeme na 10 koraka i broj ciklusa u 2 koraka.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1.PIGMENATA U EKSTRAKTU

Nakon provedenih analiza, rezultati su izraZeni tabli¢no, komentirani su i usporedeni s

dosadas$njim istrazivanjima iste ili slicne problematike.

Tablica 2. Koncentracije klorofila a, klorofila b i karotenoida u ekstraktima zelene alge

Chlorella vulgaris dobivenih primjenom PLE

Ch-a(mggtls.t)

Ch-b (mgg?s.t)

Cx+c(mgg?s.t)

C1
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9
C10
C11
C12
C13
Ci14
C15
Cl6
C17

C18

5,866 + 0,008
7,441 + 0,052
7,054 + 0,216
1,138 £ 0,024
8,320 + 0,004
10,222 + 0,147
10,451 + 0,148
11,017 + 0,199
0,797 + 0,044
11,749 £ 0,144
9,300 + 0,077
13,964 + 0,335
12,405 + 0,225
14,498 + 0,035
1,368 + 0,000
12,328 + 0,032
14,227 + 0,011

13,901 + 0,179

2,081+ 0,372
2,397 + 0,094
2,192 + 0,012
0,544 + 0,032
3,098 + 0,255
3,447 + 0,125
3,626 + 0,054
3,916 + 0,355
0,635 + 0,045
4,399 + 0,164
3,364 + 0,241
5,581 + 0,085
4,725 + 0,263
5,702 + 0,093
2,150 + 0,000
4,937 + 0,017
5,514 + 0,151

4,591 + 0,071

1,324 + 0,010
1,954 + 0,066
1,621 + 0,059
0,302 + 0,029
1,743 + 0,048
2,016 + 0,025
2,068 + 0,009
2,023 £ 0,217
0,209 + 0,010
2,214 + 0,007
1,486 + 0,113
2,093 + 0,056
1,876 £ 0,152
1,934 + 0,033
0,273+ 0,014
1,828 £ 0,012
2,229 + 0,028

1,481 + 0,036

Biljeska. Ch-a oznacava koncentraciju klorofila a, Ch-b oznacava koncentraciju klorofila b, a

Cx+c oznacava koncentraciju karotenoida.
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4.2.UTJECAJ EKSTRAKCIJSKIH PARAMETARA NA MASENE UDJELE PIGMENATA

U EKSTRAKTU

Tablica 3. Utjecaj razli¢itih PLE parametara na masene udjele klorofila a, klorofila b i

karotenoida u ekstraktima zelene alge Chlorella vulgaris dobivenih primjenom PLE

N Ch-a Ch-b Cx+c
Broj ciklusa p<0,00T p<0,00T p<0,00T
1 18  7,88+0,032 3,05+ 0,042 1,48 £ 0,02°
2 18  10,57+0,03* 3,94 +0,04° 1,71 +£0,02°
Temperatura (°C) p<,00T p<,00t p<0,00T
100 12 6,67 £0,04% 2,29 + 0,05 1,49 +0,02°
130 12 9,55+0,04° 3,59 + 0,05° 1,68 £ 0,02°
160 12 11,45+0,04° 4,60 £ 0,05° 1,60 £ 0,02
Vrijeme (min) p<0,00 ¥ p<0,00 ¥ p<0,00t
5 12 8,99+ 0,04° 3,39 +0,05° 1,60 + 0,02
10 12 10,80 +0,04° 3,99 +0,05° 1,89 £ 0,02°
15 12 7,88+0,042 3,10 £ 0,052 1,28 + 0,022
Broj ciklusa, temperatura (°C) p<0,00F p<0,00F p<0,00F
1, 100 6 6,79 + 0,062 2,22 +0,07° 1,63 £ 0,03
1,130 6 7,42 £ 0,06° 2,73 £0,07° 1,43 +0,03°
1, 160 6 9,42 + 0,06° 4,19 +0,07° 1,36 £ 0,03?
2,100 6 6,56 + 0,062 2,36 +£0,07° 1,35 +0,03°
2,130 6 11,67 £0,06  4,45+0,07° 1,93 +0,03°
2,160 6 13,49 + 0,06° 5,01 +0,07¢ 1,85+ 0,03¢
Broj ciklusa, vrijeme (min) p<0,00T p<0,00T p<0,00T
1,5 6 9,57 +0,06° 3,48 +0,07° 1,76 + 0,03°
1,10 6 10,99 + 0,06f 4,00 £ 0,07° 1,97 +0,03¢
1,15 6 3,07 £0,06% 1,66 +0,07¢ 0,70 £ 0,032
2,5 6 8,40 = 0,06° 3,29+0,07° 1,45 + 0,03
2,10 6 10,62 £ 0,06 3,99 +0,07¢ 1,82 £0,03°
2,15 6 12,70+ 0,069 4,54 +0,07¢ 1,86 + 0,03¢¢
Temperatura (°C), vrijeme (min) p<0,00 T p<0,00 f p<0,00T
100, 5 4 3,50 £0,072 1,31 +0,09° 0,81 £ 0,042
100, 10 4 7,88 +0,07° 2,75 +0,09° 1,84 + 0,04¢
100, 15 4 8,64 +0,07¢ 2,82 +0,09° 1,82 + 0,04¢
130, 5 4 11,10 £ 0,07f 4,01 £ 0,09 2,14 + 0,044
130, 10 4 10,16 + 0,07¢ 3,64 +0,094¢ 1,75+ 0,04¢
130, 15 4 7,38 £0,07° 3,11 +£0,09°¢ 1,15 + 0,04
160, 5 4 12,37 £0,07¢ 4,83 +0,09 1,85 + 0,04¢
160, 10 4 14,36 + 0,07 5,61 +0,09¢ 2,08 +0,04¢
160, 15 4 7,63 +£0,07°¢ 3,37 +£0,09¢¢ 0,88 +0,04%
Prosjecna vrijednost 36 9,22 3,49 1,59

25



Biljeska. Vrijednosti s razli¢itim slovom su statisticki znacajne kod p < 0,05.
*Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska u mg g s.t.
1 Statisticki znacajni parametar kod p < 0,05.

}Statisticki neznacajni parametar kod p < 0,05.

Prema rezultatima u Tablici 3 vidljivo je kako razli¢iti parametri ubrzane ekstrakcije otapalima
pri povisenom tlaku i njihovi medusobni odnosi imaju znacajan utjecaj na ekstrakciju
pigmenata i njihove masene udjele u ekstraktu. Varirajuci razli¢ite parametre ekstrakcije
(vrijeme, temperatura, broj ciklusa), koji su se pokazali statisticki znaCajnima, i
spektrofotometrijskom analizom koja je provedena u paraleli analizirano je ukupno 36 uzoraka
Cije prosjecne vrijednosti masenih udjela za pojedine pigmente iznose za Ch-a 9,22 mg g* s.t.,
za Ch-b 3,49 mg g* s.t. te za Cx+c 1,59 mg g* s.t. Prosje¢na vrijednost masenog udjela Ch-a u
odnosu na Ch-b pokazuje specifi¢an omjer 3:1 $to je u skladu s istrazivanjem Holdt i Kraana
(2011). Koncentracija karotenoida je bila manja u usporedbi s koncentracijom klorofila $to
upucuje na njihovu manju zastupljenost u tkivu zelene alge Chlorella vulgaris te zbog kemijske
strukture i njihovu vecu osjetljivost na parametre ove ekstrakcijske metode. Rezultati
istrazivanja Cha 1 sur. (2010) takoder upucuju na manju koncentraciju karotenoida u odnosu na
klorofile u tkivu alge Chlorella vuglaris te ve¢u koncentraciju Ch-a u odnosu na Ch-b, no omjer
ova dva pigmenta u rezultatima njihovog rada jest 5:3. Eksperimentalna vrijednost
koncentracije Ch-a u njihovom radu iznosi 10,83 mg g* s.t., Ch-b 6,81 mg g* s.t., dok je
koncentracija B-karotena 0,67 mg g* s.t., a luteina 3,70 mg g* s.t. Prema rezultatima rada Cha
i sur. (2010) ovaj tip ekstrakcijske metode pri povisenom tlaku je pogodan za ekstrakciju
osjetljivih karotenoida i klorofila te je minimizirano formiranje feoforbida a koji mozZe

uzrokovati trovanje hranom.
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4.2.1.Utjecaj broja ciklusa na ekstrakciju

Ekstrakcija se sukladno postavljenom planu eksperimenta odvijala u 1 ili 2 ekstrakcijska
ciklusa. Primjenom 2 ekstrakcijska ciklusa postigla se veéa koncentracija svih analiziranih
pigmenata u etanolnom ekstraktu gdje je koncentracija Ch-a iznosila 10,57 = 0,03 mg g* s.t.,
Ch-b 3,94 + 0,04 mg g* s.t. i Cx+c 1,71 + 0,02 mg g* s.t. Veéi broj ciklusa omogucio je
potpuniji prijenos mase iz uzorka u ekstrakcijsko otapalo. Prema istrazivanju Mustafe i Turner
(2011) pokazalo se da veci broj ciklusa utjece na bolje iskoristenje procesa i da se prelazi limit
iskoristenja jednog ekstrakcijskog ciklusa. Delgado-Zamarrefio i sur. (2012) u svojem radu
objasnjavaju da se tijekom jednog ekstrakcijskog ciklusa ne moze ekstrahirati analit iz matriksa
u otapalo u potpunosti te se otapalo tijekom jednog ekstrakcijskog ciklusa mora uvesti tijekom
ekstrakcijskog procesa kako bi ekstrakcija bila uspjesnija. Najbolji uc¢inak ekstrakcije dobili su
prilikom tri ili Cetiri ciklusa. Pouralinazar i sur. (2012) su u svojem radu istrazivali u¢inak PLE
metode na ekstrakciju ulja Orthosiphon stamineus. Pokazalo se da je broj ekstrakcijskih ciklusa
dominantan parametar pri konstantnom tlaku i1 temperaturi te se povecanjem broja ciklusa
proporcionalno povecava i koncentracija analita u otapalu. Povecanje broja ciklusa uz uvodenje
otapala tijekom procesa ekstrakcije pomaze uspostavu koncentracijske ravnoteze izmedu
matriksa i otapala. Ekstrakcija u nekoliko ciklusa koristi se za uzorke koji sadrze visoku

koncentraciju analita te za uzorke u kojima otapalo tesko penetrira kroz matriks.

4.2.2.Utjecaj temperature na ekstrakciju

Ekstrakcija klorofila i karotenoida provedena je pri temperaturama od 100 °C, 130 °Ci 160 °C.
Pokazalo se da varijacija parametra temperature ima razli¢it u¢inak na ekstrakciju klorofila i
karotenoida. Koncentracija klorofila raste proporcionalno s porastom temperature. Porastom
temperature sa 100 °C na 160 °C koncentracija Ch-a porasla je s 6,67+ 0,04 mg g*s.t. na 11,45
+ 0,04 mg g* s.t., dok je koncentracija Ch-b porasla s 2,29 + 0,05 mg g*s.t. na 5,01 £ 0,07 mg
g? s.t. Najmanji prinosi Cx+c (1,49 + 0,02 mg g* s.t.) se dobivaju pri temperaturi ekstrakcije
od 100 °C, a najveci (1,68 + 0,02 mg g* s.t.) pri temperaturi ekstrakcije od 130 °C. Na temelju
dobivenog moze se zakljuciti da koncentracija karotenoida u ekstraktu raste proporcionalno
porastom temperature do odredene granice kada poc¢ne opadati. Denery i sur. (2004) u svojem
radu objasnjavaju da su B-karoten i luten osjetljivi na povisenu temperaturu i svjetlost te lako

oksidiraju uslijed ¢ega dolazi do njihove izomerizacije.
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Prema ovim rezultatima moze se zakljuciti da temperatura pokazuje dvojaki utjecaj na
ekstrakciju karotenoida. S jedne strane pokazuje da porast temperature ubrzava ekstrakciju
karotenoida s obzirom da povecava topljivost ovih pigmenata, dok s druge strane moze dovesti
do degradacije spojeva osjetljivih na poviSenu temperaturu. Dobiveni rezultati upu¢uju na to da
su karotenoidi osjetljivi na poviSene temperature te da visoka temperatura dovodi do
degradacije ove skupine pigmenata. Temperatura od 100 °C je preniska za uspjesnu ekstrakciju
klorofila a, klorofila b i karotenoida jer se ne postize zadovoljavajuéi prijenos mase iz matriksa
uzorka u ekstrakcijsko otapalo pa je time i koncentracija pigmenata niza, nego u slucaju
ekstrakcije pri viSim temperaturama. Wang 1 Weller (2006) navode da se bolja i brza difuzija
analita u ekstrakcijsko otapalo postize probijanjem stani¢ne stjenke $to se moze posti¢i i
poviSenom temperaturom ekstrakcijskog procesa. Cha i sur. (2010) proveli su ekstrakciju
klorofila i karotenoida alge Chlorella vulgaris metodom ekstrakcije otapalima pri povisenom
temperaturu, dok su klorofili stabilniji, $to je potvrdeno i u okviru naSeg istraZzivanja. Pri
parametrima ekstrakcije od 160 °C i trajanju od 30 minuta koncentracija Ch-a iznosila je 9,63+
0,65 mg g* s.t., koncentracija Ch-b 5,77 + 0,68 mg g s.t., koncentracija - karotena iznosila je
0,50 £ 0,25 mg g*s.t., a luteina 3,78 +£ 0,19 mg g* s.t.

4.2.3.Utjecaj vremena ekstrakcije

Ekstrakcija se provodila u vremenima od 5 min, 10 min i 15 min. Sva tri analizirana pigmenta
pokazala su istu zakonitost. Vrijeme od 5 minuta pokazalo se prekratko za ekstrakciju klorofila
i karotenoida, optimalne vrijednosti koncentracija pigmenata u ekstraktu ostvarile su se u
trajanju ekstrakcije od 10 minuta, a dok je duZe vrijeme ekstrakcije od 15 minuta utjecalo na
degradaciju pigmenata i smanjenje koncentracije. U ekstraktima koji su dobiveni kroz vrijeme
ekstrakcije od 10 minuta tj. pri optimalnim uvjetima koncentracija Ch-a iznosila 10,80 + 0,04
mg g* s.t.,, Ch-b 3,99 £ 0,05 mg g* s.t. i Cx+c 1,89 + 0,02 mg g* s.t. Pokazalo se da dulje
vrijeme ekstrakcije tj. 15 minuta uzrokuje degradaciju pigmenata.

Rezultati ovog istrazivanja u skladu su za zaklju¢cima do kojih su dosli Taucher i sur. (2017)
prema kojima optimalno trajanje ekstrakcijskog procesa ovisi 0 vremenu potrebnom za
postizanje ravnotezne koncentracije analita u matriksu i otapalu. Ekstrahiraju¢i karotenoide

PLE metodom iz alge Chlorella vulgaris zakljucili su da vrijeme od 5 minuta nije dovoljno za
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ekstrakciju jer se ekstrahiralo 79 % od ukupnih karotenoida §to iznosi 3,74 mg g* s.t. od
ukupnih 4,72 mg g* s.t, dok su se gotovo potpuno ekstrahirali nakon 10 minuta ekstrakcije. Cha
i sur. (2010) pokazuju da produljeno vrijeme ekstrakcije negativno utjece na prinos ekstrakcije
pigmenata alge Chlorella vulgaris. Dugo vrijeme ekstrakcije ima neSto negativniji utjecaj na
karotenoide, nego na klorofile jer su karotenoidi termolabilnije molekule i pokazuju veéi

stupanj degradacije pri duljem trajanju ekstrakcije, ako su temperatura i broj ciklusa konstantni.

4.2.4.Utjecaj broja ciklusa ekstrakcije i temperature ekstrakcije

Sinergija parametara broja ciklusa ekstrakcije i temperature ekstrakcije kod klorofila i
karotenoida pokazuje razli¢it utjecaj na uspjesSnost procesa ekstrakcije. Ch-a i Ch-b pokazuju
najlosiju uspjesSnost ekstrakcije pri temperaturi od 100 °C, neovisno radi li se o 1 ili 2
ekstrakcijska ciklusa gdje su vrijednosti koncentracija pri ovim uvjetima podjednake. Dobiveni
rezultati upucuju na to da je temperatura od 100 °C preniska za uspjesnu ekstrakciju pigmenata
i optimalno iskoriStenje ekstrakcijskog procesa neovisno o broju ciklusa. Povecanjem
temperature na 130 °C povecava se uspje$nost ekstrakcije te je vidljiv utjecaj parametra broja
ekstrakcijskih ciklusa gdje je bolje iskoriStenje kod 2 ciklusa ekstrakcije. Daljnjim povecanjem
temperature na 160 °C uspjeSnost ekstrakcije je najveca, s time da ekstrakcija u 2 ciklusa
pokazuje najbolje iskoristenje procesa. Razlog tome jest da je temperatura od 100 °C preniska
za uspjesnu ekstrakciju pigmenata i optimalno iskoristenje ekstrakcijskog procesa neovisno o
broju ciklusa. Temperatura od 160 °C najpogodnija jer je prijenos mase prilikom ekstrakcije iz
uzorka u otapalo najuspjeS$nija pri visokim temperaturama $to upucuje na to da dolazi do
slabljenja molekularnih veza stani¢ne stjenke koja postaje porozna te se masa analita uspjesnije
transferira u otapalo. Povecanje broja ciklusa ekstrakcije pospjesuje vece iskoristenje procesa

ekstrakcije.

Sinergija broja ciklusa i temperature ima nesto drugaciji utjecaj na karotenoide, nego §to je to
sluc¢aj s klorofilima. Pri 1 ekstrakcijskom ciklusu povecanjem temperature biljezi se pad
koncentracije karotenoida u ekstraktu, odnosno, udio karotenoida obrnuto je proporcionalan
rastu temperature. Razlog tome jest da 1 ekstrakcijski ciklus nije dovoljan za ekstrakciju
karotenoida iz uzorka, a povecanjem temperature dolazi do degradacije karotenoida jer su
termolabilni spojevi. Pri 2 ekstrakcijska ciklusa povecanje koncentracije karotenoida raste do

temperature od 130 °C, a zatim opada daljnjim pove¢anjem temperature uslijed degradacije. Pri
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temperaturi od 100 °C koncentracija karotenoida iznosi 1,35 + 0,03 mg g* s.t., pri temperaturi
od 130 °C koncentracija iznosi 1,93 + 0,03 mg g™ s.t. te je prinos ekstrakcije ovoga pigmenta
najvece, a pri temperaturi od 160 °C koncentracija karotenoida iznosi 1,85 = 0,03 mg g* s.t. ovi
rezultati upucuju na to da da pri 2 ekstrakcijska ciklusa temperatura od 100 °C nije dovoljna za
uspjesnu ekstrakciju jer ne dolazi do zadovoljavaju¢eg prijenosa mase analita iz uzorka u
otapalo zbog toga $to ne dolazi do slabljena molekularnih veza stani¢ne stjenke te ona ne postaje
porozna i teza je difuzija analita u otapalo. Povec¢anjem temperature na 130 °C uspjesSnost
ekstrakcije doseze najvecu vrijednost jer povecanje temperature pospjeSuje difuzija analita u
otapalo, dok daljnje povecanje temperature utjeCe negativno na uspjeSnost ekstrakcije jer su
karotenoidi termolabilni pigmenti te dolazi do njihove degradacije pri previsokim
temperaturama iako se povecanjem temperature povecava poroznost stani¢ne stjenke. Mustafa
1 Turner (2011) svojim istraZzivanjem potvrduju da je veéi broj ciklusa povoljan u cilju
postizanja veceg prinosa ekstrakcije te u sinergiji s temperaturom moze utjecati povoljno do

odredene granice kada nastupa degradacija termolabilnih komponenti poput karotenoida.

4.2.5.Utjecaj broja ciklusa i vremena ekstrakcije

Sinergija parametara broja ciklusa ekstrakcije i trajanja ekstrakcije kod klorofila i karotenoida
pokazuje razliit utjecaj na uspjeSnost procesa ekstrakcije. Ch-a i Ch-b pri analizi u 1
ekstrakcijskom ciklusu najbolji uc¢inak ekstrakcije je pri trajanju analize od 10 minuta, dok je
najmanji uéinak ekstrakcije pri trajanju od 15 minuta. U 1 ekstrakcijskom ciklusu u trajanju od
15 minuta vrijednosti koncentracija klorofila u ekstraktu su najmanje. Analizom pri 2
ekstrakcijska ciklusa najbolji ucinak ekstrakcije je pri trajanju od 15 minuta, dok je najmanji
ucinak pri trajanju od 5 minuta. U ovim uvjetima ekstrakcije koncentracija klorofila raste
proporcionalno s vremenskim periodom ekstrakcije. Prema navedenim rezultatima, najlosiji
ucinak ekstrakcije je u jednom dugom ciklusu jer se ne postiZze zadovoljavajuéi prijenos mase
analita u otapalo dok je u dva ciklusa vidljiv efekt vremena gdje koncentracija klorofila raste

proporcionalno s trajanjem ekstrakcije.

Sinergija broja ciklusa i trajanja ekstrakcije ima nesto drugaciji utjecaj na karotenoide, nego §to
je to slucaj s klorofilima. Prema Tablici 3. vidljivo je da ovisnost koncentracija analita o trajanju
ekstrakcije i broju ciklusa pokazuje istu zakonitost, a to je da se najvise karotenoida ekstrahira

u vremenu od 10 minuta, zatim 15 minuta, a najmanje u vremenu od 5 minuta. Koncentracija
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karotenoida koji su se ekstrahirali PLE metodom pri 1 ciklusu ekstrakcije i trajanju od 10
minuta pokazuje najvecu vrijednost od 1,97 £ 0,03 mg g™* s.t., dok je koncentracija karotenoida
pri 2 ciklusa i istom vremenu ekstrakcije nesto niza i iznosi 1,82 = 0,03 mg g* s.t. Prema
rezultatima, vidljivo je da predugo trajanje ekstrakcije negativno utjeCe na koncentraciju
karotenoida u ekstraktu jer dolazi do njihove degradacije uslijed procesa. Taucher i sur. (2016)
potvrduju da se najveca koncentracija karotenoida ekstrahira u trajanju ekstrakcije od 10 minuta
te da povecavanje broja ciklusa znatno ne utjee na prinos procesa gdje su kao rezultat analize
u trajanju od 10 minuta u jednom ekstrakcijskom ciklusu ekstrahirali 99% karotenoida od
ukupnih 4,72 mg g* s.t. Prinos karotenoida poveéanjem pri 3 ili 4 ciklusa pada ispod granica
detekcije uredaja $to upucuje na degradaciju ovih spojeva. Taucher i sur. (2016) u ovom radu
takoder navode da prinos ekstrakcije uvelike ovisi i 0 samom otapalu i analiziranom matriksu,
a ne samo o parametrima ekstrakcije kao Sto su vrijeme i broj ciklusa. Ove rezultate potvrduje
istrazivanje Mustafe i Turner (2011) u kojem se navodi da veéi broj ekstrakcijskih ciklusa
pozitivno utjeCe na prinos ekstrakcije jer se prelaze ogranicena ekstrakcije u jednom
ekstrakcijskom ciklusu. Nadalje, u istom radu navode da je metoda ekstrakcije pri poviSenom
tlaku uspjesna za ekstrakciju karotenoida jer se u viSe ciklusa kraceg trajanja postiZe bolji prinos
procesa zbog kraceg izlaganja analita nepovoljnim uvjetima ekstakcije. Usporedbom s drugim
metodama poput refluksa i ultrazvuéne ekstrakcije, metoda ekstrakcije pri povisenom tlaku

pokazala se najpovoljnijom za ekstrakciju termolabilnih molekula (Mustafa i Turner, 2011).

4.2.6.Utjecaj temperature i vremena ekstrakcije

Sinergija parametara temperature i trajanja ekstrakcije kod klorofila i karotenoida pokazuje
razli¢it utjecaj na uspjesnost procesa ekstrakcije. Ekstrakcijom klorofila pri temperaturi od 100
°C koncentracija klorofila u ekstraktu raste proporcionalno s vremenom ekstrakcije zbog toga
Sto je temperatura od 100 °C preniska za uspjesnu difuziju analita u ekstrakcijsko otapalo te je
U ovom slucaju kljuan parametar trajanja ekstrakcije jer produljenjem trajanja raste ucinak
ekstrakcije. Ekstrakcijom klorofila pri temperaturi od 130 °C koncentracija klorofila u ekstraktu
raste obrnuto proporcionalno s vremenom ekstrakcije zbog toga sto temperatura od 130 °C ima
utjecaj na degradaciju klorofila $to je dulje vrijeme ekstrakcije. Ekstrakcijom klorofila pri 160
°C koncentracija klorofila u ekstraktu raste proporcionalno do vremena ekstrakcije od 10

minuta, a zatim pocinje opadati zbog toga §to predugo izlaganje analita temperaturi od 160 °C
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znacajno oStecuje molekule klorofila te dolazi do njihove degradacije te je optimalno trajanje
ekstrakcije pri 160 °C 10 minuta. Pri vremenu ekstrakcije od 15 minuta i temperaturi ekstrakcije
0d 100 °C, 130 °C i 160 °C koncentracija klorofila je gotovo ista $to znaci da vrijeme ekstrakcije

od 15 minuta ima izuzetno veliki utjecaj na degradaciju klorofila.

Sinergija temperature i trajanja ekstrakcije ima nesto drugaciji utjecaj na karotenoide nego §to
je to slucaj s klorofilima. Ekstrakcijom karotenoida pri temperaturi od 100 °C i 160 °C
koncentracija karotenoida u ekstraktu raste proporcionalno s vremenom ekstrakcije, a zatim
pocinje opadati zbog toga Sto predugo izlaganje karotenoida, koji su termolabilni pigmenti,
visokim tempraturama uzrokuje visoki stupanj degradacije. Temperatura od 100 °C je preniska
kako bi degradacija karotenoida poc¢ela odmah po pocetku ekstrakcijskog procesa te degradacija
nastupa tek nakon 10 minuta. Temperatura od 160 °C pozitivno utjeCe na ekstrakciju
karotenoida jer dolazi do brze ekstrakcije analita do vremena od 10 minuta, nakon ¢ega nastupa
degradacija. Pri uvjetima od 130 °C, situacija je neSto drugacija gdje koncentracija karotenoida
raste obrnuto proporcionalno trajanju ekstrakcije. Zbog toga Sto temperatura od 130 °C nije
dovoljno visoka kako bi se koncentracija karotenoida odvila brzo, a dovoljno je visoka kako bi
nastupila degradacija. Istrazivanje Cha i sur. (2010) potvrduje rezultate ovoga rada.
Temperatura 1 trajanje ekstrakcije znatno utjecu na prinos metode te je potrebno optimizirati
uvjete ekstrakcije. Pokazalo se da su karotenoidi, 3-karoten i lutein, vrlo osjetljivi na poviSene
temperature 1 dugo trajanje ekstrakcije. Cha i sur. (2010) iznose da je moguci razlog tome jer
alga Chlorella vulgaris akumulira velike koli¢ine klorofila samo u organelama kloroplastima
koje imaju debelu stani¢nu stijenku Sto moze ometati ekstrakciju karotenoida i klorofila. Duga
izlozenost stani¢ne stjenke visokoj temperaturi PLE metodom ekstrakcije smanjuje tu
ekstrakcijsku barijeru. Medutim, visoka temperatura osim $to smanjuje viskoznost i topljivost
analita u otapalu, potiCe izomerizaciju 1 degradaciju termolabilnih molekula, a karotenoidi su
jedni od njih te je dobro koristiti niske temperature ekstrakcije i krace trajanje metode kako bi

se postigao zadovoljavajuéi prinos procesa.
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4.2.7.Regresijski modeli za predvidanje masenih udjela pigmenata

Tablica 4. prikazuje jednadzbe regresijskih modela za koncentraciju pigmenata klorofila a,
klorofila b i karotenoida dobivenih ubrzanom ektrakcijom otapalima pri povisenom tlaku (PLE)
iz zelene alge Chlorella vulgaris. U ovim modelima, prou¢avani parametri ekstrakcije (broj
ciklusa, temperatura i vrijeme) su kombinirane u linearne, kvadratne i koeficijente interakcija,
omogucujuci predvidanje odziva promjenjive varijable (koncentracija klorofila a, konentracija
klorofila b i koncentracija karotenoida) za bilo koji Zeljeni broj ciklusa, temperaturu i vrijeme.
Prikladnost ovih modela potvrdena je izratunom koeficijenta determinacije R?, koji je omjer
protumacenih i ukupnih odstupanja i prepisuje se modelu prije nego slu¢ajnoj pogresci. Dobro
prilagodeni model ne smije imati R? manji od 0,8. Kao $to se moze vidjeti iz Tablice 4. i 5., svi
modeli imaj R? veéi od 0,9 $to upuéuje na njihovu prikladnost u predvidanju koncentracije

ukupnih fenola.

Optimalni uvjeti ekstrakcije klorofila a, klorofila b i karotenoida prikazani su u Tablici 5.
Predvideni optimalni uvjeti za Ch-a su 2 ciklusa ekstrakcije pri 160 °C u trajanju od 12 minuta,
a predvideni optimalni uvjeti za Ch-b su 1 ciklus ekstrakcije pri 160 °C u trajanju od 9 minuta
dok su predvideni optimalni uvjeti za Cx+c 2 ciklusa ekstrakcije pri 140 °C u trajanju od 5
minuta. Predvidena vrijednost koncentracije Ch-a pri optimalnim uvjetima iznosi 14,66 mg g*
s.t., Ch-b 5,86 mg g's.t. te Cx+c 2,24 mg g s.t.

Chai sur. (2010) istrazivali su utjecaj PLE metode na ekstrakciju klorofila i karotenoida iz alge
C. vulgaris. U svom radu navode da su optimalne temperature za ekstrakciju klorofila a 173,4
°C, klorofilab 169,9 °C te - karotena 116,8 °C, $to je u skladu s rezultatima ovoga rada. Plaza
i sur. (2012) su usporedivali utjecaj PLE metodu s metodom ekstrakcije ultrazvukom (UAE) na
ekstrakt C. vulgaris. U radu navode da je optimalna temperatura ekstrakcije PLE metodom za
karotenoide i klorofile 50 °C uz etanol kao otapalo, dok su znatno vise koncentracije
karotenoida ekstrahirane pri istoj temperaturi uz aceton kao otapalo. Castro-Puyana i sur. (2013)
su u svom radu istrazivali utjecaj PLE metode uz kombinaciju s raznim pripremnim metodama
na ekstrakciju karotenoida iz mikroalge Neochloris oleoabundans. Ekstrakcija se provodila pri
temperaturi od 100 °C uz 100%-tni etanol kao otapalo u trajanju od 20 min. Najbolji uc¢inak
pokazala je kombinacija metode kriogenog busenja s PLE ekstrakcijskom metodom. Cha i sur.
(2012) su istrazivali optimalne uvjete PLE metode pri ekstrakciji karotenoida zeaksantina iz

alge C. ellipsoidea. Istrazivanje je pokazalo da su optimalni uvjeti ekstrakcije 115,4 °C u
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trajanju od 23,3 min. Herrero i sur. (2005) su u svom radu istrazivali optimalne uvjete
ekstrakcije antioksidanasa iz alge Splirulina platensis PLE metodom. Ekstrakcija se provodila
u rasponu temperature od 60 do 170 °C u trajanju od 3 do 15 min, a kao otapalo koristili su
heksan, petroeter, etanol i vodu. Heksan, petroleter i etanol pokazuju visi udio antioksidanasa
u ekstraktu jer su antioksidansi ve¢inom nepolarni spojevi poput karotenoida, dok se voda kao
polarno otapalo pokazuje nesto losija ekstrakcijska svojstva jer se zagrijavanjem vode na vise
temperature smanjuje dielektricna konstanta §to smanjuje polarnost vode. Optimalni uvjeti
ekstrakcije uz etanol kao otapalo su 170 °C u trajanju od 3 minute $to je u skladu s rezultatima
ovoga rada. Taucher i sur. (2016) u ispitivali Ekstrakciju krotenoida mikroalgi Haemotococcus
pluvialis, Chromochloris zofingiensis i Chlorella sorokiniana. Dosli su do rezultata da su
optimalni uvjeti ekstrakcije karotenoida 60 °C, jedan ekstrakcijski ciklus u trajanju od 10
minuta. Medutim, rezultati istrazivanja Taucher i sur. (2016) razlikuju se od rezultata ovoga
rada jer se kao ekstrakcijsko otapalo koristio diklormetan koji je pokazao bolju ekstrakcijsku

uc¢inkovitost od etanola.

Nakon §to su odredeni optimalni uvjeti ekstrakcije svakog pojedinog pigmenta i predvidene
vrijednosti koncentracija Sto je prikazano u Tablici 5., ponovljena je analiza pri navedenim
optimalnim uvjetima te su dobivene vrijednosti koncentracija Ch-a 14,11 mg g s.t., Ch-b 5,69
mg g s.t. i Cx+c 2,15 mg g s.t. Predvidene i eksperimentalne vrijednosti koje su vrlo sli¢ne

Sto potvrduje to¢nost modela prikazanih u Tablici 4.
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Tablica 4. JednadZbe regresijskih modela i koeficijenata determinacije (R?) za ekstrakciju klorofila a, klorofila b i karotenoida iz zelene alge

Chlorella vulgaris dobivenih primjenom PLE

MODEL R?2 Radj
KLOROFIL A — 155,02 — 44,31X1 + 2,34X, — 0,01 X2% — 41,90X3 — 1,72X35?+0,75X1 X — 0,931 0,890
0,00X1X2%— 2,60X1X3 + 0,18X1X3? — 0,60X2X3 + 0,02X2X3%+ 0,00X22X3
KLOROFIL B — 52,43 — 21,59X1 + 0,77X2 — 0,00 Xo? + 17,35X3 — 0,78X5?+0,37X1 X2 — 0,912 0,860
0,00X1X2%— 0,78X1 X3+ 0,05X1X3% — 0,26X2X3 + 0,01X2X3%+ 0,00X22X3
KAROTENOIDI — 42,38 —8,12X1 + 0,66X2 — 0,00 X% + 10,21X3 — 0,41X5%+0,13X1 X5 — 0,923 0,877

0,00X1X2%— 0,32X1 X3+ 0,02X1X3? — 0,15X>X3 + 0,01 X>X3%+ 0,00X2%X3

X1 — broj ciklusa; X> — temperatura; X3 — vrijeme
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Tablica 5. Optimalni uvjeti ekstrakcije klorofila a, klorofila b i karotenoida iz zelene alge Chlorella vulgaris dobivenih primjenom PLE

te njihove predvidene i eksperimentalne vrijednosti

BROJ TEMPERATURA (°C)  VRIJEME PREDVIDENE EKSPERIMENTALNE
CIKLUSA (min) VRIJEDNOSTI VRIJEDNOSTI
(mgg's.t) (mggtst)
KLOROFIL A 2 160 12 14,66 14,11
KLOROFIL B 1 160 9 5,86 5,69
KAROTENOIDI 2 140 5 2,24 2,15
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Chai sur. (2011) su ekstrahirali pigmente zelene alge Chlorella vulgaris metodom ekstrakcije
otapalima pri poviSenom tlaku te su dobili komplementarne rezultate rezultatima ovoga rada,
no ekstrakciju su provodili u jednom ekstrakcijskom ciklusu. Optimalni uvjeti ekstrakcije
klorofila a su temperatura od 173,4 °C i vrijeme od 14,7 minuta, gdje je predvidena vrijednost
koncentracije klorofila a 10,79 mg g s.t., a eksperimentalna vrijednost iznosi 10,83 mg g* s.t.
Optimalni uvjeti ekstrakcije klorofila b su temperatura od 169,9 °C i vrijeme od 3,40 minuta,
gdje je predvidena vrijednost koncentracije klorofila b 6,84 mg g s.t., a eksperimentalna
vrijednost iznosi 6,81 mg g* s.t. Optimalni uvjeti ekstrakcije luteina su temperatura od 148,2
°C i vrijeme od 36,6 minuta, gdje je predvidena vrijednost koncentracije luteina 3,65 mg g
s.t., a eksperimentalna vrijednost iznosi 3,70 mg g s.t. Optimalni uvjeti ekstrakcije p-karotena
su temperatura od 116,8 °C i vrijeme od 25,10 minuta, gdje je predvidena vrijednost

Koncentracije B-karotena 0,75 mg g™ s.t., a eksperimentalna vrijednost iznosi 0,67 mg g s.t.

Usporedbom rezultata Cha i sur. (2011) i rezultata ovoga rada vidljivo je da su optimalni uvjeti
ekstrakcije klorofila i karotenoida zelene alge Chlorella vulgaris odredeni ovim radom znatno
povoljniji jer se pri nizoj temperaturi i pri kracéem vremenu ekstrakcije ekstrahiraju vecée
koli¢ine pigmenata te dolazi do znatno manje degradacije ovih pigmenata uslijed nepovoljnih

ekstrakcijskih uvjeta.
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5. ZAKLJUCAK



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

1. Ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku (PLE) uz 96%-tni etanol kao otapalo
pokazala se kao uc€inkovita metoda za uspjeSnu ekstrakciju pigmenata iz praha zelene
alge Chlorella vulgaris. Ucinkovitost ekstrakcijskog procesa i prinosi istrazivanih
pigmenata znacajno ovise o vremenu, temperaturi i broju ciklusa gdje su svi parametri

statisti¢ki znacCajni.

2. Optimalni uvjeti ekstrakcije za klorofil a su temperatura od 160 °C, vrijeme od 12
minuta i 2 ciklusa ekstrakcije. Predvidena vrijednost koncentracije klorofila a u
ekstraktu iznosi 14,66 mg g suhe tvari pri optimalnim uvjetima, dok je odredena
eskperimentalna vrijednost koncentracije Kklorofila a u ekstraktu pri optimalnim
uvjetima 14,11 mg g suhe tvari.

3. Optimalni uvjeti ekstrakcije za klorofil b su temperatura od 160 °C, vrijeme od 9 minuta
i 1 ciklus ekstrakcije. Predvidena vrijednost koncentracije klorofila b u ekstraktu iznosi
5,86 mg g suhe tvari pri optimalnim uvjetima, dok je odredena eskperimentalna
vrijednost koncentracije klorofila b u ekstraktu pri optimalnim uvjetima 5,69 mg g*

suhe tvari.

4. Optimalni uvjeti ekstrakcije za karotenoide su temperatura od 140 °C, vrijeme od 5
minuta i 2 ciklusa ekstrakcije. Predvidena vrijednost koncentracije karotenoida u
ekstraktu iznosi 2,24 mg g suhe tvari pri optimalnim uvjetima, dok je odredena
eskperimentalna vrijednost koncentracije karotenoida u ekstraktu pri optimalnim

uvjetima 2,15 mg g* suhe tvari.
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Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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