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1. UVOD



Alge predstavljaju veliku i1 raznoliku skupinu autotrofnih organizama, te se procjenjuje da
postoji vise od 50000 vrsta algi (Sathasivam 1 sur., 2017). Taksonomski alge se smjesStaju unutar
dva carstva, Protista i Prokariota. Unutar carstva Protista izdvajaju se Bacillariophyceae,
Chlorophyceae (zelene alge), Chrysophyceae (zlatne alge), Dinophyceae (dinoflagelati),
Phaeophyceae (smede alge), Rhodophyceae (crvene alge), dok su unutar carstva Prokariota
smjestene Cyanophyceae (modrozelene alge) (Amico, 1995). U ovom radu analizirana je alga iz
roda Cystoseira, koja pripada skupini smedih algi. Cystoseira je jedna od najucestalijih algi koje
se nalaze u Jadranskom moru, moze biti duga do pola metra, te je Cesto bogati izvor hrane kao 1
skloniSte mnogim zivotinjama.

Zajednicka znacajka svih algi je obavljanje fotosinteze pri cemu kao primarni proizvod
nastaje hrana za njih same, te kao nusproizvod nastaje kisik. Danas se tim ¢udesnim oblicima
zivota pripisuje do 80 % proizvodnje kisika na Zemlji (Cousins, 1995).

Jednostavnost i1 raznolikost ovih organizama omogucila je ¢ovjeku da ih upotrebljava u
mnogim aspektima zivota. One su pokazatelj stanja okoliSa, procis¢ivaci voda, predmet razlicitih
istrazivanja (testovi toksi¢nosti, geneticki inzinjering, populacijska ekologija), koristite se kao
hrana, visokovrijedno biognojivo, a naveliko se koriste i u mnogim industrijama (prehrambenoj,
farmaceutskoj, kemijskoj, kozmetickoj, tekstilnoj...). Mogu se sakupljati iz prirodnih izvora, a
mnoge od njih se danas ve¢ uspjesno kultiviraju.

Posljednih godina provedena su brojna istrazivanja kojima je dokazano da su alge izvor
brojnih skupina biokativnih spojeva koji pokazuju bioloSku aktivnost, a neki od njih imaju i
se nalaze u algama ¢ine pigmenti. Osim $to su temelj fotosinteze 1 odreduju boju algi, pokazalo se
da pigmenti imaju pozitivan uc€inak na zdravlje jer posjeduju antioksidativna, antimutagena,
antikarcenogena svojstva, poticu zastitu ziv€anog sustava, sprije¢avaju osteoporozu itd (Brownlee
1sur., 2012).

U prehrambenoj industriji alge se mogu dodavati juhama, salatama pa Cak i desertima, te svakom
jelu daju poseban okus i aromu. Za njihov je karakteristican okus odgovoran natrijev glutamat,
poznatiji kao pojaciva¢ okusa koji se dodaje u zacCinske mjeSavine i gotova jela (Kiling i sur.,
2013). Pigmenti izolirani iz algi se koriste kao prirodna bojila hrane. Pigmenti iz algi kao bojila su
netoksicni 1 nekancerogeni. NajceS¢e se dodavaju sladoledu, zZvaka¢im gumama, negaziranim i

alkoholnim pi¢ima, te raznim desertima i mlije¢nim napitcima.



Cilj ovog istrazivanja bio je ekstrahirati pigmente (klorofil-a, klorofil-b i karotenoide) iz
smede alge Cystoseira pomocu tri razliCite tehnike ekstrakcije: ekstrakcija pri sobnoj temperaturi
uz kontinuirano mijesanje, vrtlozno mijesanje uz djelovanje centrifugalne sile te ekstrakcija
pomocu ultrazvuéne kupelji. Nadalje, istraZen je utjecaj otapala (etanol, metanol 1 80% aceton) te
vremena ekstrakcije (5, 10 1 15 min) na prinose navedenih pigmenata. U dobivenim ekstraktima
spektrofotometrijski su odredeni maseni udjeli pojedinih pigmenata, a na temelju dobivenih
rezultata odredeni su i1 optimalni parametri ekstrakcije uz koje se postizu najveci prinosi

pigmenata.



2. TEORIJSKI DIO



2.1 ALGE

Alge pripadaju carstvu Protista, mogu biti jednostani¢ne, poznate kao mikroalge i
viSestani¢ne, poznate kao makroalge (Ibafiez 1 sur., 2012). To su fotosintetski organizmi koji zive
u slatkovodnim 1 morskim stanistima. Morske alge mogu zivjeti pri¢vrS¢ene za morsko dno
(bentoske alge) ili Zivjeti slobodno u vodenom stupcu (planktonske alge). Morske makroalge su
vec¢inom viSestani¢ni organizmi koji rastu na ¢vrstoj podlozi od plitkog obalnog pojasa sve do
vecih dubina; najprilagodenije vrste mogu rasti cak do 200 metara dubine. Glavni ograni¢avajuci
ekoloski ¢imbenik njihovog rasta je svjetlost s obzirom da rastu do onih dubina gdje ima dovoljno
svjetla za fotosintezu. Kako bi se prilagodile ekstremnim uvjetima (svjetlost, salinitet,
temperatura), vecina algi proizvodi sekundarne metabolite koji se karakteriziraju kao bioloski
aktivne tvari (Ibafiez 1 sur., 2012). Neki od izrazito vrijednih proizvoda makroalgi su pigmenti
(klorofili, karotenoidi), zasi¢ene masne kiseline, fikobiliproteini, polisaharidi, itd. (Sathasivam i
sur., 2017).

Makrobentoske alge se svrstavaju u tri skupine: zelene alge (Chlorophyceae), smede alge
(Phaeophyceae) 1 crvene alge (Rhodophyceae) (Kadam 1 sur., 2013). Fotosintetski pigmenti koji
odreduju boju algi imaju vaznu ulogu u klasifikaciji istih (Van Den Hoek 1 sur., 1995). U tropskim
podru¢jima dominiraju crvene i zelene morske alge, dok su smede zastupljenije u hladnijim

regijama.

Zelene alge - Chlorophyceae Crvene alge - Rhodophyceae Smede alge - Phaeophyceae

Slika 1. Prikaz grade razli¢itih skupina algi (prema Anonymous 1, Anonymous 2 i

Anonymous 3, 2018)



Zelene alge predstavljaju opseznu skupinu koja obuhvaca mikroskopski sitne,
jednostani¢ne oblike, nitnaste alge koje tvore busencice, te one slozenije grade Cije tijelo nalikuje
na gradu razvijenijih biljaka. Uz karotenoide i1 ksantofile sadrze vece koliCine klorofila-a i
klorofila-b zbog Cega su izrazito zelene boje. Zelene alge sadrze 9 redova s oko 10 000 vrsta od
kojih vecina zivi u slatkim vodama, a samo mali broj zivi u moru. Skupina smedih algi sadrzi 6
redova s oko 2000 viSestani¢nih vrsta. Razli¢itih su oblika te mogu dosec¢i duljinu do 100 metara.
Od pigmenata sadrze karotenoide i1 ksantofile te manje koli¢ine klorofila-a 1 klorofila-c. Crvene
alge su ve¢inom viSestani¢ne, obojene svjetlocrveno do ljubicasto, te je poznato oko 6500 vrsta.
Klorofil-a i karotenoidi prekriveni su fikoeritrinom. Fikoeritrin je crveni pigment, koji je izrazito
topljiv u vodi 1 upravo on daje crvenim algama svjetlocrvenu i ljubiCastu nijansu (prema

Anonymous 7, 2018).

2.1.1 Smede alge

Smede alge (Phaeophyceae) su poznate po svojoj kompleksnoj, makroskopskoj gradi za
¢iju su smedu boju zasluzni fukoksantin, te kod nekih vrsta razni tanini, koji maskira druge prisutne
pigmente, ukljucujuci klorofi-a i1 klorofi-c te karotenoide. Danas je u svijetu poznato oko 2 000
razli¢itih vrsta smedih algi koje uglavnom nastanjuju morske predjele i dijelom umjereno hladne
dijelove oceana. Poznato je da manje od 1% smedih algi nastanjuju slatkovodna staniSta (Wilce,
1966). S obzirom na veli¢inu, gradu i staniste, vrste smedih algi se medusobno znacajno razlikuju.
Smede morske alge obi¢no su dugacke, dok su slatkovodne smede alge dosta manje, a pravi
primjer predstavljaju morske trave koje mogu doseci visinu i do 45 m, dok s druge strane postoje
manje vrste duge 30 do 60 cm (McHugh, 2003).

Smede alge najbrojnija su skupina algi u Jadranskom moru. Zauzimaju veliki dio morskog
dna te pruzaju skloniste 1 izvor hrane mnogim morskim beskraljeznjacima zahvaljuju¢i velikim

koli¢inama Skroba, Secera i vitamina.

2.1.2  Cystoseira sp.

Cystoseira (Slika 2.) je vrsta smede alge koja pripada redu Fucales (Tablica 1.).
Najznacajnija je 1 najrasprostranjenija smeda alga Jadranskog mora. Predstavlja staniste za mnoge

mikroorganizme, beskraljeznjake i ribe. Osim na Jadranskom moru, Cystoseira se pronalazi na



podrucju Indijskog i Pacifickog oceana sjeverne hemisfere. Cystoseira naseljava podrucja koja se
odlukuju ¢istom vodom, stoga se moze koristiti kao bioindikator, te mogu doseci visinu i do pola
metra.

Tablica 1. Klasifikacija smede alge Cystoseira (Amico, 1995)

Carstvo Eukariyota
Kraljevstvo Chromista
Red Ochrophyta
Razred Phaeophyceae
Podrazred Fucales
Obitelj Sargassaceae
Vrsta Cystoseira sp.

Slika 2. Smeda alga Cystoseira sp. (prema Anonymous 4, 2018)



2.2 BIOLOSKI AKTIVNE TVARI U ALGAMA

Alge zive u staniStima izloZenim ekstremnim uvjetima kojima se moraju brzo i u¢inkovito
prilagoditi, a kao posljedica toga, proizvode veliki broj bioloski aktivnih sekundarnih metabolita
koji sudjeluju u prirodnim obrambenim mehanizmima (Rodriguez-Meizoso 1 sur., 2010). Od
razli¢itih skupina bioaktivnih tvari alge su dokazano bogat izvor bioloski aktivnih enzima kao Sto
su superoksid dismutaza, peroksidaza, glutation reduktaza i katalaza, ali takoder i pigmenata,
polisaharida, proteina, askorbinske kiseline, fenolnih spojeva, florotanina, tokoferola, bromfenola,
terpena (Dhara 1 sur., 2017). Mnogi od ovih spojeva posjeduju antioksidativno, antimikrobno i
antivirusno djelovanje (Gil-Chavez i sur., 2013), a dosadaSnja istrazivanja bioloSki aktivnim

spojevima iz algi pripisuju brojna pozitivna djelovanja na zdravlje ljudi.

2.2.1 Polisaharidi

Polisaharidi ¢ine sastavni dio stani¢ne stjenke algi te im daju fleksibilnost i sprjecavaju
isusivanje algi. Alge u svom sastavu sadrze razne vrste polisaharida, ¢ija je kemijska struktura
povezana sa odgovaraju¢om taksonomskom klasifikacijom algi i njthovom stani¢nom strukturom
(Ferreira 1 sur.,, 2012). Medu mnogim razli¢itim polisaharidima koje nalazimo kod algi
najznacajniji su galaktani, fukoidan, laminarin 1 alginati, gdje su fukoidan i laminarin
karakteristicni upravo za smede alge (Ferreira 1 sur., 2012). Koli¢ina polisaharida ovisi o
godiSnjem dobu, a mozZe dose¢i udio od 76% suhe mase alge (Holdt 1 Kraan, 2011). Sulfatirani
polisaharidi su kompleksne makromolekule koje reguliraju aktivnost biofaktora rasta kao $to su
fibroblasti 1 interferoni te mogu sprijeciti djelovanje mnogih bakterija 1 virusa (Leonard i sur.,
2010). Polisaharidi mogu djelovati kao prebiotici (tvari koje poti¢u rast korisnih bakterija na
probavnom tragu) i djeluju na promicanje rasta i poboljSavaju zdravlje (Vidanarachchi i sur.,
2009). Mnogi od njih su topljiva dijetalna vlakna koja imaju pozitivan ucinak na probavni trakt
zivotinja (Li 1 Kim, 2011; Souza i sur., 2012.). Takoder, polisaharidi izolirani iz algi su u¢inkoviti

1 netoksicni antioksidansi(Li 1 Kim, 2011; Souza i sur., 2012.).

2.2.2 Proteini



Koli¢ina proteina koja se nalazi u samom sastavu algi razlikuje se ovisno o vrsti. Op¢enito,
smede alge sadrZze najmanje koli¢ine proteina. Kod smede alge Undaria 24% suhe mase Cine
proteini. Kod alge Cysfoseira taj postotak ovisi o rodu i moze biti izmedu 12% 1 26% suhe mase.
Veca koli€ina proteina je zabiljezena u zelenim i1 crvenim algama, oko 40%, $to je usporedivo sa
koli¢inom proteina koja se nalazi u soji (Holdt 1 Kraan, 2011). Najznacajniji protein koji se nalazi
u algama je lektin, koji se veze sa ugljikohidratima 1 sudjeluje u raznim bioloskim procesima kao
Sto je npr. medustanicna komunikacija. Proteini pronadeni u algama imaju antibakterijska,

antivirusna i protuupalna djelovanja (Cunningham i Joshi, 2010).

2.2.3 Lipidi

Fosfolipidi 1 glikolipidi su najceS¢e vrste lipida pronadene kod algi. Kad se smanji
temperatura okoline, alge akumuliraju viSestruko nezasi¢ene masne kiseline. Sukladno tome, alge
koje rastu i razvijaju se u hladnim regijama akumuliraju vece koli¢ine viSestruko nezasic¢enih
masnih kiselina (Holdt i Kraan, 2011). Visestruko nezasi¢ene masne kiseline dugih lanaca su
iznimno bitne za odrzavanje ljudskog zdravlja i proizvode ih samo biljke. Uz ribu, oraSaste
plodove, sjemenke 1 plodove mora alge predstavljaju jedan od izvora omega-3 visestruko
nezasi¢enih masnih kiselina.

Najznacajnije esencijalne viSestruko nezasi¢ene masne kiseline pronadene kod algi su
dokozaheksaenska (DHA) i eikozapentaenska (EPA) kiselina. Esencijalne masne kiseline ¢ine
strukturne komponente svih tkiva te su neophodne za sintezu stani¢ninih membrana. Mozak, retina
1 ostala ziv€ana tkiva posebno su bogata dugolanfanim viSestruko nezasi¢enim masnim
kiselinama, a DHA se smatra uvjetno esencijalnim nutrijentom za pravilan razvoj neuroloskog
sustava Covjeka. EPA je prekursor u nastanku tvari slicnih hormonima — eikozanoida, koji djeluju
u stanicama koje ih sintetiziraju ili u susjednim stanicama. Procesi na koje eikozanoidi djeluju
ukljucuju: migraciju kalcija 1 ostalih tvari unutar i izvan stanica, opustanje i kontrakciju misica,
sprjeCavanje 1 poticanje zgruSavanja, regulaciju lu¢enja probavnih sokova i hormona, kontrolu
plodnosti, diobu i rast stanica (Riediger 1 sur., 2009).

Dominantni sterol u smedim algama je fukosterol koji ima dokazane blagotvorne ucinke
na apsorpciju kolesterola te su mu dokazana i brojna antisepticka, antibakterijska i protuupalna

djelovanja (Balboa i sur., 2013).



2.2.4 Polifenoli

Polifenoli su sveprisutni u biljkama koje se koriste u ljudskoj prehrani. Posljednjih 15-ak
godina detaljno se istrazuju zbog svojih antioksidativnih svojstava i1 potencijalno blagotvornog
ucinka na zdravlje (Shahidi i Ambigaipalan, 2015). Polifenoli su velika skupina fitokemikalija
koje nastaju kao produkti sekundarnog metabolizma biljaka i imaju bitan u¢inak na normalne
fizioloSke procese u biljci poput rasta, pigmentacije, rezistencije na patogene, zastite od UV
zracenja 1 drugo (Escarpa i Gonzalez, 2001).

Vecina biljaka, ukljucujuci alge proizvodi polifenole (Antonisamy i1 Raj, 2011).
Najznacajniji polifenoli kod algi su fenolne kiseline, flavonoidi, izoflavoni, cimetna kiselina,
benzojeva kiselina, kvercetin 1 ligani (Keyrouz i sur., 2011). Zelene i crvene alge imaju niske
koncentracije fenola u odnosu na smede alge koje imaju visoke koncentracije kloro-tanina.
Koncentracija fenola varira od 1% do 14% suhe mase, gdje alge vrste Ascophyllum 1 Fucus imaju
najvece koli¢ine fenola. Koncentracija polifenola se mjenja ovisno o godiSnjem dobu, ali 1 o dijelu
biljke s kojeg se uzorak uzima (Holdt i1 Kraan, 2011).

Florotanini su skupina taninskih spojeva, koji pripadaju polifenolima. Iako su tanini
prisutni 1 kod zemaljskih i kod kopnenih biljaka, florotanini, npr. eckol ili dieckol, pronadeni su
samo kod smedih alga (Antonisamy i Raj, 2011.; Gupta i Abu-Ghannam, 2011). Florotanini su
polifenoli koji nastaju polimerizacijom floroglucinola. Ti polimeri imaju mnoge bioloske
aktivnosti u organizmima, npr. uklju¢eni su u mehanizme obrane domacina. Sadrzaj florotanina

varira od 1 do 10% suhe mase algi (Swanson 1 Druehl, 2002).

2.2.5 Minerali

Alge predstavljaju bogat izvor minerala (Nwosu i sur., 2011) zbog ¢ega su Cesto koristene
kao dodatci prehrani u svrhu nadopune unosa minerala. Alge mogu sadrzavati 10-100 puta vecu
kolic¢inu minerala nego kopnene biljke (Holdt i Kraan, 2011). Mineralni sastav algi je promjenjiv
te osim o sezoni branja, ovisi o ekoloskim, zemljopisnim i fizioloskim ¢imbenicima. Alge
akumuliraju metalne ione iz slane vode i spremaju ih u obliku karbonatne soli u svojim listovima.
Smede alge bogat su izvor joda koji je potreban za normalnu funkciju Stitne zlijezde (Aslam i sur.,
2010). Alge sadrze Se, Zn, Mn i1 Cu, koje su strukturne komponente nekih antioksidacijskih

enzima,te mogu doprinijeti njithovoj aktivnosti (Batista Gonzalez i sur., 2012).



2.2.6 Biljni hormoni rasta

Biljni hormoni rasta koji se nalaze u ekstraktima morskih algi uglavnom su odgovorni za
stimulaciju rasta biljaka i povecanje intenziteta fotosinteze. Citokinini (regulatori rasta biljaka)
Stite biljke od posljedica promjena temperature (Zhang i sur., 2010). Oni su sintetizirani
biokemijskom modifikacijom adenina. Najvaznija funkcija im je kontrola raspodijele pupova i
stanica u strukturi algi. Unutar ove skupine hormona najznacajniji su zetain i indol-3-propionska

kiselina (Stirk 1 Van Staden, 1997).

2.2.7 Pigmenti

Pigmenti pronadeni kod algi se mogu podijeliti na tri glavne skupine: klorofili, karotenoidi
1 fikobiliproteini. Osim fotosintetskih i1 pigmentacijskih ucinaka, ti spojevi pokazuju razne korisne
ucinke na zdravlje. Pigmenti se takoder koriste kao prirodna bojila hrane, pi¢a i kozmetickih
preparata, kako bi navedeni proizvodi izgledali privlacnije ljudskom oku. Problem sintetickih
bojila je Sto su Cesto kancerogeni 1 izazivaju alergijske reakcije, stoga danas postoji sve veca
potreba za prirodnim bojilima. Alge sadrze velike koli€ine raznih vrsta pigmenata, te predstavljaju

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

2.2.7.1 Karotenoidi

Karotenoidi su klasa terpenoidnih pigmenata s tetraterpenom (C40) kao bazom, koji je
odgovoran za raznolik raspon boja poput jarko zute, narancaste i crvene u raznom vocu i povréu
(Lorenz i Cysewski, 2000). Gradeni su od konjugiranih polienskih lanaca, na temelju kojih ih
ujedno i dijelimo na dvije strukturne skupine: (i) karoteni, koji sadrze hidrokarboksilnu skupinu
(a-karoten, B-karoten,y-karotente likopen) i (ii) ksantofili, koji su dosta slicni karotenima, ali
sadrze hidroksilnu skupinu, tj. kisik (lutein, zeaksantin, kriptoksantin, neoksantin i fluksatin)
(Liaaen-Jensen, 2004), ¢ija je kemijska struktura prikazana na Slici 3.. Karotenoide vecinom
nalazimo u biljkama, s tim da su prisutni i u mnogim algama, bakterijama te gljivama. Karotenoidi
imaju znacajnu ulogu u procesu fotosinteze. Do danas je identificirano viSe od 600 razli¢itih

karotenoida (Ritz 1 sur., 2000).
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Slika 3. Kemijska struktura razli¢itih vrsta karotenoida (prema Anonymous 5, 2018)

Posljednjih desetljeca, brojna istrazivanja su potvrdila razna svojstva i u€inke karotenoida.
Koriste se kao bojila hrane, odlikuju antioksidativnim svojstvima i raznim drugim blagotvornim
svojstvima u svrhu prevencije kroni¢nih bolesti, odredenih vrsta raka te kardiovaskularnih bolesti
(Krinsky 1 Johnson, 2004).

Mikroalge 1 makroalge predstavljaju jedinstven i odrziv izvor karotenoida. Upravo iz tog
razloga raste interes industrija za njima kao sirovinama (Safafar i sur., 2015). Makroalge sluze kao
vazan izvor karotenoida kao Sto su fukoksatin, lutein, B-karoten i sifinoksantin. Karotenoidi koje
proizvode alge vec¢inom su smjeSteni u kloroplastu ili se nakupljaju u vezikuli i1 citoplazmi.
Stani¢na stjenka 1 plazmatska membrana koje okruzuju stanicu djeluju kao prepreka, te uvelike
ograniavaju brzinu prijenosa karotenoida i drugih unutarstani¢nih komponenti tijekom

uobicajenjih tj. konvencijalnih postupaka ekstrakcije (Siegel 1 Siegel, 2013).

2.2.7.2 Klorofili

Klorofil je jedna od izrazito vaznih bioloski aktivnih tvari koje nalazimo kod algi. S

obzirom na strukturu, postoji nekoliko razli¢itih vrsta klorofila — klorofil a, b, ¢ 1 d te
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bakterioklorofili koji su nadeni u odredenim vrstama bakterija. Klorofili ¢ i d pronadeni su u nekih
protista i cijanobakterija (Taiz 1 Zeiger, 2010).

Osnovnu strukturu klorofila (Slika 4.) ¢ini porfirinski prsten sastavljen od Cetiri povezana
pirolova prstena oznacena oznakama od I do IV te peti prsten (V) koji nastaje reakcijom ciklizacije
bocnog lanca (propionska kiselina) na prstenu IIl. U sredini molekule se nalazi magnezijev ion
(Mg?") koji je vezan na atome dusika pirolovih prstena s Cetiri koordinacijske veze. Na &etvrtom
(IV) prstenu je esterskom vezom vezan fitol (Von Wettstein 1 sur., 1995). Fitol nastaje spajanjem
Cetiri izoprenske jedinice 1 ovaj dugacki, hidrofobni lanac ¢ini klorofile vrlo topljivima u lipidima
te omogucuje njihovo smjestanje u hidrofobno okruzenje tilakoidne membrane (Gonzalez, 2001).
Razlika u strukturi klorofila a 1 b vidljiva je na tre¢em (III) pirolnom prstenu. Klorofil a na toj
poziciji ima metilnu skupinu (-CH3) (Slika 4A), dok je kod klorofila b to aldehidna skupina (-
CHO) (Slika 4B) (Von Wettstein i sur., 1995).

CHX CHO

Klorofil-a / ‘- i | Klorofil-b

| | ' [ |
(A) (B)

Slika 4. Kemijska struktura klorofila-a (A) 1 klorofila-b (B) (prema Anonymous 6, 2018)

Klorofili imaju anti-mutagenu i antioksidacijsku aktivnost zbog mogucnosti prekidanja
reakcije radikala uzrokovane autooksidacijom putem mehanizma kojemu je vodik donor (Ferruzzi
1 sur., 2002). Djelovanjem vidljivog 1 ultraljubicastog zraenja klorofil prelazi u feoftitine

gubitkom magnezija, ¢cime dolazi do promjene boje hrane.
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2.3 TEHNIKE EKSTRAKCIJE PIGMENTA

2.3.1 Konvencionalne tehnike ekstrakcije

Ekstrakcija je postupak potpunog ili djelomi¢nog izdvajanja neke tvari iz uzorka pomocu
otapala pri ¢emu dolazi do prijenosa tvari iz krute ili tekuce faze u otapalo, a tvar koja se ekstrahira
mora u otapalu biti topljivija nego u polaznoj fazi (Wang 1 Weller, 2006). Za ekstrakciju je vazno
odabrati ucinkovito otapalo, pri ¢emu se moraju pratiti odredeni parametri i znacajke samog
otapala poput polarnosti, temperature vrelista, viskoznosti, stabilnosti na toplinu, kisik 1 svijetlo,
sigurnost pri upotrebi, ali i cijenu kosStanja (Albu i sur., 2004).

Opcenito, pigmenti iz algi se dobivaju konvencionalnim tehnikama ekstrakcije koristeci
organska otapala (npr. Soxhletova ekstrakcija). Osim ekstrakcije po Soxhletu poznate su
ekstrakcija tekuce-tekuce, ekstrakcija cvrsto-tekuce, ekstrakcija pri sobnoj temperaturi uz
kontinuirano mijesanje, te ekstrakcija pri sobnoj temperaturi uz vrtlozno mijesanje. Problem je Sto
koristenje ovih tehnika zahtijeva mnogo vremena, a nerijetko i velike koliCine otapala, $to je skupo
1 ekoloski neprihvatljivo (Fernandez-Sevilla i sur., 2010).

Od konvencionalih tehnika u ovom radu su koriSteni razli¢iti oblici konvencionalne
ekstrakcije uz konstantno mijeSanje pri sobnoj temperaturi te vrtlozna ekstrakcija pri sobnoj
temperaturi. Konstantno mijesanje je provedeno koristenjem centrifugalne mjesalice koja sluzi za
mijeSanje dvaju materijala, gdje je prvi materijal u vecini slucajeva tekuci, a drugi moze biti u
krutom, teku¢em ili plinovitom stanju. Nad uzorkom se primjenjuje centrifugalna sila koja je uzrok
razdvajanja ekstrakata. Sila koja se primjenjuje nad uzorkom koristenjem ove tehnike moze biti
par tisuca puta veca od gravitacijske. lako se ekstrakcijom potpomognutom centrifugalnom
mjeSalicom dobiju dobri konacni rezultati prinosa, ekstrakcija uz konstantno mijeSanje pri sobnoj
temperaturi smanjuje koli¢inu potrebnog otapala, poboljSava ucinkovitost ekstrakcije, a vecim
dijelom se bazira na maceraciji. Konvencionalne tehnike ekstrakcije unutar stani¢nih elemenata
algi obi¢no se provode iz suhe biomase i temelje se na maceraciji 1 termickoj ekstrakciji
koriStenjem organskih 1 vodenih otapala, ovisno o polaritetu spojeva koje Zelimo izdvojiti.
Pigmenti se razlikuju s obzirom na polaritet, topljivost i kemijsku stabilnost. Stoga, ve¢ u pocetnoj
fazi potrebno je odabrati odgovarajuce otapalo koje bi selektivno 1 u€inkovito izdvojilo ciljani
pigment. Budu¢i da je vecina pigmenata izrazito hidrofobna, ekstrakcija se ¢esto provodi raznim

nepolarnim otapalima kao $to su: n-heksan, diklormetan, dimetil eter, dietil eter itd. (Kanda i sur.,
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2014). U svrhu ekstrakcije je moguce koristiti smjesu otapala i vode. Medutim, u¢inkovitost
ekstrakcije, selektivnost i velika potroSnja otapala jo$ uvijek ostaju ogranicavajuc¢i faktor u

konvencionalnim postupcima ekstrakcije pigmenata.

2.3.2 Nekonvencionalnetehnike ekstrakcije

Zbog svih navedenih nedostataka konvencionalnih tehnika posljednjih godina raste interes
za koriStenjem inovativnih 1 nekonvencionalnih tehnika. Cilj nekonvencionalnih tehnika je
selektivno povecanje brzine prijenosa pigmenata iz unutarstani¢nog prostora algi. Neke od njih su
ekstrakcija potpomognuta pulsiraju¢im elektricnim poljem (eng. Pulse Electric Field, PEF),
ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim elektriénim praznjenjem (eng. High Voltage
Electrical Discharge, HVED), ekstrakcija superkriticnim fluidom (eng. Supercritical Fluid
Extraction, SFE), ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku (eng. Accelerated Solvent
Extraction, ASE), ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (eng. Accelerated solvent extraction,
MAE) i ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (eng. Ultrasound Assisted Extraction, UAE).
Navedene alternativne tehnologije imaju nekoliko prednosti, uklju¢uju¢i brzu ekstrakciju, nisku
potrosnju otapala, upotrebu ekoloski prihvatljivih otapala 1 ve¢u selektivnost.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, kao moderna tehnika ekstrakcije, koriStena je u
ovom radu u svrhu ekstrakcije klorofila-a, klorofila-b i karotenoida. U nastavku je opisan na¢in na

koji se ekstrakcija provodi.

2.3.2.1 Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom je nadolazeca ekstrakcijska tehnika koja moze
ponuditi visoku reproducibilnost u kratkom vremenu, vece prinose bioaktivnih sastojaka,
jednostavniju manipulaciju, smanjenje temperature tijekom procesa, smanjenje koli¢ine otapala 1
manji unos energije (Wang 1 Weller, 2006; Virot i sur., 2010). Ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom se provodi na dva nacina, u ultrazvu¢nim kupeljima ili uredajima odredene snage i
frekvencije ultrazvuka primjenom sonde direktno uronjene u medij koji zelimo ekstrahirati.

Ultrazvucne kupelji se Cesto koriste u laboratorijima jer su lako dostupne i relativno su

jeftine. Elementi pretvornika su smjeSteni na dnu spremnika i ve¢ina ultrazvu¢nih kupelji radi na
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frekvenciji od 20-40 kHz, iako postoje izvedbe 1 u viSem frekvencijskom podru¢ju (Brnci¢ 1 sur.
2009).

Ekstrakcija s direktno uronjenom sondom provodi se na nacin da se u uzorak, koji se nalazi
u tekucem agregatnom stanju uroni ultrazvucna sonda. Uzorak se tretira ultrazvukom uz mijeSanje
kako bi se temperatura koja nastaje tijekom kolapsa kavitacijskih mjehuri¢a ravnomjerno prenijela
na Citav uzorak. Potrebno je pratiti temperaturu uzorka, te isti po potrebi hladiti ili zagrijavati
(LuqueDe Castro 1 Capote, 2007).

Uslijed djelovanja ultrazvuka dolazi do boljeg prodiranja otapala u stanicni materijal 1
boljeg prijenosa mase te olakSanog oslobadanja sadrzaja koji se treba izdvojiti (Chemat 1 sur.,
2004). Takoder, djelovanje ultrazvuka doprinosi ve¢em gibanju molekula ¢ime dolazi do boljeg
kontakta izmedu otapala i materijala koji se ekstrahira te prodiranja u unutrasnjost. Princip
ultrazvuka ocituje se u zvucnim valovima frekvencije visSe od 20 kHz koji stvaraju mehanicke
vibracije u krutom, teku¢em ili plinovitom stanju. Za razliku od elektromagnetskih valova, zvu¢ni
valovi putuju kroz sustav i izazivaju ekspanziju i kompresiju uslijed ¢ega dolazi do boljeg kontakta
molekula. Uslijed ekspanzije dolazi do stvaranja mjehurica u teku¢em stanju te nastanka
negativnog tlaka. Mjehuri¢i nastaju, rastu 1 na kraju pucaju uslijed pojave kavitacije kada dolazi
do brZeg prijenosa na krutu fazu unutar teku¢eg medija (Luque-Garcia i Luque de Castro, 2003).

Posljednjih godina ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom se uspjeSno koristi za
ekstrakciju fukoksantina, luteina, B-karotena, astaksantina i drugih spojeva iz algi. Macias-
Sanchez 1 sur. (2009) ekstrahirali su karotenoide iz alge Dunaliella salina, pri ¢emu su Koristili
metanol 1 N, N-dimetilformamid kao otapalo. Utvrdeno je da je ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom znacajno uc¢inkovitija u odnosu na ekstrakciju superkriticnim fluidom. Pasquet 1 sur.
(2011) su usporedivali ucinkvoitost ekstrakcije fukoksantina iz alge Cylindrotheca closterium
tehnikom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i mikrovalovima u odnosu na konvencionalne
tehnike. Analizom rezultata zakljucili su da je koliCina prinosa sli¢na bez obzira na koristenu
tehniku, uz naglasak na €injenicu da se koristenjem ekstrakcije potpomognute ultrazvukom znatno

skratilo vrijeme ekstrakcije.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1 MATERIJALI

3.1.1 Uzorak

Smeda alga Cystoseira sp. izronjena je iz Jadranskog mora u veljaci 2018. godine. Uzorci
alge odmah su ispirani u slatkoj i destiliranoj vodi te zatim zamrznuti na -60 °C u zamrzivacu
ScanCool SCL210P (Labogene ApS, Danska) do trenutka provodenja postupka liofilizacije.
Prethodno smrznuti uzorci alge podvrgnuti su postupku liofilizacije na liofilizatoru CoolSafe,
Model: 55-9 PRO, (Labogene, Danska). Na 6 plitica je u jednom sloju rasporedena masa od oko
500 g smrznute alge nakon Cega je proveden postupak liofilizacije koji je ukupno trajao 24 sata.
Primarno suSenje (sublimacija) provedeno je pri vakuumu 0,130-0,155 hPa 1 temperaturi od —30
do 0 °C/18 sati, a izotermna desorpcija pri 20 °C/6 sati.

Osusena alga je pomocu elektricnog mlinca samljevena u prah, a prah je pohranjen u

staklenu posudu i cuvan u mraku na sobnoj temperaturi do provodenja ekstrakcije.

3.1.2 Kemikalije

e Metanol (Avantor, Gliwice, Poljska)
e 96 %-tni etanol, p.a. (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
e Aceton, p.a. (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska),

e Destilirana voda

3.1.3 Aparatura

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

e clektricni mlinac, CM3260 (Grundig, Njemacka)

e magnetna mijeSalica, RT 5 (IKA, Njemacka)

e uredaj za tretiranje ultrazvukom, (Bandelin Sonorex, Njemacka)
e centrifuga, Rotofix 32 A (Hettich Zentrifugen, Njemacka)

e analiticka vaga, AX224 (OHAUS Corporation, SAD)

e vortex mjesalica, MS2 Minishaker (IKA, Njemacka)
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spektrofotometar, UV — 1600PC (VWR International, SAD)

3.1.4 Pribor

e plasti¢na Zliica

e Erlenmeyerove tikvice

e odmjerne tikvice (50 mL)

e laboratorijske ¢ase (50 mL)
e mikropipete (1000 uL 1 5000 pL)
e stakleni Stapic

e stakleni lijevci

e plasti¢ne kivete

e staklene kivete

e menzure (50 mL)

e Stoperica

e magnetni mjesaci

e aluminijska folija

e vata

e filter papir

3.2 TEHNIKE EKSTRAKCIJE

3.2.1 Ekstrakcija pri sobnoj temperaturi uz vrtlozno mijesanje

Izvaze se 1g uzorka s tocnosc¢u + 0,01 g u centrifugalnu kivetu 1 prelije s 40 mL otapala.
Uzorci se zatim postavljaju u centrifugalnu mjesalicu na 5500 rpm/min te se ekstrakcija provodi
prema parametrima prikazanima u Tablici 2. Nakon ekstrakcije uzorci se filtriraju u odmjernu
tikvicu od 50 mL i nadopune otapalom do oznake. Uzorci se skladiSte u mraku, na temperaturi od

+4 °C do provodenja daljnih analiza.

Tablica 2. Uvjeti ekstrakcije pri sobnoj temperaturi uz vrtlozno mijesanje

UZORAK OTAPALO VRIJEME (min)
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CE5 etanol 5

CE10 etanol 10
CE15 etanol 15
CMS5 metanol 5
CM10 metanol 10
CM15 metanol 15
CA5S 80% aceton 5
CA5S 80% aceton 10
CAl5 80% aceton 15

3.2.2 Ekstrakcija pri sobnoj temperaturi uz kontinuirano mijesanje

Na analiti¢koj vagi, u Erlenmeyerovu tikvicu odvaze se 1 g (= 0,01) uzorka. Neposredno
prije ekstrakcije u tikvicu je dodano 40 mL otapala 1 magnetni mjesac. Tikvica je zatim obloZena
folijom, zatvorena vatom te stavljena na magnetnu mjesalicu na 500 rpm. Varirani parametri
ekstrakcije (Tablica 3.) su otapalo (etanol, metanol 1 80% aceton) 1 vrijeme ekstrakcije (5, 101 15
min). Nakon provedene ekstrakcije dobiveni ekstrakti se filtriraju u odmjernu tikvicu od 50 mL

nadopune otapalom do oznake i skladisti u mraku, na +4 °C do provodenja analize.

Tablica 3. Uvjeti ekstrakcije pri sobnoj temperaturi uz kontinuirano mijesanje

UZORAK OTAPALO VRIJEME (min)

ME5S etanol 5
MEI10 etanol 10
ME15 etanol 15
MM5 metanol 5
MMI10 metanol 10
MM15 metanol 15
MAS 80% aceton 5
MAS 80% aceton 10
MA15 80% aceton 15

3.2.3 Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

U Erlenmeyerovu tikvicu odvaze se 1g uzorka s tocnos¢u = 0,01 g, te se neposredno prije
ekstrakcije doda 40 mL otapala. Tikvice se zatvore vatom 1 postavljaju u ultrazvucnu kupelj koja
se zatim prekriva aluminijskom folijom kako bi se zastitile od svjetla. Uzorci su izloZeni djelovanju

ultrazvuka 5, 10 ili 15 minuta prema parametrima prikazanim u Tablici 4. Nakon provedene
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ekstrakcije, ekstrakti se filtriraju u odmjerne tikvice volumena 50 mL te nadopune odgovaraju¢im
otapalom do oznake. Svi ekstrakti se skladiSte na temperaturi od +4 °C do provodenja daljnih

analiza.

Tablica 4. Uvjeti ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

UZORAK OTAPALO VRIJEME (min)

UES etanol 5
UEI10 etanol 10
UEILS etanol 15
UMS metanol 5
UMI10 metanol 10
UMI15 metanol 15
UA5S 80% aceton 5
UA5S 80% aceton 10
UA15 80% aceton 15

3.2.4 Spektrofotometrijsko odredivanje klorofila-a, klorofila-b i karotenoida
Princip metode

Odredivanje klorofila i karotenoida temelji se na principu da svaki fotosintetski pigment
ima svoj jedinstveni apsorpcijski spektar s apsorpcijskim maksimumima pri odredenim valnim

duljinama (Abou-Arab i sur., 2010).

Postupak odredivanja

U staklenu kivetu otpipetira se 1 mL uzorka i 2 mL odgovarajuceg otapala nakon Cega se
myjeri apsorbancija pri valnim duljinama od 470 nm, 649 nm i 664 nm za uzorke s etanolom, 470
nm, 652,4 nm i 665,2 nm za uzorke s metanolom te 470 nm, 646,8 nm i 663,2 nm za uzorke s 80%
acetonom. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, no umjesto ekstrakta uzima se isti volumen
ekstrakcijskog otapala. Svi uzorci su paralelno analizirani.

Na osnovu dobivenih rezultata apsorbancije (A), odredene su koncentracije klorofila-a
(Ca), klorofila-b (Cp) 1 karotenoida (Cxic) prema jednadzbama u Tablici 5 (Lichtenthaler 1
Buschmann, 2001).
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Tablica 5. Jednadzbe za odredivanje koncentracije pigmenata uz primjenu razli¢itih otapala

OTAPALO JEDNADZBA

Ca=16.72A6652 — 9.16A652.4
Metanol Cb =34.09A652.4 — 15.28 Agss 2
Cx+c = (1000A470 — 1.63Ca — 104.96Cy)/221
Ca=13.36A664 — 5.19A649
Etanol Co =27.43A649 — 8.12Age64

Cx+c = (1000A470 — 2.13C5 — 97.63C)/209
Ca=12.25A6632 — 297 Ass68

80% aceton Co=21.5A6468 — 5.1A6632
Cx+c = (1000A470 — 1.82C, — 85.02Cy)/198

Dobivene vrijednosti koncentracija izrazene su u ug mL™! te su preracunate u maseni udio koji je

izrazen u mg g”' suhe tvari (Tablica 6.)

3.2.5 Statisticka obrada podataka

Eksperimentalni dizajn (Tablice 1 — 3) te statisticka obrada podataka provedeni su
programom Statistica 8 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD). Zavisne varijable bile su: koncentracije
klorofila a, klorofila b i karotenoida u mg g™ suhe tvari te je ispitivan utjecaj neovisnih varijabli:
a) tehnika ekstrakcije (ekstrakcije pri sobnoj temperaturi uz kontinuirano mijeSanje, magnetnom
mjeSalicom 1 ultrazvukom), b) otapalo (etanol, metanol, 80% aceton) te c) vrijeme (5, 10 1 15
minuta). Kontinuirane varijable analizirane su pomoc¢u multivarijantne analize varijance
(MANOVA) dok je viSestruko usporedivanje provedeno Tukey LSD testom visestrukog

usporedivanja. Razina znacajnosti za sve testove je bila o < 0,05.
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4. REZULTATI I RASPRAVA



U sklopu ovog rada provedena je ekstrakcija pigmenata (klorofil-a, klorofil-b i karotenoidi)
iz smede alge Cystoseira primjenom tri razliite tehnike ekstrakcije (ekstrakcija pri sobnoj
temperaturi uz kontinuirano mijeSanje te vrtlozno mijesanje uz djelovanje cntrifugalne sile i
ekstrakcija pomocu ultrazvuéne kupelji) uz upotrebu tri razlicita otapala (etanol, metanol i 80%
aceton) te kroz razliCito vrijeme trajanja ekstrakcije (5, 10 1 15 min). U dobivenim ekstraktima
provedeno je spektrofotometrijsko odredivanje masenih udjela pigmenata, a rezultati su prikazani

u Tablici 6.

Tablica 6. Koncentracije klorofila-a, klorofila-b i ukupnih karotenoida u ekstraktima alge
Cystoseira sp.

Klorofil —a (mg g's.t.) Klorofil —b (mg g's.t.) Karotenoidi (mg g''s.t.)

CES 0,67 + 0,01 0,10 £ 0,02 0,29 + 0,02
CEI0 0,63+ 0,04 0,06+ 0,02 0,28+ 0,02
CEI5 1,00+ 0,03 0,14+ 0,01 0,42+ 0,01
CM5 0,55+ 0,01 0,07+ 0,00 0,23+ 0,01
CMI10 0,85+ 0,00 0,12+ 0,02 0,36+ 0,02
CMI15 0,96+ 0,00 0,13+ 0,00 0,39+ 0,00
CA5 1,03+ 0,03 0,06+ 0,02 0,56+ 0,01
CA5 0,97+ 0,01 0,04+ 0,03 0,53+ 0,02
CAIlS 1,12+ 0,02 0,05+ 0,00 0,62+ 0,01
ME5S 0,97+ 0,07 0,06+ 0,02 0,40+ 0,01
ME10 1,03+ 0,04 0,14+ 0,00 0,44+ 0,01
ME15 1,01+ 0,00 0,18+ 0,01 0,42+ 0,00
MM5 0,94+ 0,03 0,17+ 0,05 0,37+ 0,02
MMI10 0,96+ 0,00 0,17+ 0,03 0,37+ 0,01
MM15 1,01+ 0,00 0,14+ 0,00 0,41+ 0,00
MAS5 1,07+ 0,10 0,04+ 0,02 0,60+ 0,06
MAS5 1,22+ 0,01 0,08+ 0,04 0,67+ 0,01
MA15 0,44+ 0,07 0,04+ 0,01 0,17+ 0,00
UES 0,30+ 0,00 0,47+ 0,06 0,05+ 0,02
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UEIO
UEIS
UMS
UMIO
UMI5
UAS
UAS
UAIS

0,50+ 0,09
0,54+ 0,05
1,10+ 0,01
1,09+ 0,01
1,16+ 0,02
1,40+ 0,06
1,57+ 0,01
1,37+ 0,06

1,25+ 0,23
1,31+ 0,11
0,18+ 0,02
0,14+ 0,00
0,19+ 0,00
0,8+ 0,03

0,10+ 0,01
0,06x 0,00

0,03+ 0,01
0,07+ 0,02
0,44+ 0,01
0,44+ 0,00
0,46+ 0,01
0,74+ 0,04
083+ 0,01
0,72+ 0,03

Tablica 7. Utjecaj razli¢itih parametara ekstrakcije na koncentraciju klorofila-a, klorofila-b 1

karotenoida*

N Klorofil —a Klorofil — b Karotenoidi

(mg g's.t.) (mg g's.t.) (mg g's.t.)
Tehnika ekstrakcije p < 0,007 p < 0,007 p < 0,007
vrtloZzno mijeSanje 18 0,86 +0,01* 0,09 +0,01? 0,41 + 0,00
kontinuirano mijes$anje 18 1,09 +0,01° 0,10 +0,01* 0,49 + 0,00°
ultrazvuéna kupelj 18 1,00+0,01° 0,42 +0,01° 0,42 + 0,00
Otapalo p < 0,007 p < 0,007 p < 0,007
Etanol 18 0,74 £0,01* 0,41 £0,01° 0,27 + 0,00
Metanol 18 0,96+0,01° 0,14 +0,01° 0,38 + 0,00°
80% aceton 18 1,26 +0,01° 0,06 +0,01? 0,67 +=0,00°
Vrijeme (min) p < 0,007 p < 0,007 p < 0,007
5 18 0,89 £0,01* 0,14 £0,01° 0,41 £ 0,00
10 18 0,98+0,01° 0,23 +0,01° 0,44 + 0,00
15 18 1,08+0,01° 0,24 +0,01° 0,47 + 0,00°
Tehnika ekstrakcije; otapalo p < 0,007 p < 0,007 p < 0,007
vrtlozno mijeSanje; etanol 6 0,77 +0,02° 0,10 +0,02*° 0,33 +0,01°
vrtlozno mijesanje; metanol 6 0,78+0,02° 0,10 +0,02*° 0,33 +0,01°
vrtlozno mijesSanje; 80% aceton 6 1,04+0,02¢ 0,05 +0,02% 0,57 +£0,01°

kontinuirano mijeSanje; etanol 6 1,00=+0,02° 0,13 +0,02*° 0,42 +0,01°¢
kontinuirano mije$anje;; metanol 6 0,97 +0,02° 0,16 +0,02° 0,38 +£0,01°
kontinuirano mijeSanje;; 80% aceton 6 1,30+0,02° 0,04 +0,02* 0,68 +0,01°
ultrazvuéna kupelj; etanol 6 0,45+0,02% 1,01 +£0,02° 0,05 +0,01*
ultrazvuéna kupelj; metanol 6 1,12+0,02¢ 0,17 +£0,02° 0,44 +0,01¢
ultrazvuéna kupelj; 80% aceton 6 1,45+0,02° 0,08 + 0,02*° 0,76 £ 0,018
Tehnika ekstrakcije; vrijeme (min) p < 0,007 p < 0,007 p < 0,007
vrtlozno mijesanje; 5 6 0,75+0,02% 0,08 +0,02% 0,36 +£0,01*

vrtloZzno mijeSanje; 10 6 0,81 +£0,02° 0,07 +£0,02? 0,39 +0,01*°

vrtloZzno mijeSanje; 15 6 1,03+0,02° 0,11 +0,02? 0,47 +0,01°°



kontinuirano mijesanje; 5 6 0,99 +0,02°¢ 0,09 + 0,02% 0,46 +0,014¢
kontinuirano mijesanje; 10 6 1,07+0,02° 0,13 +£0,02% 0,50 +0,01%¢
kontinuirano mijeSanje 15 6 1,20+0,02¢ 0,11 +£0,02% 0,53 +0,01¢
ultrazvuéna kupelj; 5 6 0,93+0,02° 0,25 + 0,02° 0,41 +0,01%>¢
ultrazvuéna kupelj; 10 6 1,06 +0,02° 0,49 +0,02° 0,43 +0,01%¢
ultrazvuéna kupelj; 15 6 1,02+0,02° 0,52 +£0,02° 0,42 +0,01%>¢
Otapalo; vrijeme (min) p=0,61* p < 0,007 p=091*
etanol; 5 6 0,65+0,02° 0,21 £0,02¢ 0,25 +0,01°
etanol; 10 6 0,72+0,02° 0,48 + 0,02¢ 0,25 +0,01*
etanol; 15 6 0,85+0,02° 0,54 + 0,02¢ 0,30 +0,01°
metanol; 5 6 0,86+0,02° 0,14 +0,02*°¢ 0,34+ 0,01°
metanol; 10 6 0,97 +0,02° 0,14 +0,02*°¢ 0,39 +0,01¢
metanol; 15 6 1,04 +£0,02° 0,15+ 0,02%¢ 0,42 +0,01¢
80% aceton; 5 6 1,17+0,02¢ 0,06 + 0,02*° 0,63 £0,01°
80% aceton; 10 6 1,26+0,02° 0,07 + 0,02*° 0,68 +0,01°
80% aceton; 15 6 1,36+0,02° 0,03 +0,02* 0,70 +0,01°
Prosje¢na vrijednost 54 0,99 + 0,04 0,20+ 0,04 0,44 £ 0,03

Biljeska.

Vrijednosti s razli¢itim slovom su statisti¢ki zna¢ajne kod p < 0,05.

*Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska u mg g’'s.t.

+ Statisticki znacajni parametar kod p < 0,05.

1 Statisti¢ki neznacajni parametar kod p < 0,05.

Maseni udjeli klorofila-a, klorofila-b i karotenoida svih uzoraka prikazani su u Tablici 6.

dok su u Tablici 7. prikazane njihove prosjecne vrijednosti te utjecaji razliitih parametara

ekstrakcije na njihove masene udjele. Prosjecne vrijednosti pigmenata u svih 36 uzoraka iznosile

su: 0,99 mg g''s.t. (klorofil-a), 0,20 mg g' s.t. (klorofil-b) te 0,44 mg g! s.t. (karotenoidi). Prema

literaturnim podacima kod slozenijih biljaka klorofil-a i klorofil-b se obi¢no nalaze u omjeru 3:1

(Belitz 1 Grosch, 1987). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je taj omjer kod alge Cystoseira

nesto vec¢i u korist klorofila-a, otprilike 5:1. Prema drugim istrazivanjima koli¢ina dobivenog

klorofila-b je manja kod smedih algi u odnosu na ostale biljke (Lee, 2008).

Betancor 1 suradnici (2014) su analizom smede alge Cystoseieae humilis dobili sli¢ne

rezultate kao u ovom radu. Koli¢ina ekstrahiranog klorofila-a iznosi 0,89 mg g™ s.t., dok je u ovom

radu dobiveno 0,86 mg g s.t..

4.1 UTJECAJ PARAMETARA EKSTRAKCIJE NA PRINOS PIGMENATA

4.1.1 Utjecaj tehnike ekstrakcije na prinos pigmenata
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Promatraju¢i utjecaj ekstrakcijske tehnike na prinos pigmenata ekstrahiranih iz alge
Cystoseira mozemo primjetiti da je najve¢a koli¢ina ekstrahiranog klorofila-a i ukupnih
karotenoida postignuta ekstrakcijom pri sobnoj temperaturi uz kontinuirano mijesanje. Prosjecna
koli¢ina ekstrahiranog klorofila-a u tako dobivenim ekstraktima iznosi 1,09 mg g! s.t., a ukupnih
karotenoida 0,49 mg g' s.t.. Ekstrakcija kontinuiranim mjeSanjem rezultirala je najmanjom
koncentracijom ekstrahiranog klorofila-a. Kod ekstrakcije karotenoida nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike (p > 0,05) izmedu ekstrakata dobivenih vrtloznim mijeSanjem uz djelovanje centrifugalne
sile te ekstrakata dobivenih primjenom ultrazvucne kupelji. Promatraju¢i koli¢inu ekstrahiranog
klorofila-b moze se primjetiti da je primjenom ultrazvucne kupelji postignuta koncentracija od
0,42 mg g s.t. §to je znadajno vise od 0,09 mg g' s.t. i 0,10 mg g s.t. koliko je postignuto
ekstrakcijom vrtloznim mijeSanjem uz djelovanje centrifugalne sile odnosno ekstrakcijom pri
sobnoj temperaturi uz kontinuirano mijesanje.

U istrazivanju Sudhakara i suradnika(2013) analizirana je koli¢ina pigmenata kod 5
razli¢itih vrsta smedih algi (Sargassum wightii, Sargassum ilicifolium, Sargassum longifolium,
Padina gymnospora, Turbinaria ornate), gdje se ekstrakcija provodila vrtloznim mijeSanjem uz
djelovanje centrifugalne sile. Koli¢ina ekstrahiranog klorofila-a iznosila je izmedu 0,19 mg g™' s.t.
11,13 mg g'! s.t., §to je usporedivo za rezultatima dobivenim prilikom izrade ovog rada.

U istrazivanju koje su proveli Betancor 1 suradnici (2014) analizirane su fotosintetske
karakteristike smede alge Cystoseieae humilis. Istrazivao se utjecaj dubine nalaziSta alge na
koli¢inu pigmenata u njihovom sastavu. KoriStena je ekstrakcija vrtloznim mijeSanjem uz
djelovanje centrifugalne sile. Pokazalo se da je kod algi izronjenih na ve¢im dubinama koli¢ina
klorofila-a i ukupnih karotenoida ve¢a u odnosu na one izronjene u pli¢im nalaziStima. Na dubini
od 5 metara koli¢ina ekstrahiranog klorofila-a iznosi 0,89 mg g s.t., $to je usporedivo sa
rezultatima dobivenim u ovom radu (vrtlozno mijeSanje 0,86 mg g! s.t.). Betancor i suradnici
(2014) su u svom istrazivanju dobili malo veée koli¢ine ukupnih karotenoida (0,97 mg g s.t.) u
odnosu rezultate dobivene ovim istrazivanjem (vrtlozno mijeSanje, 0,94 mg g™ s.t., kontinuirano
mijeSanje, 0,49 mg g s.t.).

Ekstrakcija pomocu ultrazvucne kupelji se pokazala kao suvremena nekonvencionalna
tehnika koja daje znacajne rezultate prinosa. Razlog je taj Sto ultrazvuk ne zagrijava uzorak na
temperaturu od 1515 °C, ¢ime se omogucava bolja ekstrakcija temperaturno osjetljivih pigmenata

kao $to su neki karotenoidi.
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Glavna prednost ekstrakcije pomocu ultrazvucne kupelji je skra¢ivanje vremena
ekstrakcije, povecanje koli¢ine prinosa pigmenata te smanjenje koli¢ine koriStenog otapala. Sve
navedene prednosti koriStene tehnike osiguravaju postizanje maksimalnog ucinka ekstrakcije u
minimalnom vremenu, $§to je s ekonomskog i industrijsku stajaliSta kljuan faktor za daljnu

primjenu i razvoj.

4.1.2 Utjecaj vrste otapala na prinos pigmenata

Promatraju¢i utjecaj vrste otapala na prinos pigmenata ekstrahiranih iz smede alge
Cystoseira moze se opaziti da je upotrebom 80% acetona postignut najveci prinos klorofila-a 1
ukupnih karotenoida. Prosjecna vrijednost koncentracije klorofila-a svih uzoraka ekstrahiranih
etanolom iznosi 1,26 mg g*! s.t., a ukupnih karotenoida 0,67 mg g s.t.. S druge strane, upotrebom
etanola za ekstrakciju klorofila-a i karotenoida postignute su najnize vrijednosti od 0,74 mg g™' s.t.
i 0,27 mg g s.t. Potpuno suprotan trend uo¢avamo u ekstrakciji klorofila-b gdje je upotrebom
etanola postignuta koncentracija od 0,41 mg g! s.t., a upotrebom 80% acetona koncentracija od
samo 0,06 mg g' s.t..

Aceton se pokazao kao odli¢no otapalo jer ima veliki dipolni moment, s jedne strane
molekula acetona je nepolarna s druge polarna. Upravo zbog toga aceton se moze koristiti kao
otapalo za polarne i nepolarne tvari. Aceton je blaze polarno otapalo od vode, te mu ta
karakteristika osigurava veliku rezoluciju izmedu pigmenata na filter papiru i bolje rezultate kod
spektofotometrije, te se pokazao kao najbolje otapalo za ekstrakciju klorofila-a i ukupnih
karotenoida (Sarkar i sur., 2012).

Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima istrazivanja koje su proveli Sudhakar 1
suradnici (2013) prilikom ekstrakcije pigmenata iz 5 razli¢itih vrsta smedih algi (Sargassum
wightii, Sargassum ilicifolium, Sargassum longifolium, Padina gymnospora, Turbinaria ornate).
U navedenom istrazivanju autori su primjenili tehniku ekstrakcije pri sobnoj temperaturi uz
kontinuirano mijeSanje te su istrazili utjecaj 90% aceton, 90% etanol 1 100% aceton na koli¢inu
ekstrahiranih pigmenata. Sukladno rezultatima ovog istrazivanja njihovi rezultati pokazuju da je
90% aceton najbolje otapalo za ekstrakciju klorofila-a ¢ija je koncentracija kod alge Sargassum
wightiiiznosila 0,75mg g s.t., a kod Padina gymnospora 1,13mg g s.t. Koli¢ina pigmenata

ekstrahiranih koristenjem 100% acetona je manja u odnosu na rezultate dobivene koristenjem 90%
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acetona, a veca u odnosu na rezultate dobivene koriStenjem 90% etanola. U navedenom
istrazivanju zaklju€uju da je otapalo kljucan faktor pri optimizaciji procesa ekstrakcije.

Warkoyo i1 Saati (2011) su istrazivali utjecaj otapala na koli¢inu ekstrahiranih karotenoida
kod Eucheuma cottonii, alge koja moze biti zelena, crvena ili smeda. Kao otapala koristeni su
aceton, etanol 1 benzeni (petrolej benzen 1 heksan petrolej benzen). Utvrdili su da je kod razli¢itih
tipova algi prisutna razliCita koli¢ina karotenoida. Kod crvenih algi pronadene su vece koli¢ine
karotenoida u odnosu na smede i zelene. Aceton se pokazao kao najbolje otapalo za ekstrakciju
karotenoida kod smedih 1 zeleni algi, dok je kod crvenih algi podjednaka koli¢ina prinosa
karotenoida dobivena koriStenjem acetona i etanola. Kod smedih algi koli¢ina ekstrahiranih
karotenoida je 1,28 mg/100g. Aceton je zbog svoje izrazite polarnosti pogodan za ekstrakciju

karotenoida, pogotovo polarnih karotenoida kao §to su lutein i zeaksantin.

4.1.3 Utjecaj vremena trajanja ekstrakcije na prinos pigmenata

Koncentracija klorofila-a i ukupnih karoteinoida raste s porastom vremena ekstrakcije s
0,89 mg g! s.t na 1,08 mg g s.t. odnosno s 0,41 mg g s.t na 0,47 mg g s.t.. Koli¢ina
ekstrahiranog klorofila-b porasla je s porastom vremena ekstrakcije od 5 do 10 minuta, no ne
mjenja se znacajno nakon 10 minuta trajanja procesa ekstrakcije.

Vrijeme trajanja ekstrakcije je ovisno o vrsti bioaktivne komponente koju se Zzeli
ekstrahirati. Kontaktno vrijeme izmedu uzorka i otapala odreduje koli¢inu prinosa. Kada se stanica
odupire liziranju (proces raspadanja stanicne membrane je tezi), a koristi se slabije otapalo (kako
se ekstrakti ne bi ostetili), duze vrijeme trajanja ekstrakcije osigurava veci prinos(Henriques i sur.,
2007).

Proces trajanja ekstrakcije koriStenjem nekonvencionalih tehnika se znafajno smanjuje.
Pasquet 1 suradnici (2011) su proveli istrazivanje nad mikroalgama Dunaliella tertiolecta 1
Cylindrotheca closterium. Za ektrakciju pigmenata koristili su ekstrakciju pomocu ultrazvucne
kupelji 1 ekstrakciju pri sobnoj temperaturi uz vrtlozno mijesanje. Takoder su pratili utjecaj
vremena trajanja ekstrakcije na promjenu ukupne koli¢ine prinosa. Ekstrakcija pri sobnoj
temperaturi uz vrtlozno mijeSanje je provedena u periodu od 10 — 20 minuta, dok je prilikom
koriStenja ultrazvuka vrijeme trajanja ekstrakcije izmedu 3 — 15 minuta. Koli¢ina ekstrahiranih

pigmenata kod Cylindrotheca closterium je vremenski ovisna. Kada se koristi ekstrakcija pri
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sobnoj temperaturi uz vrtlozno mijesanje najveca koli¢ina prinosa klorofila-a je utvrdena nakon
10 minuta (4,60mg g'!). Maksimalne koli¢ine prinosa klorofila-b i karotenoida su utvrdene nedugo
nakon pocetka procesa ekstrakcije (1,50 mg g' i 1,20mg g™).

Primjenom ultrazvuka maksimalna kol¢ina ekstrahiranog klorofila-a je utvrdena u
razdoblju trajanja od 3-10 minuta (4,95 + 0,27 mg g™'), koja je znatno niZa u odnosu na koli¢inu

prinosa dobivenih ekstrakcijom pri sobnoj temperaturi uz vrtlozno mijeSanje(7,48 = 0,21 mg g™).

4.2 UTJECAJ KOMBINACIJE PARAMETARA NA PRINOS PIGMENATA

Promatraju¢i kombinirani utjecaj tehnike ekstrakcije 1 otapala mozemo primjetiti da je
upotrebom ultrazvucne kupelji 1 etanola koncentracija ekstrahiranih klorofila-a 1 karotenoida
statisti¢ki znac¢ajno manja (0,45 mg ¢! s.t. 1 0,05 mg g*' s.t.). Potpuno suprotan trend uo¢avamo
kod ekstrakcije klorofila-b ¢ija je koncentracija znacajno veéa (1,01 mg g s.t.) primjenom
ultrazvucne kupelji 1 etanola. Primjenom ekstrakcije pri sobnoj temperaturi uz kontinuirano
mijeSanje 1 ekstrakcije potpomognute magnetnom mjesalicom nema statisticki znacajne razlike
izmedu primjene etanola i metanola u ekstrakciji klorofila-a 1 karotenoida te je primjenom 80%
acetona postignuta najveca ekstrakcija navedenih pigmenata.

Ekstrakcijom pri sobnoj temperaturi uz kontinuirano mijesanje 1 magnetnom mjesalicom
rezultirale su najve¢om koncentracijom ekstrahiranih klorofila-a i karotenoida ukoliko je proces
ekstrakcije trajao 15 minuta. Primjenom tih istih tehnika ekstrakcije uocavamo da koli¢ina
ekstrahiranog klorofila—b ne ovisi o vremenu, odnosno nema statisticki znacajne razlike ukoliko
se ekstrakcija provodi 5, 10 ili 15 minuta. S druge strane, primjenom ultrazvuc¢ne kupelji vise
klorofila-b ekstrahirano je nakon 10 1 15 minuta trajanja ekstrakcije.

Kombinirani utjecaj vrste otapala i vremena trajanja ekstrakcije nije statisticki znacajan
parametar (p > 0,05) za ekstrakciju klorofila-a i ukupnih karotenoida. U ekstrakciji klorofila-b
mozemo uociti da je primjenom etanola postignuta bolja ekstrakcija nego primjenom metanola i
80% acetona neovisno o vremenu. Primjenom etanola statisticki najmanja koncentracija klorofila-
b postignuta je prilikom ekstrakcije u trajanju od 5 minuta, dok izmedu 10 1 15 minuta nema
statisticki znacajne razlike. Primjenom metanola 1 80% acetona koncentracija klorofila-b nije se

znacajno mijenjala promjenom vremena trajanja ekstrakcije.
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4.3 OPTIMALNI PARAMETRI EKSTRAKCIJE

Tablica 8. Optimalni parametri ekstrakcije klorofila-a, klorofila-b i karotenoida te njihove
predvidene i eksperimentalne vrijednosti

Optimalni parametri Predvidene  Eksperimentalne
Tehnika ekstrakcije Otapalo Vrijeme (min) (\r/rrllée;lrllzs: 1) \(/rrrlljge(;nlzsg
Klorofil —a  ultrazvucna kupelj  80% aceton 11 1,51 1,41
Klorofil — b  ultrazvuéna kupelj etanol 14 1,21 1,23
Karotenoidi  ultrazvucna kupelj  80% aceton 10 0,78 0,81

Optimalni parametri ekstrakcije koji ¢e rezultirati najve¢om koli¢inom ekstrahiranog
klorofila-a, klorofila-b i karotenoida prikazani su u Tablici 8. U svrhu optimizacije koriSten je alat
za predvidanje 1 profiliranje. Kao nezavisne varijable postavljenisu: tehnika ekstrakcije, vrsta
otapala 1 vrijeme trajanja ekstrakcije dok su kao zavisne varijable postavljene koncentracije
klorofila-a, klorofila-b i karotenoida.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom pokazala se kao optimalna tehnika ekstrakcije svih
istrazivanih pigmenta. Za ekstrakciju klorofila-a i karotenoida optimalno otapalo je 80% aceton,
dok je za ekstrakciju klorofila-b to etanol. Optimalno vrijeme ekstrakcije u ultrazvu¢noj kupelji je
10 min za karotenoide, 11 min za klorofil-a i 14 min za klorofil-b. Provodenjem ekstrakcije pri

navedenim parametrima dobivene su vrijednosti priblizno jednake predvidenima.
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5. ZAKLJUCAK



Na temelju provedenog istrazivanja i iznesenih rezultata moze se zakljuditi:

e ProsjeCne vrijednosti masenih udjela ekstrahiranih pigmenata iznose kako slijedi:
klorofila-a 0,99mg g s.t., klorofila-b 0,20 mg g'! s.t. i ukupnih karotenoida 0,44 mg g!
s.t.

e Najveci prosjecni maseni udjeli ekstrahiranog klorofila-a i ukupnih karotenoida postignuti
su ekstrakcijom vrtloznim mijeSanjem uz djelovanje cntrifugalne sile (1,09 mg g' s.t.
klorofila-a te 0,49 mg g'! s.t. ukupnih karotenoida) dok je najveca koncentracija klorofila-
b postignuta primjenom ekstrakcije pri sobnoj temperaturi uz kontinuirano mijesanje (0,45
mg g’ s.t).

e 80% aceton je u usporedbi s metanolom i etanolom bolje otapalo za ekstrakciju klorofila-
a 1 ukupnih karotenoida, dok je najveci prinos klorofila-b postignut upotrebom etanola.

e Maseni udjeli klorofila-a i ukupnih karoteinoida rastu s porastom vremena ekstrakcije te
su najve¢i nakon 15 minuta ekstrakcije. Maseni udjel ekstrahiranog klorofila-b ne mjenja
se znacajno nakon 10 minuta trajanja procesa ekstrakcije.

e Kao optimalna tehnika ekstrakcije svih istrazivanih pigmenta pokazala se ekstrakcija u
ultrazvucnoj kupelji. Za ekstrakciju klorofila-a i1 karotenoida optimalno otapalo je 80%
aceton, dok je za ekstrakciju klorofila-b to etanol. Optimalno vrijeme ekstrakcije u

ultrazvucnoj kupelji je 10 min za karotenoide, 11 min za klorofil-a i 14 min za klorofil-b.
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