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1. Uvod

Makroalge su morski organizmi poznati po svojoj bioloskoj i kemijskoj raznolikosti te po
bogatom sadrzaju bioaktivnih spojeva. Na temelju sastava pigmenata i kemijskog sastava, one
se dijele na tri skupine: smede (Ochrophyta), crvene (Rhodophyta) i zelene (Chlorophyta)
makroalge. Velik broj vrsta nastanjuje podrucja s ekstremnim okoliSnim uvjetima, a kojima se
prilagodavaju pomodu sinteze sekundarnih metabolita, prirodnih organskih spojeva u koje se
ubrajaju isparljivi organski spojevi, polinezasi¢ene masne kiseline, pigmenti i dr. Zahvaljujuci
navedenim bioaktivnim organskim spojevima i njihovoj potencijalnoj primjeni u nekoliko vrsta
industrija, makroalge postaju tema mnogih znanstvenih radova (Mahadevan, 2015; Agostini-

Costa i sur., 2012).

Pigmenti su klasificirani kao jedni od najvaznijih sekundarnih metabolita makroalgi te pokazuju
brojna bioaktivna svojstva zbog kojih se sve vie istrazuju. Stovise, danas se primjenjuju u
industriji kao bojila za hranu i antioksidansi, a postoje i dokazi o njihovim pozitivnim ucincima
na ljudsko zdravlje. Smede i crvene makroalge se odlikuju bogatim sadrzajem karotenoida,
dok je dominantan pigment zelenih makroalgi klorofil i njegovi derivati. Zelene makroalge su
skupina makroalgi koja je najmanje istrazivana, iako je dokazano da njihovi pigmenti posjeduju
razna bioaktivna svojstva (Dasgupta, 2015). Jedan od rodova zelenih makrolagi koji je vrlo
slabo istrazen je rod Codium kojemu pripada zelena makroalga Codium bursa. Jerkovic i sur.
(2019) su prvi okarakterizirali fitokemijski profil ove makroalge koristenjem nekoliko razli¢itih
tehnika ekstrakcije. Medutim, jedna od suvremenih tehnika ekstrakcija koju nisu koristili je
ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE), zelena metoda ekstrakcije koja se odlikuje
brojnim prednostima. Nadalje, za uspjesSnost samog procesa ekstrakcije krucijalna je
optimizacija procesnih parametara.

Opéenito, UAE jedna je od tehnika ekstrakcije koja je najmanje koristena za ekstrakciju
pigmenata iz makroalgi, iako se kroz rezultate brojnih znanstvenih istrazivanja pokazala
prikladnom za ekstrakciju pigmenata iz mikroalgi (Kim i sur., 2012; Plaza i sur., 2012). Iz tih
razloga nuzno je primijeniti UAE na $to viSe vrsta makroalgi. Osim toga, rezultati istraZivanja
koje su proveli Jerkovi¢ i sur. (2019) ukazali su na znacajan potencijal fitokemijskog profila
makroalge C. bursa, kako u znanstvenoistraZivackom, tako i u industrijskom smislu. Tijekom
diplomskog rada provedena je optimizacija UAE odredenih pigmenata zelene makroalge C.
bursa sto pridonosi boljem shvacanju njezinog fitokemijskog profila, a donosi i nova znanja u

podrucju optimiranja UAE kako zelenih, tako i makroalgi opcenito.

1



1. Uvod

Cilj ovog istraZivanja bila je optimizacija UAE liofilizirane zelene makroalge C. bursa kako bi se
procijenio utjecaj parametara ekstrakcije na prinos pigmenata. Prema Box-Behnkenovom
planu pokusa (BBD), ispitivani parametri ekstrakcije bili su temperatura (30,50 70 °C), vrijeme
ekstrakcije (15, 30 i 45 min) i omjer tekuce:kruto (10, 20 i 30 mL/g). Radi usporedbe rezultata,
provedena je i konvencionalna metoda ekstrakcije (mijesanje sa zagrijavanjem), a za obje
metode ekstrakcije je koristena smjesa otapala metanol:diklormetan (MeOH:DCM) (1:1, v/v).
Bududi da fukoksantin ima semipolarne karakteristike i atom kisika u svojoj strukturi, moZe se
otopiti u otapalima srednje polarnosti. Binarna otapala se takoder mogu koristiti za ekstrakciju
karotenoida te je u nekoliko istraZivanja za ekstrakciju koriStena smjesa otapala MeOH:DCM
(Aburai i sur., 2013; Soares i sur., 2016; Sugawara i sur., 2002). Uz to, Chen i sur. (1981) su
zakljucili da diklormetan moze zamijeniti kloroform u smjesi otapala s obzirom na to da je
manje toksican, a Soares i sur. (2016) su proveli istrazivanje u kojem su ispitivali stabilnost
luteina i B-karotena te su dokazali da su ekstrakti dobiveni pomo¢u MeOH:DCM stabilni u
periodu od 32 sata. U dobivenim ekstraktima spektrofotometrijski su odredene koncentracije
klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida, dok su koncentracije fukoksantina odredene
tekucinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC). Na temelju dobivenih rezultata

odredeni su optimalni parametri UAE uz koje se postize najvedi prinos navedenih pigmenata.
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2. Teorijski dio

2.1. Makroalge

Makroalge su viSestani¢ni vodeni fotosintetski autotrofni organizmi sli¢ni biljkama, samo bez
korijena, liS¢a i cvjetova, koji su nastali i razvijali se u vodenoj sredini te upravo ona predstavlja
staniste vecini vrsta makroalgi. Makroalge pripadaju eukariotima i carstvima Plantae i
Chromista te se vecina njih moZe pronadi u vodi na stjenovitim podrucjima (Cavalier-Smith,
2007). Razlikuju se po nekoliko svojstava kao Sto su pojava ili izostanak bica, struktura mitoze
i grada stanicne stijenke (Dobrinci¢ i sur., 2020).

Njihova rasprostanjenost, raznolikost i kemijski sastav ve¢inom su ograniceni zbog okolisnih
uvjeta, kao Sto su temperatura vode i koli¢ina dostupne svjetlosti. Ipak, makroalge Cesto
nastanjuju prostore s ekstremnim okolisnim uvjetima (npr. svjetlost, salinitet, temperatura) i
vecina njih zbog prilagodbe takvim okoliSnim uvjetima proizvodi razlicite sekundarne
metabolite. Sekundarni metaboliti su prirodni organski spojevi koji ne utjecu i neovisni su o
primarnom metabolizmu te se proizvode u posebnim stanicama (Agostini-Costa i sur., 2012).
U prirodne organske spojeve koje alge proizvode sekundarnim metabolizmom ubrajaju se
isparljivi organski spojevi, pigmenti (klorofili, karotenoidi), polinezasiéene masne kiseline te
drugi spojevi poput polifenola, vitamina, minerala i polisaharida (Mahadevan, 2015).
Makroalge su takoder potencijalni izvor nutrijenata zato S$to sadrie ugljikohidrate,
aminokiseline, polinezasicene masne kiseline, vlakna, polifenole, vitamine (A, C, B1, B2, B6 i
niacin) i minerale (jod, kalij, magnezij i kalcij) (Torres i sur., 2014). Navedeni spojevi su
strukturno raznoliki i pokazuju antifungalna, antibakterijska, antivirusna, citotoksicna,
insekticidna, antihelmintska, protuupalna, antioksidacijska, antitumorska i druga svojstva
(Thomas i Kim, 2011). U makroalgama je identificirano gotovo 3000 kemijskih spojeva sto
predstavlja gotovo 20 % kemijskih spojeva koji potjecu iz morskog ekosustava (Maschek i
Baker, 2008).

Na temelju pigmentacije talusa i kemijskog sastava, makroalge se mogu podijeliti u tri grupe:
smede (Phaeophyceae), crvene (Rhodophyceae) i zelene (Chlorophyceae) (Xu i sur., 2017).
Smede alge su najzastupljenija skupina algi u Jadranskom moru prema arealu koji pokrivaju,
medutim neke vrste su danas ugroZene. Najvaznije endemske vrste Jadranskog mora
pripadaju rodu Cystoseira koji je u Jadranu ekoloski najvazniji i najdominantniji (Slika 1.). Na
globalnoj razini postoji 1500 do 2000 vrsta smedih algi, a vecina ih je morska i duljine do 45

metara. PreteZito Zive na stjenovitim podlogama hladnijih voda te pripadaju najviSoj razini
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2. Teorijski dio

sloZenosti mediteranskih algi, a mogu dominirati u nekoliko zajednica zbog dostizanja visoke
vrijednosti biomase i imaju duzi Zivotni vijek. Iz tih razloga ih se smatra ,mediteranskim
kelpima“ (Mangialajo i sur., 2008). Jos neki poznati rodovi smedih algi u Jadranskom moru su
Padina i Taonia (Kranjac i sur., 2020), a poznatije vrste smedih makroalgi Jadranskog mora su
jadranski braci¢ (Fucus virsoides), Laminaria digitata, Dictyota dichotoma i Padina pavonica

(Boti¢, 2018).

o

Slika 1. Smeda alga Cystoseira (Matanic, 2018)

Opcenito, smede makroalge predstavljaju bogat izvor bioaktivnih molekula kao Sto su
polisaharidi, proteini, aminokiseline, masne kiseline, vitamini, minerali, prehrambena vlakna,
steroli, pigmenti, polifenoli i dr. (Zhao i sur., 2018). Sve viSe raste interes za polisaharidima
smedih algi, od kojih se izdvajaju laminarin, alginat i fukoidan jer su svoju primjenu pronasli u
razli¢itim industrijama. Navedeni polisaharidi smedih algi su sulfatirani, a fukoidan nije
prisutan ni u jednoj drugoj skupini morskih makroalgi (Chaminda-Lakmal i sur., 2015; Lim i
Wan-Aida, 2017). Polisaharidi morskih makroalgi se znatno razlikuju od onih u kopnenim
biljkama kao $to je primjerice Skrob. Od ostalih prisutnih komponenti u smedim makroalgama
mogu se izdvojiti pigmenti od kojih su najprisutniji karotenoidi s fukoksantinom kao
najzastupljenijim te pojedini klorofili. Nadalje, Heffernan i sur. (2014) provodili su istraZivanje
na dvije smede, jednoj zelenoj i jednoj crvenoj makroalgi, a rezultati su pokazali da smede
makroalge imaju najvedi sadrzaj polifenola zbog prisutnosti florotanina. Florotanini su prisutni
samo u smedim makroalgama, a posjeduju antioksidacijsku aktivnost i mnoge druge bioloski
korisne aktivnosti.

Najvecu primjenu u industriji imaju upravo smede makroalge zbog svoje ekoloske i ekonomske
vrijednosti te zauzimaju ¢ak 59 % od ukupne proizvodnje makroalgi. Najzastupljenije su u
prehrambenoj industriji, a Tablica 1. prikazuje primjenu njihovih osnovnih komponenti u
odredenim prehrambenim proizvodima (takoder i komponente koje se pojavljuju u crvenim

algama) (Wang i sur., 2015; Parapurath i sur., 2012).
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2. Teorijski dio

Tablica 1. Primjena polisaharida smedih makroalgi u prehrambenoj industriji (prilagodeno iz Sartal i sur., 2012)

Polisaharidi iz makroalgi Primjena

Zvakaéa guma bez okusa, aditiv za povecanje
alginat viskoznosti  proizvoda, emulgator, stabilizator

sladoleda, za nastajanje pivske pjene

Za geliranje, kao stabilizator ili sredstvo za

zgu$njavanje u mlije¢nim proizvodima, za bistrenje

karagenan

vocnih sokova te proizvodnju nemasnih mesnih

proizvoida

Stabilizator mlije¢nih proizvoda, zgusnjiva¢ nadjeva

za pite i sladolede, za bistrenje vina i pripremu
agar

nemasnih mesnih proizvoda, za sprjecavanje

kristalizacije

Crvene alge se obi¢no pojavljuju po stjenovitim obalama i grebenima te obitavaju do 230
metara dubine. Neki od industrijski vaznih rodova crvenih algi su Polysiphonia, Pterocladia,
Gelidiella, Palmaria, Asparagopsis, itd (Koleti¢, 2011; Stipanovi¢, 2020). Na Slici 2. prikazana

je invazivna crvena alga roda Asparagopsis.

Slika 2. Crvena alga Asparagopsis taxiformis (Stipanovi¢, 2020)

Crvene makroalge su najpoznatije po zastupljenosti i raznolikosti sekundarnih metabolita te
su s vise od 1500 identificiranih spojeva u tom pogledu bogatije od smedih i zelenih makroalgi.
Okarakterizirane su kao glavni proizvodaci halogeniranih spojeva (najvise s bromom i jodom).
Medutim, iako se crvene makroalge smatraju najveéim proizvodacima bioaktivnih spojeva,
smede alge su najvaznije za industriju (Kranjac i sur., 2020; Parapurath i sur., 2012).

Neki od najvaznijih polisaharida dobivenih iz crvenih makroalgi su karagenan i agar. Karagenan

ima tri razli¢ita kopolimera koji posjeduju razli¢ita svojstva, a agar je glavni dio stani¢ne stjenke
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crvenih makroalgi. Crvene makroalge takoder sintetiziraju velik broj aminokiselina nalik
mikosporinu (MAAs). Crvena boja ovih makroalgi potjece od pigmenta fikoeritrina koji je
karakteristican upravo za njih (Sartal i sur., 2012; Koleti¢, 2011; MCConnell i Fenical, 1977).
Nadalje, isparljivi organski spojevi vazni su u komunikaciji u morskom ekosustavu te ih alge
koriste kao feromone, inhibitore bakterija, zastitu od predatora, itd. Rod crvenih makroalgi
Polysiphonia proizvodi velike koli¢ine dimetil-sulfida (DMS) koji sluzi kao kemijski atraktant za
ribe, morske ptice, planktone i bakterije te je jedan od najvaznijih isparljivih organskih spojeva

opcenito (Slika 3.) (Kranjac i sur., 2020).

N
Slika 3. Dimetil-sulfid (Kranjac i sur., 2020)

Crvene alge se najviSe koriste u farmaceutskoj industriji kao sastavni dio antioksidacijskih,
antikancerogenih, antivirusnih, antimikrobnih, neuroprotektivnih, antialergenskih,
hipoglikemijskih i hepatoprotektivnih proizvoda (Carreto i Carignan, 2011).

Zelene makroalge se mogu pronaci Sirom morskog stanista Jadrana, ali i na vlaznim stanistima
u blizini mora te su usprkos svojoj slicnosti s kopnenim biljkama najslabije istraZzena skupina
algi. One su velika skupina s raznolikim morfoloskim oblicima, od kojih su u Jadranu
najpoznatije; Cladophora glomerata, Caulerpa sp., Acetabularia mediterranea, Ulva sp., itd.
Jos neki vazniji rodovi su primjerice Flabellia, Codium i Enteromorpha (Slika 4.) (Kiridzija, 2017;

Boti¢, 2018; Kranjac i sur., 2020).

Slika 4. Zelene makroalge (Boti¢, 2018)

Odlikuju se visokim udjelom proteina (preko 20 %), a neke vrste sadrie i visoku
koncentracijuvitamina i minerala, dok su im pri¢uvne tvari kapljice ulja i Skrob (Boti¢, 2018).
Zelene makroalge su prilicno kemijski bogate u pogledu isparljivih organskih spojeva. DMS je

identificiran kao glavni spoj u vrSnim parama algi roda Codium, a velike koli¢ine proizvode i
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rodovi Ulva i Enteromorpha. DMS je odgovoran za nepoZeljan miris algi, a njegova prisutnost
takoder ukazuje na ulogu algi u kruzenju sumpora u prirodi. U vrSnim parama alge C. bursa
identificirani su i nizi alifatski alkoholi kao i nekoliko alifatskih aldehida (Slika 5.). Zelene alge
se u nekim pogledima prilicno razlikuju od crvenih i smedih. Primjerice, dok su najzastupljenije
nezasicene masne kiseline u crvenim i smedim makroalgama eikosapentaenska kiselina (w-3)
i arahidonska kiselina (w-6), zelene makroalge veéinom sadrze linolnu (w-6) kiselinu i a-

linolensku (w-3) kiselinu (Kranjac i sur., 2020; Pereira i sur., 2012).

a) OH ) ¢
H (ﬁ

AN \/\/\/\/C\ H

Slika 5. a) Alifatski alkohol oktan-1-ol, b) Alifatski alkohol okt-1-en-3-ol, c) Alifatski aldehid nonanal
(prilagodeno iz Kranjac i sur., 2020)

lako zelene alge imaju najslabiju industrijsku primjenu s obzirom da zauzimaju samo 1 %
sveukupne proizvodnje makroalgi, pronasle su znacajniju primjenu u kozmetickoj industriji jer
se u posljednje vrijeme pojavio interes za ekoloskim kozmetickim proizvodima koji imaju
farmaceutsko (medicinsko) djelovanje. Makroalge se upotrebljavaju u kozmetickoj industriji
zbog sadrzaja proteina, polisaharida, pigmenata i polifenola, ali i kao stabilizatori i emulgatori.
Koriste se u proizvodima za zastitu od suncevog zraCenja zato Sto sintetiziraju spojeve
(polifenoli, karotenoidi, MAAs) za zastitu od slobodnih radikala. Navedeni spojevi mogu
apsorbirati Stetno ultraljubicasto zracenje i na taj nacin zastititi kozu od starenja. Proteini i
aminokiseline iz makroalgi koriste se i u proizvodima koji usporavaju starenje koZe zbog
stimulacije proizvodnje kolagena i antioksidativnog djelovanja, a polisaharidi i oligosaharidi se
zbog svoje sposobnosti zadrZzavanja vode koriste u proizvodnji hidratacijskih proizvoda

(Agatonovic¢-Kustrin i Morton, 2013).
2.2. Zelena makroalga Codium bursa

Rod Codium pripada porodici Codiaceae, redu Bryopsidales i razredu Chlorophyta i sadrzi 144
taksonomski prihvacene vrste rasprostranjene u skoro svim morskim vodama na svijetu. Talus
je kod svih vrsta spuzvast te raste priljubljen uz stijene, a veli¢ina mu variraod 1 cm do 10 m
(Guiry i Guriy, 2021). Jerkovi¢ i sur. (2019) navode kako je bioloska aktivnost roda Codium
najmanje istrazena od svih zelenih makroalgi, pri ¢emu je invazivna alga Codium fragile

privukla najviSe pozornosti zbog moguénosti primjene u biomedicinske svrhe. Rod Codium ima
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specifitna organolepticka svojstva i sastav te se zbog toga cijeni u gurmanskoj kuhinji i
kozmetickoj industriji gdje se prvenstveno primjenjuje u proizvodima za zastitu koZe (Rey i
sur., 2020). Rezultati analize pomocu plinske kromatografije sa spektrometrijom masa (GC-
MS) koje su dobili Nazarudin i sur. (2021) pokazuju da rod Codium prvenstveno sadrZzi masne
kiseline, nakon kojih slijede ugljikovodici, steroli i ketoni i na kraju u vrlo malim
koncentracijama esteri masnih kiselina.

C. bursa je zelena makroalga koja pripada porodici Codiaceae i koljenu Chlorophyta te
preteZito nastanjuje podrucja umjerene i suptropske klime. Karakterizira ju debeli, gusti talus
veli¢ine u rasponu od nekoliko milimetara do 40 cm promjera iz razloga Sto su stanicne stijenke
stanica takoder debele pa sama alga poprima oblik balona (Slika 7.). Ima skromne nutritivne
zahtjeve zato Sto ima sposobnost minimizirati gubitak nutrijenata zahvaljujuéi debeloj
stanicnoj stjenci. Ona je takoder jedna od najsporije rastucih algi na svijetu zbog niske

respiracije i fotosinteze (Guiry i Guriy, 2021; Geertz-Hansen i sur., 1994; Jerkovi¢ i sur., 2019).

Slika 6%. a) C. bursa u moru, b) Kolonije C. bursa u moru, c) Izronjene kolonije C. bursa, d) Liofilizirana C. bursa
(izvor: ronilac Donat Petricioli, dr.sc. Ana-Marija Ciko3)

Jerkovi¢ i sur. (2019) proveli su ekstrakciju isparljivih organskih spojeva pomocu tri metode
ekstrakcije te ih identificirali pomocu dvije analiticke metode. Koristene metode ekstrakcije
bile su mikroekstrakcija vrsnih para na krutoj fazi, hidrodestilacija (HD) i superkriticna CO>

ekstrakcija (ESCO»), a koristene analiticke metode bile su plinska kromatografija s plameno-
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ionizacijskim detektorom i GC-MS. Rezultati su prvenstveno pokazali da je sastav isparljivih
spojeva znacajno varirao ovisno o primijenjoj metodi ekstrakcije te o prirodi uzorka jer je
ekstrakcija provodena na svjeZoj i osusenoj algi. Primjerice, dominantni isparljivi spoj svjeze C.
bursa bio je DMS, dok je u suSenoj C. bursa isti spoj bio prisutan u znacajno nizim
koncentracijama. (E)-fitol iz osusene alge dobiven je pomoc¢u HD i ESCO; kao jedan od
dominantnih spojeva, §to je najvjerojatnije uzrokovano degradacijom klorofila. S druge strane,
izolat dobiven pomoc¢u HD iz svjeZe alge bio je bogat alifatskim ugljikovodicima poput
heptadekana, najvjerojatnije zbog gubitka DMS. Nadalje, prisutnost loliloida utvrdena je samo
u superkritichom CO; ekstraktu. Dakle, za dobivanje potpunog kemijskog profila isparljivih i
poluisparljivih organskih spojeva alge C. bursa preporucuje se primjena razli¢itih metoda
ekstrakcije buduci da bi rezultati analize jedne metode prikazali nepotpuni kemijski profil
isparljivih spojeva. Nadalje, C. bursa bogatija je nezasi¢enim masnim kiselinama u odnosu na
zasicene. Kao glavna masna kiselina dobivena je oleinska, a zatim palmitinska, linoleinska i
stearinska masna kiselina.

Osim isparljivih spojeva i masnih kiselina alge C. bursa, Jerkovi¢ i sur. (2019) ispitali su i njezinu
antifungalnu aktivnost. Antifungalna aktivnost ekstrakata ovisila je o koristenom otapalu, pa
je tako vodeni ekstrakt pokazao bolju antifungalnu aktivnost protiv plijesni roda Fusarium, a
dimetil-sulfoksid ekstrakt protiv vrsta Penicillium expansum, Aspergillus flavus i roda Rhizopus.
S druge strane, neki su ekstrakti stimulirali rast odredenih navedenih vrsta plijesni. Zaklju¢no,

ekstrakti C. bursa pokazali su dobru antifungalnu aktivnost, pogotovo protiv P. expansum.

Dakle, kemijski profil C. bursa okarakteriziran je u pogledu isparljivih organskih spojeva,
masnih kiselina i antifungalne aktivnosti te ima potencijala za buduca istraZivanja i primjenu u
industriji. S druge strane, sastav pigmenata alge nije posebno zastupljen u dosadasnjim

znanstvenim istraZivanjima.
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2.3. Pigmenti u zelenim algama

S obzirom na to da su pigmenti jedni od prirodnih organskih spojeva koje alge sintetiziraju
pomocu sekundarnog metabolizma, oni imaju ulogu zastite same alge od stresnih okolisnih
uvjeta. Pri tome se prvenstveno misli na klorofile i karotenoide koji su takoder pokazali da
imaju antikancerogena, antibakterijska i antioksidacijska svojstva. Zbog toga su pigmenti jedni
od najvrijednijih sekundarnih metabolita algi te imaju vainu ulogu u prehrambenoj,
kozmetickoj i farmaceutskoj industriji. Glavni prirodni pigmenti detektirani u makroalgama su
karotenoidi, klorofili i fikobiliproteini. Smede makroalge se odlikuju visokim koncentracijama
karotenoida (prvenstveno fukoksantin), crvene sadrze najvise fikobiliproteina, a zelene su
najpoznatije po visokim koncentracijama klorofila (Martins i sur., 1999; Karpinski i Adamczak,
2019).

S obzirom na to da su zelene makroalge skupina koja je najsli¢nija viSim biljkama, njihov profil
pigmenata je najsli¢niji onome u visih biljaka. Kada se pogledaju istrazivanja provedena na
zelenim makroalgama, jasno je da su klorofil i njegovi derivati glavni pigmenti koji se pojavljuju
u zelenim makroalgama i odgovorni su za njihovu boju. Klorofil a je glavni pigment odgovoran
za fotosintezu i hvatanje sunceve energije na nacin da ju apsorbira u vidljivom dijelu spektra
od narancastog do crvenog i od ljubicastog do plavog dijela spektra te se nakon toga ta
apsorbirana sunceva energija koristi za ostale reakcije fotosinteze. Klorofili b, ¢ i d su pomocni
pigmenti koji apsorbiraju sunéevu energiju te ju prenose do primarnog klorofila a (Kuczynska
i sur., 2015).

Provodenjem analize pigmenata u zelenim makroalgama najzastupljeniji su klorofili koji su
odgovorni za njihovu zelenu boju. Ako se pigmenti analiziraju spektrofotometrijski, klorofili su
izrazeni kao ukupne koncentracije klorofila a i klorofila b, a postoje i analize provedene
pomoc¢u HPLC metode ili masene spektrometrije (Hegazi i sur., 1998).

Ostali pigmenti zelenih makroalgi su B-karoten, lutein, violaksantin, anteraksantin, zeaksantin
i neoksantin, a koji pripadaju karotenoidima. Karotenoidi su pomoc¢ni pigmenti jer takoder
sluZe za prenosenje sunceve energije do klorofila a. Budud¢i da su klorofili iznimno osjetljivi na
svjetlost, u makroalgama su prisutni i njihovi derivati od kojih je najzastupljeniji feofitin. B-
karoten pripada skupini karotena, a lutein i ostali skupini ksantofila. Obje skupine karotenoida
Stite stanice makroalgi od fotooksidacijskih ostecenja (Martins i sur., 1999; Zhang i sur., 2020).

Slika 6. prikazuje kemijske strukture klorofila a i b te karotenoida.
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Klorofil a: R = Me
Klorofil 5: R = CHO

Slika 76. Kemijska struktura: a) klorofila a i b; b) B-karotena (Sumanta i sur., 2014)

Prilikom ekstrakcije klorofila iz zelenih makroalgi pokazalo se da je najpovoljnije koristiti
polarna otapala poput acetona, metanola i etanola zato Sto imaju sposobnost otapanja
stani¢ne stjenke alge pri cemu dolazi do otpustanja ciljanih komponenti koje se Zele
ekstrahirati (Martins i sur., 2021b). Medutim, Martins i sur. (2021a) su u drugom istrazivanju
pokazali da je najvece iskoriStenje ostvareno prilikom koriStenja ionskih tekucina kao otapala
kod ekstrakcije klorofila. Pri tome se pokazalo da je primjena ionskih tekucina i jeftinija te da
su ekstrakti duZe stabilni. Takoder, koristenje UAE pokazalo se boljim od ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima zbog manjih oscilacija temperature i manje mogucénosti
degradacije komponenti algi.

lako bioaktivnost pigmenata ekstrahiranih iz zelenih makroalgi nije detaljno istraZivana,
poznata je bioaktivnost feofitina a, feoforbida a i klorofila a. Klorofil a se ¢esto degradira u
feofitin, pirofeofotin i feoforbid, ponekad i tijekom ekstrakcije, a svi dobiveni derivati imaju
antioksidacijske, antimutagene, protuupalne i druge aktivnosti. Bioaktivnost pigmenata, a i
opcenito njihova koncentracija ovisi uvelike o vrsti makroalge te o okolisnim uvjetima (Okai i
Higashi-Okai, 1997). Tablica 2. prikazuje pigmente ekstrahirane iz razli¢itih vrsta zelenih

makroalgi te njihovu bioaktivnost.
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Tablica 2. Pregled odabranih znanstvenih istraZivanja ekstrakcije pigmenata iz zelenih makroalgi u 2021. godini

Dobivene

Vrsta pigmenti Tehnika Uvjeti koncentracije Analiticka Bioaktivnost Literaturna
makroalge 8! ekstrakcije ekstrakcije detektiranih metoda referenca
pigmenata
Tekucinska
kromatografija
ultra visoke
. - djelot t
. Feoforbid a, Ekstrakcija Jelotvornos ‘. .
Gecitiin fukoksantin, na évrstoj szl B Gl s Antioksidacijska ReliEr D
adhaerens - ! . ) MeOH:DCM ionizacijskom I sur., 2021
feofitin a fazi
masenom
spektroskopijo
m visoke
rezolucije
Klorofil a: 1,4-
Ulva Klorofil a, 16 mg/g;

. Y - 80 % Klorofil b: X .
fasciata, klorofil b, Ekstrakcija metanol. 10 1.06 me/e; UV-Vis R Gabal i sur.,
Ulva ukupni kruto:tekuce min/ .uku iig, spektroskopija 2021

compressa karotenoidi P -
karotenoidi:
0.45 mg/g
Caulerpa
taxifolia, Klorofil a,
Ulva rigida, klorofil b, B- .
o Yalgin i sur.,
Caulerpa karoten, UAE Aceton HPLC Antioksidacijska 2021
racemosa, violaksantin,
Codium sifonaksantin
fragile
Vodene
. otopine
Ulva rigida, y Turbulentno ionskih UV-Vis Martins i
Ulva Klorofil L . - -
. mijeSanje tekucina, spektroskopija sur., 2021a
armoricana
etanol, 20-
25°C

lako razliCite vrste zelenih makroalgi imaju pojedine sli¢nosti u sastavu pigmenata, ne postoji
jedinstveni profil pigmenata koji se moZe primijeniti na svaku vrstu. Da bi se prilikom
ekstrakcije postigle visoke koncentracije pigmenata u ekstraktima, smanjila degradacija
pigmenata i smanjili troskovi proizvodnje, nuzno je provesti optimizaciju procesa ekstrakcije,

a za primjenu u samoj industriji potrebno je istraZiti mehanizme njihove bioaktivnosti.

2.4. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE)

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom temelji se na koristenju ultrazvuénih valova
frekvencije od 20-100 kHz. Kao i kod zvuka, ultrazvuéni valovi se postizu serijom kompresije i
razrjedivanja valova u mediju kroz koji prolaze. Kako se zvuéni val Siri kroz tekuéi medij, tako
se stvaraju longitudinalni valovi koji dovode do izmjenjivanja kontrakcije i ekspanzije, odnosno
stvaranja ekspanzivnih vrtloga. Male koli¢ine plina iz medija ulaze u nastale mjehurice tijekom
faze ekspanzije, no ne izlaze u potpunosti iz faze kompresije, Sto dovodi do rasta mjehuriéa i
na kraju do pucanja (kavitacija). Pucanjem mjehuri¢a, odnosno dostizanjem kompresijskog

kruga se proizvodi energija koja djeluje na stani¢nu stjenku materijala koji je podvrgnut
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ekstrakciji. Kavitacija djeluje na stani¢nu stjenku tako da ju mehanicki ostecuje, ¢ime se
olaksava pristup otapala staniénom sadrzaju i poboljSava prijenos mase. Primjena visokog
tlaka i temperature dodatno razara stijenke stanica matriksa materijala i omogucava

ispustanje njezinog sadrZaja u otapalo (Drmic i Rezek Jambrak, 2010; Patist i Bates, 2008).

Aparatura potrebna za provodenje ove tehnike ekstrakcije je teku¢i medij, generator energije
i transduktor koji pretvara elektricnu, magnetnu ili kineticku energiju u akusti¢nu. UAE se
moze provoditi u ultrazvucnoj kupelji ili pomocu ultrazvucéne sonde (Slika 8.) koja daje bolje
rezultate zbog manjih gubitaka i ujednacenije distribucije energije. Prednosti ove metode su
povecan prijenos tvari, smanjenje vremena ekstracije, provodenje na relativno niskim
temperaturama, jeftina oprema u odnosu na ostale suvremene tehnike ekstrakcije, manja
potrosnja otapala i energije, veci prinos ekstrakcije, itd. Nedostaci su da se prilikom izdvajanja
nekih komponenti (primjerice fikobiliproteina) UAE mora kombinirati s konvencionalnim
tehnikama ekstrakcije, moguc¢ je nastanak degradacijskih produkata i slobodnih radikala te
ogranicenost fenomena kavitacije na reaktore manjih dimenzija (problemi sa ,scale-up”)

(Muiji¢ i Joki¢, 2018; Cravotto i sur., 2018).

spremnik od
nehrdajuceg
Lelika

generator —
ultrazvuka | asmral

transdulktor

Slika 8. Shematski prikaz ultrazvucne kupelji i ultrazvucne sonde (Pavli¢, 2017)

Na UAE utjece nekoliko procesnih parametara: vrsta ultrazvuc¢nog reaktora, frekvencija i snaga
ultrazvuénog zracenja, temperatura i vrijeme ekstrakcije, karakteristike uzorka i odabranog
otapala. Povecanjem snage ultrazvucnog zracenja povecava se intenzitet mijesanja, ali i
degradacija odredenih komponenti, a smanjenjem frekvencije ultrazvuka raste prinos
procesa. Temperaturu je potrebno optimirati s ciliem dobivanja maksimalnog prinosa Zeljenih
komponenti, a ne ukupnog prinosa ekstrakcije jer povisena temperatura opcenito dovodi do
veceg prinosa (povecéane interakcije izmedu uzorka i otapala, povecana difuzivnost otapala),
ali moze dovesti i do degradacije termolabilnih komponenti. DuZe vrijeme ekstrakcije takoder

moze dovesti do veceg prinosa ekstrakcije, alii do odredenih kemijskih promjena u materijalu.
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Karakteristike uzorka koje najvise utjecu na ekstrakciju su veli¢ina Cestica i omjer tekuce:kruto.
Odabir otapala je jedan od osnovnih procesnih parametara koji utje¢u na proces ultrazvucne
ekstrakcije, a vazne fizikalne karakteristike otapala koje se trebaju uzeti u obzir su viskoznost,

povrsinska napetost, tlak para iznad otapala i dielektri¢na konstanta (Pavli¢, 2017).

Dostupni rezultati prikazani u Tablici 3. pokazuju da su se dosad ovom metodom iz makroalgi

vec¢inom ekstrahirali polifenoli i antioksidansi.

Tablica 3. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom bioaktivnih spojeva iz morskih makroalgi i njihova
bioaktivnost

Ultrazvucna

oprema; Masa
Vrsta Volumen Temp. Vrijeme Bioaktivni Literaturna
Frekvencija uzorka Bioaktivnost
makroalgi otapala [mL] [cl [min] spojevi referenca
[kHz]; Snaga [g]
(wi]

Ultrazvucna

Ascophyllum
sonda; 200 (destilirana
nodosum, Polifenoli, Kadam i
10 voda i 0,03 M - 15 Antioksidacijska
Laminaria 20; laminarin sur., 2015
HCl)
hyperborea
Z& 750
Ultrazvucna
kupelj; 100 (voda; 50 %
Leeisur.,
Ecklonia cava 1 metanol; 100 % 30 360i720 Polifenoli Antioksidacijska
40; 2013
metanol)
200
Sargassum )
) Ultrazvuéna Ukupni o
muticum, Antioksidacijska
kupelj; polifenoli,
Osmandea 50 (deionizirana , prebioticka, Rodrigues i
2 50 60 antioksidansi,
pinnatifida, 50/60; voda) inhibicija a- sur., 2015
prebioticki
Codium glukozidaze
400 spojevi
tomentosum
Ultrazvuéna
kupelj; Fenolni
Laurencia 10-30 (95 % Topuzi
1 30-50 30-60 spojevi, Antioksidacijska
obtuse 40; etanol) sur., 2016

antioksidansi
250
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Zadatak rada

Cilj ovog rada je provesti ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom (UAE) pigmenata iz zelene
makroalge C. bursa u svrhu optimiranja parametara ekstrakcije. Promatrani parametri
ekstrakcije su temperatura (30, 50 70 °C), vrijeme (15, 30 i 45 min) i omjer tekuée:kruto (10,
20, 30 mL/g) te su optimirani tijekom 17 pokusa provedenih na osnovu eksperimentalnih
podataka metode odzivnih povrSina, primjenom Box-Behnkenovog plana pokusa. Za
usporedbu rezultata je provedena i konvencionalna metoda ekstrakcije (mijeSanje sa
zagrijavanjem), a za obje metode ekstrakcije je koristena smjesa otapala MeOH:DCM (1:1,
v/v). Identifikacija i kvantifikacija fukoksantina u dobivenim ekstraktima je provedena pomodu
HPLC metode, dok je identifikacija i kvantifikacija klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida

provedena pomocu spektrofotometrijske metode analize.
3.2. Materijali
Kemikalije

e HPLC standard za fukoksantin (Cistoce = 97 %) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA)
e Otapala (metanol, diklormetan), HPLC Cistoce (J.T. Baker, New Jersey, PA, USA)

e Ostale kemikalije analiticke Cistoce

Uzorak zelene makroalge

e C. bursa je izronjena u srediSnjem dijelu Jadranskog mora na poluotoku Rtina (Paska

vrata; 44°19°14"'N; 15°55°42"'E), u veljaci 2020. (Slika 9.)

Slika 9. a) Liofilizirana C. bursa, b) Svjeza C. bursa [(izvor: dr. Ana-Marija Ciko§)\

18



3. Eksperimentalni dio

3.3. Metode

3.3.1. Priprema uzorka makroalge
Nakon prikupljanja uzorka morske makroalge, uzorak je smjesten u nepropusnu plasti¢nu
vrecicu koja je sadrzavala okolnu morsku vodu i odmah je transportirana u laboratorij.
Makroalga je liofilizirana prije provedbe procesa ekstrakcije. Uzorak je opran tri puta u
demineraliziranoj vodi te izrezan na manje komadice. Komadi¢i makroalge su nakon toga
zamrznuti na -20 °C tijekom 24 sata. Plitice sa uzorcima stavljene su u laboratorijski liofilizator
(Martin Christ, Alpha 2-4 LSC Plus, Osterode am Harz, Njemacka) pod visokim vakuumom (0,5-
1,81 hPa) na 96 sati s primarnom temperaturom liofilizacije od -20 °Ci 20 °C kao sekundarnom
temperaturom liofilizacije. Liofilizirani uzorci alge C. bursa koristeni su za odredivanje sadrzaja

fukoksantina, klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida.
3.3.2 Konvencionalna tehnika ekstrakcije

Za usporedbu ucinkovitosti procesa ekstrakcije fukoksantina, konvencionalna ekstrakcija
provedena je pri temperaturi od 50 °C tijekom 30 minuta te s omjerom tekuce:kruto 20 mL/g
na magnetskoj mijesalici sa zagrijavanjem. Za provedbu ekstrakcije je koristena smjesa otapala
MeOH:DCM (1:1, v/v). Ekstrakti su zatim filtrirani kroz filter papir, podvrgnuti uparavanju u
vakuum koncentratoru SpeedVac SPD1030 (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA)

(Slika 10.) kako bi se uklonilo otapalo te skladisteni pri temperaturi od 4 °C do analize.

Slika 10. Vakuum upariva¢ SpeedVac SPD1030, ThermoFisher Scientific (Katalog opreme Prehrambeno-
tehnoloskog fakulteta Osijek, 2021)




3. Eksperimentalni dio

3.3.3. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE)

Optimizacija UAE provedena je sa smjesom otapala MeOH:DCM (1:1, v/v). UAE je provedena
pri razlic¢itim temperaturama (30, 50 i 70 °C) tijekom razli¢itog vremena (15, 30 i 45 min) i pri
razli¢itim omjerima tekude:kruto (10, 20 i 30 mL/g). Svi eksperimenti provedeni su u

ultrazvuénoj kupelji (EIma, Elmasonic P 70 H, 37 kHz, 50 W) (Slika 11.).

Slika 11. Ultrazvucna kupelj ELMA, Elmasonic P 120 H (Katalog opreme Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta
Osijek, 2021)
Dobiveni ekstrakti (Slika 12.) su zatim filtrirani kroz filter papir, podvrgnuti uparavanju u
vakuum koncentratoru SpeedVac SPD1030 (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA)
kako bi se uklonilo otapalo te skladisteni pri temperaturi od 4 °C. Prema poglavlju 3.2.6.
Optimiranje procesa ekstrakcije primjenom metode odzivnih povrsina, po BBD provedeno je

17 eksperimenata na makroalgi C. bursa.

Slika 12. UAE ekstrakti makroalge C. bursa (izvor: autor)
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3. Eksperimentalni dio

3.3.4. Identifikacija i kvantifikacija pigmenata u dobivenim ekstraktima

primjenom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC)

Prema modificiranoj metodi autora Castro-Puyana i sur. (2017), separacija, identifikacija i
kvantifikacija fukoksantina u dobivenim ekstraktima provedene su pomodéu HPLC sustava
Agilent 1260 Infinity Il (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka) opremljenog kvarternom
pumpom (G7111B), grijacem kolone (G7116A), uredajem za automatsko injektiranje
(G7129A), detektorom s nizom dioda (PDA detektor, G7115A) i sakupljacem frakcija (G1364E)
(Slika 13.). Metanol:izopropanol:voda (90:7:3, v/v/v) (A) i metanol:izopropanol (10:90, v/v) (B)
koristeni su kao mobilne faze prema gradijentu: 0 min, 100 % A, 0 % B; 50 min, 0 % A, 100 %
B; 60 min, 100 % A, 0 % B. Brzina protoka bila je sljedeca: 0-50 min, 0,6-0,8 mL/min; 50-60
min, 0,8 mL/min, injektirani volumen iznosio je 30 uL, a detekcija je provedena pri 450 nm
(zabiljezeni spektar od 350 nm do 660 nm). Koristena je kolona obrnute faze YMC-C30 (250
mm x 4.6 mm id, 5 um veli¢ine Cestica, YMC Europe, Schernbeck, Njemacka). Za identifikaciju
fukoksantina u ekstraktima koristena je usporedba retencijskih vremena i spektara odvojenih
pikova sa standardom. Kvantifikcija je provedena pomocu metode vanjskog standarda. Za
kalibracijsku krivulju su pripremljene standardne otopine fukoksantina (linearnosti

R?=0,99970) pomocu prikladnog razrjedenja radne otopine u acetonu.

Slika 13. HPLC sustav Agilent 1260 Infinity Il (Katalog opreme Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta Osijek, 2021)
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3. Eksperimentalni dio

3.3.5. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupne koncentracije klorofila

a, klorofila b i karotenoida
Dobiveni UAE ekstrakti makroalge C. bursa podvrgnuti su uparavanju u vakuum koncentratoru
SpeedVac SPD1030 (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA) i razrijedeni u metanolu do
koncentracije od 10 mg/mL. Uzorci su potom filtrirani kroz PTFE filter s porama veli¢ine 0,20
um direktno u kivete za spektrofotometrijsko mjerenje (Slika 14.) na Boeco S-220 UV/VIS
spektrofotometru (Hamburg, Njemacka) (Slika 15.). Apsorbancije su mjerene pri valnim
duljinama od 665,2 nm (maksimalna apsorbancija za klorofil a), 652,4 nm (maksimalna
apsorbancija za klorofil b) i 470 nm (maksimalna apsorbancija za karotenoide). Ukupne
koncentracije klorofila a, klorofila b i karotenoida su izracunate prema jednadzbama (1-3)
preuzetima iz Lichtenhaler i Buschmann (2001). Koli¢ine pigmenata su izrazene kao mg/g

suhog ekstrakta.

Cq = 16,82 X Aggsr — 9,28 X Agsz.4 (1)
cp = 36,92 X Agsz 4 — 16,54 X Ages 2 (2)
1000 X Ay79 — 1,91 X ¢, — 95,15 X ¢} (3)

Clx+c) = 225

Slika 14. UAE ekstrakti makroalge C. bursa u kivetama za spektrofotometrijsko mjerenje (izvor:autor)
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3. Eksperimentalni dio

Slika 15. UV/VIS spektrofotometar Boeco S-220 (Katalog opreme Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta Osijek,
2021)

3.3.6. Optimiranje procesa ekstrakcije primjenom metode odzivnih
povrsina

Za statisticku analizu i dizajn eksperimenta koriSten je komercijalni softwer Design Expert®
(Ver. 9, Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, USA). Nadalje, za odredivanje optimalnih UAE
parametara primijenjen je BBD, prema radu autora Bas i Boyaci (2007). UAE parametri,
temperatura (X1), vrijeme (X2) i omjer tekuce:kruto (X3) bile su ispitivane nezavisne varijable
kako bi se odredio utjecaj na odziv (sadrzaj fukoksantina) te kako bi se optimirao proces
ekstrakcije s ciljem dobivanja maksimalne koncentracije fukoksantina u ekstraktima. BBD je
ukljucivao 17 eksperimenata, od kojih su 5 Cinile centralne tocke za provjeru reproducibilnosti
i stabilnosti rezultata pri sljede¢im uvjetima: 50 °C, 30 min i 20 mL/g. Eksperimenti izvedeni

pomocu BBD prikazani su u Tablici 4.
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3. Eksperimentalni dio

Tablica 4. BBD plan pokusa za provodenje UAE

Broj eksperimenta Temperatura (°C) Vrijeme (min) Omijer tekuée:kruto (mL/g)
1 50 30 20
2 30 45 20
3 30 30 10
4 50 30 20
5 70 45 20
6 50 45 30
7 30 30 30
8 50 45 10
9 70 30 10
10 70 30 30
11 50 15 30
12 70 15 20
13 50 30 20
14 50 15 10
15 50 30 20
16 50 30 20
17 30 15 20
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4. Rezultati i rasprava

Osim odredivanja potencijala UAE za ekstrakciju klorofila a, klorofila b, ukupnih karotenoida
te fukoksantina iz zelene makroalge C. bursa, cilj ovog istrazivanja bio je i procijeniti utjecaje
najvaznijihn UAE parametara na koncentracije Zeljenih pigmenata i optimirati proces

ekstrakcije.

4.1. UAE fukoksantina iz makroalge C. bursa

Primjenom BBD, UAE je primijenjena pri razliCitim temperaturama (30, 50 i 70 °C), vremenima
(15, 30 45 min) i omjerima tekuce:kruto (10, 20 i 30 mL/g) $to je rezultiralo sa 17 kombinacija
ovih varijabli s ponavljanjima u centralnoj tocki. Fukoksantin je u dobivenim ekstraktima

odreden i kvantificiran pomoc¢u HPLC-a te su rezultati prikazani u Tablici 6.

Prema dobivenim rezultatima, makroalga C. bursa nije sadrzavala znacajno visoke
koncentracije fukoksantina; koncentracije su varirale izmedu 0,07 i 0,43 mg/g suhog ekstrakta.
Uzrok tomu su klorofili koji su prisutni u znatno veéim koncentracijama i samim time daju algi
zelenu boju te na taj nacin ,,maskiraju” prisutnost fukoksantina (Hegazi i sur., 1998.). Takoder,
razlike u sadrzaju fukoksantina mogu biti uzrokovane sezonskim promjenama, geografskoj
lokaciji, izloZenosti svjetlosti i nutrijentima te metodom ekstrakcije i koriStenim otapalom

(Terasaki i sur., 2017; Nunes i sur., 2019).
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 6. Koncentracije fukoksantina u ekstraktima makroalge C. bursa dobivenih pomocu UAE (koristenjem

Broj eksperimenta

10

11

12

13

14

15

16

17

BBD)

bursa)

0,33

0,09

0,18

0,07

0,11

0,10

0,43

Fukoksantin (mg/g suhog ekstrakta makroalge C.

Pregled utjecaja procesnih parametara UAE na sadriaj fukoksantina prikazan je u Tablici 7.

Linearni ¢lanovi temperature (X:1) i omjera tekuce:kruto (X3), kao i kvadratni ¢lan omjera

tekuce:kruto (X3%) pokazali su zna&ajan utjecaj (p<0,05) na sadrzaj fukoksantina, dok su linearni
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4. Rezultati i rasprava

¢lan vremena (Xz) i kvadratni ¢lan vremena (X2?) pokazali statisticki visoko zna&ajan utjecaj

(p<0,0001).

lzvor

varijabilnosti

Model

X1

X3

Xi?

X3?

X1X2
X1X3

X2 X3
Ostatak

Nedostatak

modela
Pogreska
Ukupni

RZ

Suma
kvadratnih

odstupanja

0,20

0,037

0,056

0,018

0,004441

0,059

0,012

0,001417

0,0006941

0,003422

0,005586

0,004403

0,001183

0,20

0,9727

Stupnjevi

slobode (df)

16

Varijanca

0,022

0,037

0,056

0,018

0,004441

0,059

0,012

0,001417

0,0006941

0,003422

0,0007980

0,001468

0,0002957

f-vrijednost

27,67

45,99

70,68

22,71

5,56

74,31

15,20

1,78

0,87

4,29

4,96

Tablica 7. Analiza varijance (ANOVA) promatranih odziva za sadrzaj fukoksantina

p-vrijednost

0,0001**

0,0003*

<0,0001**

0,0020*

0,0504

<0,0001**

0,0059*

0,2245

0,3820

0,0771

0,0779

X1, temperatura (°C); X2, vrijeme (min); X3, omjer tekuce:kruto (mL/g); ** p < 0.01 visoko znatajan; * p < 0.05

znacajan; p 2 0.05 nije znacdajan.
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4. Rezultati i rasprava

ZaizraZzavanje koncentracije fukoksantina u makroalgi C. bursa kao funkcije nezavisnih varijabli
prikazan je model u kodiranim vrijednostima (polinom drugog reda) jednadzbom 4. Vrijednost
koeficijenta korelacije R? za promatrani odziv iznosi 0,9727 $to znadi da primijenjeni regresijski
model odgovara eksperimentalno predvidenim podacima, a prema istraZivanju Bas i Boyaci
(2007) svi modeli sa R>0,8 smatraju se prihvatljivima.
Yc. bursa = 0,100 — 0,068X1 — 0,084X; — 0,048X3 + 0,032X1% + 0,120X,2 + 0,054X32 + ()
0,019 X1X2 + 0,013 X1X3 —0,029X>X3
Y predstavlja koncentraciju fukoksantina, a X1, X2 i X3 su kodirane vrijednosti temperature,

vremena i omjera tekuce:kruto.

3D dijagram utjecaja procesnih parametara UAE (temperatura, vrijeme, omjer tekuce:kruto)

na zavisnu varijablu (koncentracija fukoksantina) prikazan je na Slici 16.

F ukoksantin {m gig suhog ekstrakta)
Fukoksantin {mgfg suhog ekstrakta)

Fukoksantin (mgig suhog ekstrakta)

Temperatura FC)

Slika 16. 3D dijagrami utjecaja ispitivanih varijabli na koncentraciju fukoksantina u makroalgi C. bursa (izvor:
autor)

Povisenjem temperature, koncentracija fukoksantina u algi C. bursa smanjivala se, a to moze
biti uzrokovano degradacijom fukoksantina prilikom primjene visokih temperatura.
Temperatura primijenjena prilikom ekstrakcije fukoksantina predstavlja vazan faktor zbog

osjetljivosti fukoksantina na povisenu temperaturu, kao i na izloZenost svjetlu i kisiku koji
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4. Rezultati i rasprava

mozZe uzrokovati degradaciju fukoksantina (Kim i sur., 2012). Ova pojava je takoder
promatrana kod ostalih karotenoida, npr. violaksantina i anteraksantina kada je temperatura
bila visa od 50 °C (Fratianni i sur., 2010; Sun i sur., 2010). Nadalje, sadrzaj fukoksantina
smanjivao se porastom vremena ekstrakcije od 15. do 33. minute, a primijecen je i slabi porast
od 33. do 45. minute. Ovakav trend uocen je i s omjerom tekuce:kruto gdje je povecanje
omjera od 15 do 20 mL/g uzrokovalo smanjenje sadrzaja fukoksantina, dok se s povecanjem
omjera od 20 do 30 mL/g sadrZaj fukoksantina blago povecao. Vjerojatno je doslo do odvajanja
fukoksantina iz kompleksa u kojima je prethodno bio vezan. Obi¢no je vezan na nekoliko
proteina ili na klorofil a, tvoreci komplekse koji mogu degradirati tijekom procesa ekstrakcije
povecanjem vremena i temperature, pri cemu dolazi do veceg prinosa ekstrakcije (Kanazawa

i sur., 2008).

lako utjecaj snage ultrazvuka na sadrzaj fukoksantina nije istrazen u ovom radu, dostupna
istraZivanja pokazala su da on takoder djeluje na ekstrakciju pigmenata iz makroalgi, vecinski
zbog kavitacijskog efekta ultrazvuka. Veéa snaga ultrazvuka moZe dovesti do razgradnje
pigmenata zbog formiranja radikala koji iniciraju lanéane reakcije nastanka degradacijskih
produkata koji mogu reagirati s karotenoidima, ¢ime se smanjuje njihova koncentracija u
mediju. Takoder, moZe dodi do lokalnog intenzivnog zagrijavanja medija $to je posljedica
puknuéa mjehuri¢a generiranih zbog ultrazvucnih valova. Nadalje, tocke zagrijavanja
ubrzavaju kemijsku reaktivnost i procese degradacije (Pingret i sur., 2013). Degradacija
uzrokovana visokim intenzitetom snage ultrazvuka promatrana je za B-karoten (Sun i sur.,
2010), klorofile (Zhu i sur., 2017) i ukupne karotenoide (Jaeschke i sur., 2017), a rezultati
pokazuju da je snaga ultrazvuka klju¢ni parametar prilikom ekstrakcije karotenoida. Povrh
toga, koncentracija otapala je takoder razmatrana kao vaZzan faktor za optimizaciju i povezana
je s ostecenjima stanica uzrokovanih ultrazvuénim valovima zbog intenziteta kavitacije

(Raguraman i sur., 2018; Parniakov i sur., 2015).
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4.2. Optimizacija UAE parametara i validacija predloZzenog modela

Optimalni UAE uvjeti za dobivanje maksimalnog sadrzaja fukoksantina utemeljeni su na
principu Zeljene funkcije (eng. desirability function). Optimiranje se provodi tako da se
promatrani odziv prevodi u individualne Zeljene funkcije Cije se vrijednosti krecu od 0 do 1.
Vrijednost individualne Zeljene funkcije O predstavlja najlosiju, dok 1 predstavlja najbolju
vrijednost za promatrani odziv. Optimalni uvjeti ekstrakcije za makroalgu C. bursa dani su u
Tablici 8. te je sadrZaj fukoksantina ovisan o temperaturi, vremenu i omjeru tekuce:kruto.
Ukupna Zeljena funkcija za algu C. bursa iznosila je 1,00 sto znaci da dobivene vrijednosti

parametara predstavljaju najbolje moguce rjesenje za Zeljeni odziv.

Tablica 8. Optimalni UAE parametri za makroalgu C. bursa dobiveni metodom odzivnih povrsina

Optimalni parametar Rezultat
Temperatura (°C) 30,29
Vrijeme (min) 15,06
Omjer tekuée:kruto (mL/g) 15,17
Predvidena koncentracija fukoksantina (mg/g) 0,45
Eksperimentalno dobivena koncentracija 041

fukoksantina (mg/g)

Ukupna Zeljena funkcija 1,00

Optimalna temperatura ekstrakcije dobivena metodom odzivnih povrsina za algu C. bursa
iznosi 30,29 °C, vrijeme tretiranja 15,06 min, a omjer tekuce:kruto 15,17 mL/g.
Eksperimentalne vrijednosti su u dobrom odnosu s predvidenim vrijednostima dobivenim
analizom metode odzivnih povrsina, sa standardnom devijacijom + 10 %. Na Slici 17. prikazana

je graficka usporedba stvarnih i predvidenih vrijednosti odziva.



4. Rezultati i rasprava

__ 050
0,45
0,40 4
0,35
0,30 4
0,25 4
0,20 4
0,15 4
0,10
0,05 4
o0 ++—7>-—-a7b-—-v-r—-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Fukoksantin (mg/g suhog ekstrakta

Broj ponavljanja eksperimenta

Stvarna vrijednost Predvidena vrijednost

Slika 17. Graficka usporedba stvarnih i predvidenih vrijednosti sadrzaja fukoksantina u algi C. bursa

4.3. Usporedba ucinkovitosti UAE sa konvencionalnom metodom ektrakcije

Kako bi se mogla usporediti ucinkovitost ekstrakcije, provedena je referentna metoda
ekstrakcije (mijesanje sa zagrijavanjem) s istim otapalom i pri istim procesnim uvjetima
ekstrakcije u centralnoj tocki BBD, kako slijedi: 50 °C, 30 min i 20 mL/g. Dobiveni rezultati
pokazuju znatno niZi sadrzaj fukoksantina u makroalgi C. bursa. Dobiveni sadrZaj fukoksantina
nakon provedbe konvencionalne metode ekstrakcije iznosio je 0,18 + 0,09 mg/g suhog
ekstrakta, dok je nakon provedbe UAE ekstrakcije sadrzaj fukoksantina varirao izmedu 0,08 do
0,43 mg/g suhog ekstrakta. Dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjem koje su proveli
Raguraman i sur. (2018), gdje su ispitivali utjecaj koncentracije otapala, vremena i
temperature te optimirali postupak UAE fukoksantina iz makroalge Padina tetrastromatica.
Vrijednosti njihovih rezultata dobivenih pomoc¢u UAE bile su znatno vece (750 pug/g suhe tvari)
od vrijednosti dobivenih pomoéu konvencionalne ekstrakcije (430 pg/g suhe tvari).
Ucinkovitost UAE pripisuje se kavitaciji koja se dogada na granici tekucée i krute faze, Sto

rezultira unistavanjem stanicne stijenke i povec¢anim prijenosom mase (Fung i sur., 2013).
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4.4. Ukupne koncentracije klorofila a, klorofila b i karotenoida

Dobiveni rezultati spektrofotometrijske analize ekstrakata makroalge C. bursa (Tablica 9.)
pokazuju da su najvise koncentracije klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida dobivene pri
sljedec¢im uvjetima ekstrakcije: 30 °C, 30 min i 10 mL/g. S druge strane, najnize koncentracije
ukupnih pigmenata dobivene su pri viSim temperaturama, ve¢inom pri 70 °C i duZim
vremenom ekstrakcije (45 min). Ove spoznaje mogu biti povezane sa degradacijom klorofila i

karotenoida koja se javlja pri poviSenim temperaturama.

Dominantnost klorofila b (0,0485 — 0,3762 mg/g) nad klorofilom a (0,0067 — 0,0685 mg/g) u
algi C. bursa karakteristi¢na je za zelene alge roda Codium buduci da Zive i rastu u dubokim i
mutnim vodama (Marques i sur., 2021). Nadalje, mogu se primijetiti razlike u rezultatima
sadrZaja pigmenata izmedu ovog istraZivanja i istrazivanja koje su proveli Cvitkovi¢ i sur.
(2021), gdje je srednja vrijednost koncetracije klorofila a iznosila 360,08 mg/kg, a srednja
vrijednost koncentracije ukupnih karotenoida 59,53 mg/kg. Osim utjecaja metode ekstrakcije
na sadrZaj pigmenata, razli¢ita istrazivanja (Lalegerie i sur., 2020; Catarino i sur., 2018; Yang i
sur., 2021) pokazala su da zivotni ciklus i okoliSni uvjeti kao Sto su svjetlost, temperatura,

salinitet i kemijski sastav morske vode takoder mogu imati veliku vaznost.

Tablica 9. Ukupne koncentracije klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida iz makroalge C. bursa

Klorofil a (mg/g suhog Klorofil b (mg/g suhog Ukupni karotenoidi
Broj eksperimenta
ekstrakta) ekstrakta) (mg/g suhog ekstrakta)

1 0,0102 0,0517 0,0056
2 0,0375 0,2546 0,0376
3 0,0685 0,3762 0,0467
4 0,0099 0,0767 0,0093
5 0,0125 0,0782 0,0115
6 0,0089 0,0485 0,0057
7 0,0223 0,1227 0,0140
8 0,0223 0,1911 0,0312
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9 0,0179 0,1043 0,0153
10 0,0067 0,0336 0,0038
11 0,0285 0,1422 0,0182
12 0,0161 0,0725 0,0069
13 0,0100 0,0816 0,0101
14 0,0496 0,2286 0,0288
i3 0,0144 0,0846 0,0109
16 0,0110 0,0731 0,0093
17 0,0387 0,2842 0,0430

Uocen je znacajni utjecaj (p<0,05) linearnih ¢lanova temperature, vremena i omjera
tekuce:kruto te kvadratnih ¢lanova vremena i temperature za klorofil a. Visoko znacajan
utjecaj (p<0,0001) linearnih ¢lanova temperature i omjera tekuce:kruto; znacajan utjecaj
(p<0,05) za linearne ¢lanove vremena, kvadratnih ¢lanova temperature, vremena i omjera
tekuce:kruto; te interakcije izmedu temperature i omjera tekuée:kruto uoceni su za klorofil b.
Za ukupne karotenoide visoko znacajan utjecaj (p<0,0001) su imali linearni clanovi
temperature i omjera tekuce:kruto, dok su znacajan utjecaj (p<0,05) imali kvadratni ¢lanovi

temperature i vremena (Tablica 10.).

Tablica 10. ANOVA odzivnih povrsina za ukupne koncentracije pigmenata u algi C. bursa

lzvor Zbroj kvadrata | df Srednji korijen | F-vrijednost p-vrijednost
Klorofil a

Model 6,65 9 0,74 9,58 0,0035*

X1 2,55 1 2,55 33,15 0,0007*

X2 0,63 1 0,63 8,19 0,0242*

X3 1,61 1 1,61 20,90 0,0026*

Xi? 0,44 1 0,44 5,66 0,0490*

X2? 0,77 1 0,77 10,00 0,0159*
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X3? 0,41 1 0,41 5,30 0,0547

X1 X2 0,012 1 0,012 0,16 0,7045

X1 X3 4,675x1073 1 4,675x1073 0,061 0,8125
Xa2X3 0,034 1 0,034 0,44 0,5301
Ostatak 0,54 7 0,077

Nedostatak 0,44 3 0,15 6,16 0,0557
podesenja

Cista pogreska | 0,096 4 0,024

Ukupni Cor 7,18 16

R=0.9249

Klorofil b

Model 0,15 9 0,017 34,72 < 0,0001**
X1 0,070 1 0,070 147,19 < 0,0001**
X2 3,006x10°3 1 3,006x103 6,31 0,0403*

X3 0,038 1 0,038 80,29 < 0,0001**
Xa? 0,012 1 0,012 24,56 0,0016*
X2 8,951x1073 1 8,951x1073 18,78 0,0034*
X3? 4,570x1073 1 4,570x107 9,59 0,0174*

X1 X2 3,102x10°3 1 3,102x10* 0,65 0,4464

X1 X3 8,349x10°3 1 8,349x1073 17,52 0,0041*
X2X3 7,900x10* 1 7,900x10* 1,66 0,2389
Ostatak 3,336x10°3 7 4,766x10*

Nedostatak 2,664x107 3 8,881x10* 5,29 0,0708
podesenja

Cista pogreska | 6,721x10* 4 1,680x10*

Ukupni Cor 0,15 16

R=0.9781

Ukupni karotenoidi

Model 2,993x10° 9 3,325x10* 26,40 0,0001**
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X1

X2

X3

Xa?

X2

X3?

X1 X2

X1 Xs
Xa2X3
Ostatak

Nedostatak
podesenja

Cista pogreska
Ukupni Cor

RZ

1,347x10°
1,468x10°
8,058x10™*
2,258x10*
2,939x10™*
5,326x10°
2,500x10°°
1,136x10*
5,566x10°°
8,818x10°

7,179x10°

1,639x10°
3,081x10°3

0,9714

16

1,347x10°
1,468x10°
8,058x10*
2,258x10*
2,939x10*
5,326x10°
2,500x10°
1,136x10*
5,566x10°
1,260x10°

2,393x10°

4,096x10°

63,97

17,92

23,33

4,23

1,98

9,02

4,42

5,84

<0,0001**
0,3161
<0,0001%*
0,0039*
0,0019*
0,0788
0,2017
0,0199*

0,0737

0,0606

X1, temperatura (°C); Xz, vrijeme (min); X3, omjer tekuce:kruto (mL/g); ** p < 0.01 visoko znadajan; * p < 0.05

znacajan; p 2 0.05 nije znadajan.
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5. Zakljucci

Na osnovu provedenog istraZzivanja o optimizaciji ultrazvucne ekstrakcije pigmenata iz zelene

makroalge C. bursa, odnosno utjecaja parametara ekstrakcije (temperature, vremena i omjera

tekuce:kruto) na sadrzaj pigmenata u ekstraktima makroalge te prezentiranih rezultata i

rasprave, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

Ekstrakti zelene makroalge C. bursa bogat su izvor klorofila i karotenoida, a u najvecoj
koncentraciji odredeni su klorofil b (od 0,0336 do 0,3762 mg/g suhog ekstrakta
makroalge), zatim klorofil @ (od 0,0067 do 0,0685 mg/g suhog ekstrakta) te ukupni
karotenoidi (od 0,0038 do 0,0467 mg/g suhog ekstrakta).

Od ukupnih karotenoida, ekstrakti zelene alge C. bursa takoder sadrZe i znacajne

koncentracije fukoksantina (od 0,07 do 0,43 mg/g suhog ekstrakta makroalge).

UAE je ucinkovita metoda za izolaciju klorofila i karotenoida iz zelene alge C. bursa pri
¢emu je utvrdeno da se kroz kratko vrijeme ekstrakcije postizu visoki prinosi

istrazivanih pigmenata.

UAE se pokazala kao bolja metoda ekstrakcije za dobivanje pigmenata u usporedbi sa
konvencionalnom metodom ekstrakcije: dobiveni sadrzaj fukoksantina nakon
provedbe konvencionalne metode ekstrakcije iznosio je 0,18 *+ 0,09 mg/g suhog
ekstrakta, dok je nakon provedbe UAE ekstrakcije sadrzaj fukoksantina varirao izmedu

0,07 do 0,43 mg/g suhog ekstrakta.

U pogledu optimizacije ekstrakcije pigmenata, visoko znacajan utjecaj (p<0,0001) na
ekstrakciju klorofila b i ukupnih karotenoida su imali linearni ¢lanovi temperature i
omjera tekuce:kruto. Za klorofil a, znacajan utjecaj (p<0,05) su imali linearni ¢lanovi
temperature, vremena i omjera tekuce:kruto, kao i kvadratni ¢lanovi temperature i
vremena. Za fukoksantin, visoko znacajan utjecaj su imali linearni ¢lan vremena i

kvadratni ¢lan vremena.

Najvece koncentracije klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida dobivene su pri
30°C, 30 min i 10 mL/g, dok je najveéa koncentracija fukoksantina ostvarena pri 30,29
°C, 15,06 min, 15,17 mL/g. S druge strane, najnize koncentracije pigmenata dobivene
su nakon primjene visih temperatura (70 °C) i vremena ekstrakcije (45 min),

najvjerojatnije zbog degradacije pigmenata pri izloZzenosti visim temperaturama.
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