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Riassunto 

 

Le alghe possono essere utilizzate per la preparazione di alimenti nutraceutici, fertilizzanti, 

alginato, agar, carragenina, prodotti chimici e biocarburanti (Fornes, Sánchez-Perales, & 

Guardiola, 2002); (Van De Velde, Knutsen, Usov, Rollema, & Cerezo, 2002). La presenza di 

alcuni pigmenti, come fucoxantina e astaxantina (carotenoidi), conferisce alle alghe una 

potenziale azione antiossidante che viene esercitata per eliminazione delle specie reattive 

dell'ossigeno e per inibizione della perossidazione lipidica (Heo, Park, Lee, & Jeon, 2005). 

L’obbiettivo di questo studio è quello di caratterizzare la frazione dei carotenoindi in quattro 

tipologie di alghe ad uso alimentare: Eisenia arborea, Codium fragile, Ulva lactuca, 

Enteromorpha intestinalis. Per la determinazione dei carotoneidi è stato sviluppato un metodo 

UPLC, partendo dal metodo di riferimento sviluppato da Chauveau-Duriot et al. (2010), e 

applicato a mangimi animali, plasma e latte.  

In questa tesi si vuole applicare questo metodo a campioni di alghe, tentando di diminuire i 

tempi di analisi e procedere all’identificazione e quantificazione dei carotenoidi tramite 

UPLC/PDA. 

Il metodo di riferimento (Chauveau-Duriot et al., 2010) è stato velocizzato, riducendo il tempo 

di analisi (20 minuti invece di 46 minuti) ed il consumo di solvente che ne consegue, ottenendo 

LOQ (0.017) migliori per il β-carotene e LOQ maggiori per le xantofille con un range che va da 

0.5 a 100 µg/ml. 

L’estrazione con cloroformio e metanolo (1:1) produce risultati più attendibili in alghe ad uso 

alimentare.  

Dai risultati emerge che l’Eisenia contiene principalmente zeaxantina (5969.9 mg/kg secco), il 

Codium e l’Ulva non contengono una dose quantificabile di carotenoidi ed infine 

l’Enteromorpha contiene principalmente luteina (1744.0 mg/kg secco). 
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1. Introduzione 

1.1 Informazioni generali 

I carotenoidi, sono un gruppo di pigmenti organici ampiamente diffusi in natura (oltre 700 fin 

ora) (Damodaran & Parkin, 2008); (Dugo et al., 2008), di colore che va dal giallo al violetto, 

che si ritrovano nelle piante o in altri organismi fotosintetici come le alghe. 

Sono stati ampiamente studiati in diverse matrici per analizzare la loro distribuzione e ne è 

scaturito che una dieta ricca in carotenoidi conferisce proprietà benefiche per la salute. 

 

1.2 Usi e applicazioni dei carotenoidi 

Industrialmente, i carotenoidi sono utilizzati e sfruttati in prodotti farmaceutici, nutraceutici e 

usati come additivi per mangimi, nonché utilizzati come coloranti in cosmetici e alimenti.  

C'è un grande mercato globale che vale circa $ 1,4 miliardi che ruota intorno a loro. 

(Zakynthinos & Varzakas, 2016). 

I carotenoidi sono molto utili per la nutrizione e la salute umana, quindi è importante assumere 

le giuste dosi. Per questo motivo, la scienza, cerca di trovare nuovi modi e metodi per assumere 

i carotenoidi attraverso la dieta. Il DNA delle colture principali è stato manipolato per 

consentire alle piante di aumentare la biosintesi dei carotenoidi, come nel caso di riso dorato, 

pomodoro, patate, mais e cavolfiore. I carotenoidi sintetici sono stati prodotti dal 1954 al 1960. 

Essi hanno usato metodi e reazioni differenti, ma con lo stesso precursore: β-ionone.  

Sebbene la produzione sintetica rappresenti la massima produzione di carotenoidi, la 

biotecnologia viene coinvolta nella produzione di carotenoidi naturali mediante manipolazione 

di microrganismi come funghi, lieviti, batteri o microalghe. I carotenoidi naturali e sintetici 

hanno la stessa struttura molecolare, ma la differenza sta nel fatto che quelli naturali contengono 

molti altri carotenoidi a basse concentrazioni, il che fornisce loro ulteriori benefici per la salute 

e possono essere consumati in quantità maggiori rispetto ai secondi. (Ribeiro, Barreto, & 

Coelho, 2011) 

I carotenoidi sono molto instabili e sensibili all'ossigeno e alla luce a causa della loro struttura 

altamente coniugata. Per questo motivo, sono gestiti in forme incapsulate. Ovvero in una 

semplice emulsione olio in acqua che consente di incapsulare componenti funzionali lipofili. 

D'altra parte, la loro forma cristallina è meno utilizzata sia perché essa risulta difficile da 

aggiungere nei prodotti alimentari, sia perché avrà minore biodisponibilità; anche se, di recente, 

la nanotecnologia ha migliorato la biodisponibilità e la solubilità di diversi ingredienti 

funzionali. (Zakynthinos & Varzakas, 2016) 
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1.3 Struttura chimica dei carotenoidi 

I carotenoidi sono liposolubili. La struttura comprende generalmente una porzione 

centrale, con 22 atomi di carbonio e due terminali con 9 atomi di carbonio ciascuna. Le unità 

terminali possono essere acicliche, come nel licopene, oppure tutte e due cicliche, come nell’ 

α e β-carotene (Figura 1), o una ciclica e l’altra aciclica, come nel γ-carotene. Possono inoltre 

presentare un’ampia varietà di gruppi, per esempio alcolici, chetonici, epossidici, benzenici etc.  

 

 

 

In funzione della struttura sono classificati in due categorie: 

      

1) CAROTENI: sono carotenoidi non ossigenati a struttura idrocarburica dienica come ad es. β-

carotene, α-carotene, licopene e altri; a loro volta i caroteni possono essere classificati in aciclici 

(es. licopene), monociclici (es. γ-carotene) e biciclici (es. α e β-carotene); 

 

2) XANTOFILLE: sono derivati ossigenati dei caroteni come ad es. luteina, zeaxantina, β-

criptoxantina, astaxantina, bissina, capsantina, e altre; nei vegetali le xantofille possono trovarsi 

in forma libera o esterificate con acidi grassi. Le xantofille non sono, come il carotene, 

precursori della vitamina A, ma tuttavia la loro importanza è notevole in quanto intervengono 

come protettori dell'ossidazione in molti processi biochimici. La luteina e la zeaxantina sono le 

xantofille presenti in misura maggiore nel corpo umano, in particolare nel plasma, nei tessuti 

grassi, in alcune ghiandole. 

Di seguito sono elencati i principali caroteni e xantofille con le loro caratteristiche seguite dai 

loro spettri di assorbimento (Figura 2,Figura 3,Figura 5,Figura 4,Figura 7,Figura 6): 

 

• Il β-carotene, è un composto organico del gruppo dei caroteni, precursore della 

vitamina A, sintetizzato biochimicamente da otto unità di isoprene e quindi aventi 40 

atomi di carbonio. Inoltre, è la forma più comune di carotene nelle piante, è un 

pigmento organico rosso-arancio abbondante nei frutti e può essere usato come 

colorante alimentare.  

Figura 1 Formula di struttura β-carotene (Visualizer, 2011) 

https://it.wikipedia.org/wiki/Vitamina_A
https://it.wikipedia.org/wiki/Plasma_(biologia)
https://it.wikipedia.org/wiki/Tessuto_adiposo
https://it.wikipedia.org/wiki/Tessuto_adiposo
https://it.wikipedia.org/wiki/Ghiandola
https://it.wikipedia.org/wiki/Composto_organico
https://it.wikipedia.org/wiki/Caroteni
https://it.wikipedia.org/wiki/Isoprene
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• α-carotene è una forma di carotene molto simile al β-carotene con un anello β-

 ionone ad un'estremità e un anello α-ionone all'estremità opposta. È la seconda forma 

più comune di carotene . 

E’ inoltre un composto che permette di diminuire la mortalità di alcune forme di cancro 

o di ridurre il rischio di mortalità cardiovascolare.(Li et al., 2011). 

• Licopene è un idrocarburo e isomero aciclico del β-carotene, contenente 11 doppi 

legami coniugati e 2 non coniugati. Esso possiede molte funzioni, come effetti 

antitumorali, antiossidanti e rafforzamento dell'immunità. Inoltre, il consumo di una 

dieta ricca di licopene potrebbe ridurre il rischio di alcune malattie croniche, come le 

malattie coronariche e i tumori. 

(Phinney, Frelka, Cooperstone, Schwartz, & Heldman, 2017); (Story, Kopec, Schwartz, 

& Harris, 2010) 

• Luteina è dal punto di vista chimico molto simile al β-carotene ma con due gruppi 

ossidrilici nei anelli terminali. E’ il carotenoide principale nel cloroplasto di tutte le 

piante verdi, alghe, frutti (Pfander H., Britton G., 2004). 

• Zeaxantina è un una versione maggiormente ossidata del carotene e svolge un ruolo 

speciale nel ridurre il rischio di degenerazione maculare legata all'età e formazione di 

cataratta (de Campo et al., 2019) 

• Astaxantina è un carotenoide della famiglia delle xantofille con proprietà antiossidanti, 

anti-infiammatorie e di protezione dai raggi UV (Martin et al., 1999). Non viene 

prodotta dall’organismo umano ed è possibile ritrovarla in alghe e in creature marine 

che (direttamente o indirettamente) di questa si nutrono, come salmoni, molluschi, 

crostacei, frutti di mare e krill. 

• Fucoxantina è un carotenoide della famiglia delle xantofille ed è prodotta da alghe 

brune. Questo composto ha diverse proprietà biologiche come attività antiossidanti, 

antiobesità, antidiabetiche, antitumorali, (Karpiński & Adamczak, 2019). 

 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Carotene
https://en.wikipedia.org/wiki/Ionone
https://en.wikipedia.org/wiki/Ionone
https://en.wikipedia.org/wiki/Carotene
https://it.wikipedia.org/wiki/Isomeria_cis-trans
https://it.wikipedia.org/wiki/Beta-carotene
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1.4 Funzioni dei carotenoidi nei vegetali 

I carotenoidi sono stati fondamentali nel corso dell’evoluzione delle piante grazie alle loro 

proprietà fisiche e chimiche uniche. Hanno avuto la funzione di assorbimento di energia 

luminosa a lunghezze d’onda differenti rispetto a quelle coperte dalla clorofilla, permettendo 

quindi alle piante di espandere l’intervallo di radiazione solare assorbibile. 

Figura 3 Spettro di assorbimento β-carotene (Lipid 

Bank, 2007) 

Figura 2 Spettro di assorbimento licopene 

(Lipid Bank, 2007) 

 

Figura 5 Spettro di assorbimento luteina 

(Lipid Bank, 2007) 
Figura 4 Spettro di assorbimento zeaxantina 

(Lipid Bank, 2007) 

Figura 6 Spettro di assorbimento astaxantina 

(Lipid Bank, 2007) 
Figura 7 Spettro di assorbimento fucoxantina 

(Lipid Bank, 2007) 
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In particolare, la luteina, il β-carotene, la violaxantina e la neoxantina, che si accumulano nei 

tessuti delle piantee impediscono la foto-ossidazione delle clorofille. 

La fucoxantina nelle alghe funge da principale carotenoide per la raccolta della luce che verrà 

poi convertita e trasferita ai complessi clorofilla-proteine. La molecola di fucoxantina mostra 

un'efficace efficienza di trasferimento di energia ( circa 80%), una proprietà che è attribuita alla 

struttura unica di questo carotenoide (Kajikawa et al., 2012). La fucoxantina partecipa anche 

alla fotoprotezione e ha una forte attività antiossidante (Xia et al., 2013); (Borowitzka et al., 

2016) . Inoltre, in condizioni sfavorevoli, alcune alghe si difendono producendo metaboliti 

secondari attraverso la via della carotenogenesi (Karpiński & Adamczak, 2019); (Lemoine & 

Schoefs, 2010). 

Gli apocarotenoidi, ovvero carotenoidi ossigenati, derivanti dalla scissione ossidativa e formati 

da meno di 40 atomi di carbonio: 

• Hanno ruoli significativi nei segnali di risposta coinvolti nello sviluppo e nella risposta 

all’ambiente (come l’acido abscissico); 

• Possono fungere da segnali visivi o volatili per attirare gli agenti impollinatori; 

• Sono importanti nei meccanismi di difesa delle piante; 

• Sono regolatori dell’architettura vegetale. 

• Un apocarotenale, il trans-beta-apo-8’-carotenale, presente negli spinaci e agrumi, con una 

debole attività di pro-vitamina A, è utilizzato nella farmaceutica e cosmesi, ed è anche un 

additivo (E160e) legalizzato dalla Commissione europea per l’alimentazione umana. 

• Contribuiscono in modo importante al sapore e alla qualità nutrizionale di diversi tipi di 

alimenti quali frutta, tè e vino. Due ben noti apocarotenoidi naturali, la bixina e la crocetina, 

hanno importanza economica come pigmenti e aromi negli alimenti. 

• Infine, una vasta gamma di apocarotenali sono prodotti da reazioni ossidative durante la 

lavorazione dei cibi e sono intermedi nella formazione di molecole più piccole, importanti 

per il colore e sapore del cibo,(Archetti et al., 2009). 

 

https://www.tuscany-diet.net/additivi/coloranti/
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1.5 Funzioni biologiche dei carotenoidi 

 

1.5.1 Funzioni in organismo umano 

I carotenoidi vengono prodotti in natura solamente in conseguenza di processi di fotosintesi, e 

quindi gli animali devono assumerli con la dieta. Infatti, dei più di 600 carotenoidi naturali 

conosciuti, solo una ventina si ritrovano nei tessuti e nel plasma umano; tra questi ci sono il 

licopene, il β-carotene, la luteina e la zeaxantina. 

Questi composti sono necessari per un miglior funzionamento dell’organismo. 

  

 

Hanno diverse funzioni biologiche molto complesse che si svolgono in più direzioni. 

·        Sono metabolizzati per produrre vitamina A e acido retinico; 

·        Riducono la genotossicità di molti inquinanti endogeni ed esogeni; 

·        Riducono la presenza delle lesioni precancerose nell’uomo; 

·        Modificano la risposta immunitaria nei mammiferi; 

·        proteggono le cellule dell’organismo dai dannosi attacchi dell’ambiente esterno                                            

(per es. "radicali liberi"); 

·        svolgono funzioni disintossicanti; 

·        sono coinvolti nel processo della vista; 

·        proteggono la pelle dai danni provocati dai raggi ultravioletti; 

·        aumentano la fertilità negli animali 

Oltre a queste attività è stato anche dimostrato come i carotenoidi siano in grado di influenzare 

la comunicazione intercellulare, di rivestire un ruolo importante nei processi infiammatori 

inibendo le lipossigenasi ed infine di potenziare il sistema auto-immune, soprattutto nelle 

manifestazioni patologiche che lo vedono talvolta notevolmente ridotto nella sua funzionalità. 

Una loro carenza comporta un aumento del rischio di patologie infiammatorie croniche tra cui 

l’artrite reumatoide. 

Studi epidemiologici hanno evidenziato una forte correlazione fra la carenza di carotenoidi e 

vari tumori dei tessuti epiteliali: polmone, collo dell’utero, apparato gastrointestinale ed infine 

la pelle che non è sufficientemente protetta dai radicali liberi e quindi anche dai raggi solari. 

Tanto più elevato è il consumo di carotenoidi, tanto più basso sarà il rischio di cancro, 
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l’invecchiamento e il cancro hanno delle caratteristiche in comune, fra cui il rapporto col danno 

da radicali liberi. 

È stato, infatti, dimostrato come questi cromofori siano in grado di neutralizzare e di impedire la 

eccessiva formazione di radicali liberi prodotti dal nostro organismo in quantità sempre 

maggiore a causa della massiccia presenza di inquinanti ambientali, oltre che per la 

sovraesposizione ai raggi UV (Lombardi, 2005). 

 

1.5.2 Carotenoidi come provitamina A 

Dei oltre 600 carotenoidi conosciuti, solamente 50 di essi possono essere definiti precursori di 

vitamina A, detti “carotenoidi pro-vitamina A”. Con questo termine si indicano tutti quei 

carotenoidi che possono essere metabolizzati dall’organismo a retinoidi e che di conseguenza 

rappresentano dei precursori della vitamina A, tra questi la provitamina A più attiva è il β-

carotene, ma ne esistono molti altri che possiedono la medesima funzione.  

Questi sono largamente distribuiti nel regno vegetale, il numero di carotenoidi naturalmente 

presenti nei prodotti vegetali è molto elevato e non tutti i carotenoidi possiedono attività 

provitaminica A, solo quelli che abbiano come gruppo terminale almeno un anello insaturo di α 

o β-ionone. 

La vitamina A è una delle quattro vitamine liposolubili, in natura si trova in quattro forme 

diverse: retinolo (vitamina A1), 3-deidroretinolo (vitamina A2), retinale, acido retinoico.  

Quest’ultima deriva dalla trasformazione dei caroteni provitamina A per mezzo di particolari 

forme enzimatiche, inoltre la conversione dipende dal livello di vitamina A nell’organismo e 

dalle condizioni delle proteine (con apporti proteici deboli il β-carotene è convertito con 

difficoltà in vitamina A).  

Attualmente la dose giornaliera di vitamina A (Tabella 1) viene espressa in termini di retinolo 

equivalenti (RE) secondo le seguenti relazioni: 

1 RE = 1 µg di retinolo 

oppure 

1 RE = 6 µg di caroteni provitaminici = 12 μg di altri carotenoidi non provitaminici 

A causa del ridotto assorbimento intestinale e del metabolismo incompleto il rapporto 

carotenoide:vitamina sperimentato è pari a 6:1 (occorrono 6 microgrammi di carotene per 

ottenere un grammo di vitamina A) per i carotenoidi provitaminici, mentre è 12:1 per i 

carotenoidi non provitaminici. 
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Tabella 1 Livello di assunzione giornaliera di vitamina A raccomandato dalla S.I.N.U. (Società Italiana di Nutrizione 

Umana), revisione 1996.  

 

Si consiglia una dose giornaliero di 700 RE per l’uomo e 600 RE per la donna. Nel caso di 

donne in gravidanza l'assunzione dovrebbe essere aumentata di circa 100 RE/die per un totale di 

700 RE/die. In caso di allattamento la quantità di base va aumentata di circa 350 RE/die. 

I bambini non dispongono ancora di depositi di vitamina A nel fegato per cui il loro 

approvvigionamento deve essere continuato. 

La carenza di vitamina A e di carotene si manifesta soprattutto nei tessuti che presentano un 

ricambio rapido, come quello epiteliale, che tende in tal caso ad ipercheratinizzarsi. 

Se la vitamina A è carente, l’organismo si adatta, rallentandone il catabolismo. 

I sintomi di un’eventuale carenza sono: infezioni ricorrenti, infiammazione agli occhi 

(congiuntivite), incapacità di vedere bene al crepuscolo, cecità notturna, occhi stanchi dopo la 

lettura, otiti, secchezza mucosa della bocca e del sistema respiratorio, secchezza mucosa uro-

genitale, bronchiti, pelle dura, acne, sintomi nervosi, problemi gengivali. 

La carenza di vitamina A è preceduta, specialmente nei bambini, da raffreddori e disturbi 

respiratori. 
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1.6 Fonti alimentari 

Tutti i carotenoidi, nonostante la loro composizione chimica sia molto simile, posseggono nomi 

assai diversi, derivanti dalla fonte biologica da cui sono stati isolati per la prima volta (Tabella 

2), dalla quale richiamano la denominazione botanica (carotene da Daucus carota, nelle carote, 

licopina da Lycopersicum esculentum, nei pomodori, zeaxantina da Zea mays, nel mais...). 

I carotenoidi sono stati isolati oltre che dalle piante anche da altri organismi fotosintetici, come 

le alghe e da alcune specie di microrganismi e funghi. 

I carotenoidi commercializzati come additivi e integratori di coloranti alimentari continuano ad 

essere principalmente prodotti di sintesi chimica. Di questi coloranti però, alcuni sono prodotti 

per estrazione da ricche fonti naturali (paprika, zafferano, licopene dal pomodoro, luteina dalla 

calendula) e per fermentazione microbica (β-carotene da Dunaliella sp., Astaxantina da 

Haematococcus pluvialis e β-carotene dal fungo Blakeslea trispora). 

 La produzione biotecnologica ha dominato la ricerca in questo settore. Sono state seguite due 

strategie: la prima utilizzava la produzione fermentativa di microrganismi, quali per esempio la 

Dunialiella sp. o l’Haematococcus pluvialis seguita dall’isolamento di carotenoidi da 

quest’utlimi e la seconda metodologia sfruttava l’ingegneria genetica per biosintetizzare il 

carotenoide desiderato negli alimenti vegetali. Gli attuali sforzi di stabilizzazione si sono 

incentrati sulla microincapsulazione e sulla nanoincapsulazione. (Rodriguez-Amaya Delia B., 

2015). 

Come con altri pigmenti naturali, l'instabilità è un problema con i carotenoidi, influenzato dalla 

natura del carotenoide (carotene o xantofilla, configurazione E o Z, esterificato o non verificato) 

e dalla matrice alimentare da cui viene estratto (frutta, radice, foglia).  

La degradazione dei carotenoidi è direttamente proporzionale con la distruzione della struttura 

cellulare degli alimenti, dovuta alle condizioni di lavorazione, alla durata e alla metodologia 

inadeguata di conservazione e alla permeabilità del materiale di imballaggio all'O2 e 

all’esposizione alla luce (Rodriguez-Amaya Delia B., 2015). 

Per esempio, durante i processi di lavorazione, i trattamenti termici come pastorizzazione e 

sterilizzazione possono provocare spesso perdite considerevoli di carotenoidi in conserve di 

vegetali, ma un trattamento termico adeguato può portare all’aumento della biodisponibilità, 

tramite la modificazione della microstruttura della matrice cellulare. 

 I trattamenti che non sfruttano temperature (ad es. utilizzo di alta pressione, formazione di 

campi elettrici pulsati ad alta intensità) possono essere utilizzati per succhi di frutta o latte e 

provocano perdite assenti o insignificanti, ma in parte favorisono comunque la bioaccessibilità 

(Barba et al., 2017) 
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La perdita di carotenoidi durante la lavorazione e lo stoccaggio è dovuta alla rimozione fisica 

(ad es. Peeling) e alla degradazione ossidativa enzimatica o non enzimatica.  

 

 

Tabella 2 Principali carotenoidi in diverse fonti alimentari.(Gentile, n.d.) 

 

 

1.7 Alghe ad uso alimentare                                

Le alghe hanno attirato l'attenzione in tutto il mondo a causa dei loro usi commerciali. 

Possono essere utilizzate per la formulazione di alimenti nutraceutici, fertilizzanti, alginato, 

agar, carragenina, prodotti chimici e biocarburanti (Fornes et al., 2002); (Van De Velde et al., 

2002). Pigmenti, come fucoxantina e astaxantina, ovvero carotenoidi e polifenoli, come acido 

fenolico, flavonoidi, tannini, siano stati identificati nelle alghe (Xia et al., 2013). Questi 

composti mostrano alte attività antiossidanti, come dimostrato da diversi metodi per 
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l’eliminazione delle specie reattive dell'ossigeno e dall'inibizione della perossidazione lipidica 

(Heo et al., 2005). Il ruolo degli antiossidanti è di andare ad inibire lo sviluppo di rancidità 

ossidativa negli alimenti a base di grassi perché quest’ultimo è un processo naturale all'interno 

del corpo umano; un equilibrio con gli antiossidanti è fondamentale per la salute. Le alghe 

vengono consumate da quasi tutti i paesi di Asia, Africa, America, Australia e Unione Europea. 

Questi producono una grande varietà di metaboliti secondari caratterizzati da un ampio spettro 

di comportamento biologico come capacità antibatteriche e antiossidanti.  

Alcuni studi (Lu & Yeap Foo, 2000) dimostrano che esiste una relazione inversa tra l'assunzione 

di alimenti ricchi di antiossidanti e l'incidenza delle malattie umane(tumori dei tessuti epiteliali, 

infezioni ricorrenti, infiammazione agli occhi come congiuntiviti. Pertanto, si fa sempre più 

intensa la ricerca di nuove fonti alimentari ricche di antiossidanti. Tra queste le alghe risultano 

particolarmente interessanti perché contengono numero di fitochimici con attività antiossidante, 

antinfiammatoria e antitumorale. Sono stati esaminati molti tipi di alghe per identificare nuovi 

ed efficaci composti antiossidanti, nonché per chiarire i meccanismi di proliferazione cellulare e 

apoptosi (Athukorala et al., 2003)(Heo et al., 2005)(Lee, Hayashi, Hashimoto, Nakano, & 

Hayashi, 2004). 

In particolare, le alghe contengono diverse vitamine: la vitamina A e altri carotenoidi 

(fucoxantina, viola xantina nelle alghe brune, alfa-carotene e i suoi derivati idrossilati 

zeaxantina e luteina nelle alghe rosse), che sono presenti anche con concentrazioni 20 volte 

superiore rispetto alla carota. 

 

 

1.7.1 Eisenia arborea 

L’Eisenia, in particolare l’arborea (Figura 8), anche chiamata Alga Arame è un genere di alga 

bruna nella famiglia delle Lessoniaceae. L'arame (eisenia arborea) è un tipo di alga 

naturalmente ricca di vitamine e minerali, tra cui calcio, rame, magnesio, ferro, zinco e iodio, 

altamente benefici per la cute e i capelli. È l’alga dal sapore più delicato, caratteristica che la 

rende maggiormente affine ai gusti occidentali. Prima di essere consumata, l’alga arame 

necessita di essere lasciata in ammollo in acqua a temperatura ambiente o di essere portata ad 

ebollizione per alcuni minuti.  

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Lessoniaceae
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1.7.2 Codium fragile 

Codium fragile (Figura 9), noto comunemente come le dita verdi del mare, è una specie di alga 

marina della famiglia delle Codiaceae. Ha origine nell'Oceano Pacifico vicino al Giappone ed è 

diventata una specie invasiva sulle coste dell'Oceano Atlantico settentrionale. Questa alga 

contiene una discreta quantità di carboidrati, assieme ai classici nutrienti presenti nelle alghe. A 

seconda della varietà specifica possono essere ricche di omega-3, vitamine e 

alcuni amminoacidi.  L'alga risulta notevolmente ricca in proteine ed in sali minerali mentre 

contiene quantità molto piccole di lipidi, la cui composizione acidica si accorda con quella 

generale degli organismi marini. 

 

  

 

    

 1.7.3 Ulva lactuca  

Ulva lactuca (Figura 10), conosciuta anche come lattuga di mare, è un'alga della famiglia delle 

Ulvaceae, comune nel Mar Mediterraneo e nei mari freddi o temperati. In Giappone viene 

consumata come alimento. Anche in Scozia si usa per zuppe e insalate. Viene mangiata cruda, 

Figura 8 Eisenia arborea (Alchetron, 2018) 

Figura 9 Codium fragile (Saxifraga-free 

nature images) 
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come insalata in Scandinavia, in Danimarca, in Irlanda, ma anche in Indonesia. In Italia viene 

utilizzata per la preparazione di piatti tipici. Come tutte le alghe marine, è molto ricca in sali 

minerali e oligoelementi. In particolare, si caratterizza per la presenza di calcio e magnesio. 

Contiene tutti gli 8 aminoacidi essenziali. Presenta un discreto contenuto vitaminico 

(provitamina A, gruppo B e vitamina C) e di acidi grassi essenziali omega-3 (acido α-linolenico 

C18:3). Contiene polisaccaridi idrosolubili che consistono in molecole solforate di acido 

uronico, che non possono essere degradate dagli enzimi digestivi. Così come gli amidi delle 

piante terrestri, gli amidi delle macroalghe verdi consistono in polisaccaridi amilacei e 

amilopectine, che hanno proprietà simili agli amidi presenti nelle patate, benché in queste ultime 

il grado di polimerizzazione sia notevolmente inferiore. Gli elementi amilacei di Ulva lactuca si 

dissolvono facilmente nell'acqua senza diventare appiccicosi. È un’alga alcalina, con funzione 

di regolazione acido-base nel sangue, difatti tampona acidi formati durante uno sforzo intenso. 

É una preziosissima fonte di Carotenoidi, Clorofilla, Polisaccaridi, Vitamine compreso la 

Vitamina B12, Aminoacidi Essenziali e non essenziali, contiene anche Istidina.  

 

 

 

 

 

1.7.4 Enteromorpha intestinalis 

È un’alga verde della famiglia delle ulvaceae (Figura 11). Sono le più diffuse, le più ricche di 

clorofilla e quelle che più si avvicinano alle piante terrestri. Contengono sostanze proteiche per 

il 50% circa del loro peso, dopo essere state essiccate. Sono ricche di minerali e soprattutto di 

potassio. Inoltre, sono ricche di: vitamine A, B1, B2, B6, B12, C ed E; aminoacidi; acidi grassi 

insaturi e clorofilla. L'enteromorpha per la sua composizione è dotata di proprietà stimolanti la 

circolazione e proprietà anticoagulanti. Il suo contenuto in zolfo e fosforo e la presenza di 

idrossiprolina (particolare aminoacido) la rende adatta per applicazioni rigeneranti, rassodanti e 

snellenti.  

Figura 10. Ulva lactuca 

(APHOTOMARINE, s.d.) 
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1.8 Analisi dei carotenoidi  

1.8.1 Estrazione  

Per l’estrazione dei carotenoidi si procede tramite due passaggi: 

• Primo passaggio: Il trattamento del prodotto contenente carotenoidi si effettua 

preferibilmente con materiale essiccato a freddo (liofilizzato) e successivamente 

polverizzato. Il vantaggio sta nel fatto che il materiale risulta ben miscelato e ben 

definito; inoltre il peso a secco facilita la quantificazione 

• Secondo passaggio: L’estrazione viene effettuata mediante solventi per carotenoidi 

lipofilici: ovvero metanolo o acetone; l’estrazione può essere effettuata fino a 50 °C, 

tutte le fasi vanno effettuate in penombra, almeno per la quantificazione in fase di 

estrazione. 

I carotenoidi acidi dovrebbero essere non dissociati (questo può essere permesso 

dall’aggiunta di piccole quantità di acido acetico per aumentare la solubilità in questi 

solventi). 

1.8.2 Separazione 

L'HPLC è il metodo di riferimento per l'analisi di questi componenti, grazie alle loro differenze 

strutturali che interagiscono con la fase stazionaria della colonna e con la fase mobile pompata. I 

carotenoidi più polari (meno lipofilici) saranno i primi ad uscire dalla colonna. 

Numerosi metodi cromatografici sono in grado di separare la maggior parte dei carotenoidi 

negli alimenti, di solito si utilizzano HPLC in fase inversa. Rimane però difficile separare le 

xantofille e isomeri geometrici dei carotenoidi, che per esempio possono essere isomeri di 

Figura 11 Enteromorpha intestinalis 

(Carter, 2018) 
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posizione, isomeri geometrici (carotenoidi cis e trans) e enantiomeri (carotenoidi chirali). Per la 

separazione sono disponibili diverse colonne monomeriche o polimeriche dette C18 o altre fasi 

stazionarie come C30 che permettono di facilitare la separazione gli isomeri dei carotenoidi 

precedentemente citati, con una risoluzione superiore (Figura 12) (Sander, Sharpless, Craft, & 

Wise, 1994), Sander et al. appunto hanno dimostrato che tramite l’utilizzo di colonne C30 si è in 

grado di discriminare gli isomeri geometrici dei carotenoidi, l’utilizzo di queste fasi stazionarie 

comporta però un costo superiore rispetto ad una colonna C30(Sander, Sharpless, & Pursch, 

2000)(Humayoun Akhtar & Bryan, 2008). Queste colonne però non possono essere utilizzate in 

UPLC ed essendo prodotte da un singolo fornitore hanno un costo elevato. 

 

 

 

Un ulteriore metodo per discriminare gli isomeri dei carotenoidi, come per esempio Zeaxantina 

e Luteina (Figura 13)Errore. L'origine riferimento non è stata trovata. consiste nella 

variazione della concentrazione della fase mobile; come mostrato nella Figura 14 una variazione 

nella concentrazione di quest’ultima porta ad una migliore separazione dei picchi.  

Una nuova tecnologia, la cromatografia liquida ad alte prestazioni (UPLC) promette una 

maggiore sensibilità, tempi di analisi più rapidi e una migliore risoluzione(Guillarme, Nguyen, 

Rudaz, & Veuthey, 2007).  

Figura 12 Cromatogrammi di colonne C30 e C18 (Chauveau-

Duriot et al., 2010) 
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Diversi metodi HPLC sono già stati adattati a UPLC. Ciò rende UPLC uno strumento altamente 

promettente per ottimizzare la separazione e la successiva quantificazione dei carotenoidi (in 

particolare xantofille e isomeri β-carotene), risparmiando potenzialmente tempo e solventi.  

 

 

 

 

 

La tecnologia UPLC si basa sull’implementazione di:  

• Colonne più corte e piccole  

• Diametro delle particelle della fase stazionaria da 1,7 µm   

• Aumento del numero dei piatti teorici 

Tutti questi fattori portano al funzionamento ad altissima pressione dell’UPLC. Inoltre, con 

questo sistema si ha una riduzione del tempo di separazione mantenendo e migliorando la 

risoluzione. Il rivelatore più spesso utilizzato sia un HPLC che UPLC è il PDA (serie di diodi), 

che è in grado di registrare un intervallo spettrale specifico e quindi, consente di ottenere 

cromatogrammi simultanei a lunghezze d'onda selezionate per diversi componenti e 

l'identificazione di picchi con specifico modello spettrale. L’eluizione dei carotenoidi è 

monitorata in maniera tempo dipendente tramite l’assorbimento della luce da parte di essi e lo 

spettro è fornito da un rivelatore a serie di diodi (PDA). 

 

 

Figura 13 Isomeri geometrici di 

carotenoidi (Guillarme et al., 2007) 
Figura 14 Picchi cromatografici in due diverse 

concentrazioni di fasi mobili. (Guillarme et al., 

2007) 
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L’identificazione dei carotenoidi tramite cromatografia viene effettuata con quattro 

metodologie: 

• Tempo di ritenzione su HPLC rispetto ad altri 

• Spettro di assorbanza 

• Co-cromatografia con riferimento al composto 

• Massa molecolare e modello di frammentazione 

 

    La quantificazione invece, si effettua con curve di calibrazione. 

Tabella 3 Differenze tra HPLC e UPLC (Chauveau-

Duriot et al., 2010) 
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2. Scopo della tesi 

Quantificare i carotenoidi in quattro alghe ad uso alimentare con contenuto differente di questi composti 

bioattivi tramite analisi UPLC. Il metodo di riferimento è stato sviluppato da (Chauveau-Duriot., 2010), 

applicato a mangimi animali, plasma e latte. In questa tesi si vuole applicare questo metodo a campioni di 

alghe, tentando di diminuire i tempi di analisi e procedere all’identificazione e quantificazione dei 

carotenoidi tramite UPLC/PDA. 
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3. Materiali e metodi 

3.1 Prodotti chimici e reagenti 

Standard di β-carotene, zeaxantina e luteina (purezza >95%) e solventi utilizzati quali acetone, 

acetonitrile, acetato di ammonio, diclorometano e metanolo (HPLC grade) sono stati comprati 

da Sigma-Aldrich (Milano, Italia). Inoltre, l’H20 è stata purificata col Sistema Millipure 

(Millford, USA). 

3.2 Campioni 

I quattro campioni di alghe liofilizzate (Eisenia arborea, Codium fragile, Ulva lactuca, 

Enteromorpha intestinalis) sono stati forniti dal CCMAR-Center of Marine Sciences 

(Portogallo). 

3.3 Estrazione carotenoidi con metanolo 

25 g di campione liofilizzato ed omogeneizzato sono stati aggiunti di 1500 mL di metanolo, 

sottoposti ad agitazione con ancoretta magnetica per 2 ore al buio a temperatura ambiente. Il 

campione è stato portato a secco tramite rotavapor (Buchi, Svizzera) e ridisciolto in 5 ml di 

metanolo (soluzione 5g/mL). Il campione è stato direttamente iniettato nel sistema UPLC (2 L) 

e successivamente il liofilizzato veniva sottoposto ad un’estrazione con cloroformio per 

aumentare la concentrazione dei carotenoidi, qualora l’iniezione diretta non bastasse per avere 

una buona sensibilità dei carotenoidi. 

3.4 Estrazione con metanolo e cloroformio 

1. 1.2 ml della soluzione 5 g/mL sono stati prelevati e trasferiti in una provetta da 13 

ml  

2. Aggiunta di 1.2 ml di acqua milliQ il campione per 1 ora a temperatura ambiente   

3. Agitazione 30 sec al vortex 

4. Aggiunta di 1.2 ml di cloroformio 

5. Agitazione con vortex alla massima velocità per 1 minuto 

6. Centrifugazione 4600 giri/min per 5 min 

7. Rimozione di del cloroformio (depositato in basso) e trasferimento in provetta 

troncoconica 

8. Ripetizione del punto 4,5 e 6 e trasferimento del secondo estratto di cloroformio, 

addizionato al primo nella troncoconica. 

9. Evaporazione del cloroformio sotto flusso di azoto 

10. Aggiunta di 0.1 ml di acetone e agitazione con vortex 30 sec 
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11. Iniezione di 0.002 ml del campione in sistema UPLC 

3.6 Analisi UPLC 

L'analisi è stata eseguita sul sistema cromatografico liquido ad alta pressione di classe H di 

Acquity (Waters Corporation, Millford, US), dotato di un gestore di solventi quaternario, un 

gestore di campioni, un riscaldatore di colonna e un rivelatore di fotodiodi (PDA).  L'intera 

configurazione è stata guidata dal software Empower v2.0 di Waters Corporation. È stata 

applicata una versione più veloce (20 minuti anziché 46 minuti) del metodo sviluppato da 

(Chauveau-Duriot et al., 2010) Tabella 4.  La fase stazionaria era la colonna Acquity UPLC 

BEH C18 (2.1mm x 100mm, 1.7um).  La fase mobile era composta dalla fase A: acetonitrile 

(75) -diclorometano (10) -metanolo (15) e fase B ovvero acetato d’ ammonio in acqua.  Il 

gradiente consisteva di 75:25 (A: B) da 0 a 10 minuti, 98: 2 (A: B) da 10 a 11 minuti, 98: 2 (A: 

B) da 11 a 20 minuti.  Il flusso era di 0,4 ml/min, il forno per la colonna era impostato a 35 ° C e 

il caricamento del campione veniva effettuato a 20 ° C. L’analisi del PDA eseguita a una 

lunghezza d’onda di 450 nm su una scansione di spettro nell’intervallo 210-500 nm.  

   
UPLC Chauveau-Duriot et al., 

2010 
UPLC Chauveau-Duriot et al., 2010 

veloce 

Tipo di colonna  
150x2.1 mm, Acquity UPLC HSS 

T3 1.8- μm  
100x2.1 mm, Acquity UPLC BEH C18 

1.7μm  
      

Temperatura 35 °C 35 °C 
      

Temperatura 
campione 

20 °C 20 °C 

      
Durata della corsa  46 min  20 min  

      
Flusso  0,4 ml/min  0,4 ml/min  

      

Fase mobile  

Acetonitrile-diclorometano-
metanolo (75/10/15) (A) 

Acetonitrile-diclorometano-metanolo 
(75/10/15) (A) 

Water Containing 0,05 M 
acetato d'ammonio (B) 

Water Containing 0,05 M acetato 
d'ammonio (B) 

      
Sistema di eluizione  Gradiente  Gradiente  

      

Gradiente  

75% A 25% B per 20 min 75% A 25% B per 10 min 

Da 75% a 100% A per 1 min Da 75% a 98% A per 1 min 

da 100% a 98% A per 9 min 98% per 9 min 

98% fino alla fine   
Tabella 4. Differenze tra metodo Chauveau-Duriot et al., (2010) e metodo Chauveau-Duriot et al., (2010) veloce 
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3.4 Quantificazione carotenoidi  

I carotenoidi sono stati identificati tramite il confronto col tempo di ritenzione dello standard 

puro. La loro quantificazione è stata eseguita mediante calibrazione esterna. Lo standard puro è 

stato disciolto in acetone a diverse concentrazioni e iniettato 2 μl in UPLC. Sono stati calcolati 

il limite di quantificazione (LOQ) ed il limite di identificazione (LOD), considerando il LOQ 

come segnale 10 volte al rumore di fondo e LOD come 3 volte il rumore di fondo. 

 

4.Risultati e discussione 

4.1 Rette di calibrazione carotenoidi 

Le figure Figura 15, Figura 16,Figura 17,Figura 18 eFigura 19 mostrano le rette di calibrazione 

costruite utilizzando il metodo UPLC veloce applicato. La curva di calibrazione del β-carotene è 

stata costruita su 6 punti di concentrazione con un range da 0.054 a 108 µg/ml. La retta della -

criptoxantina compre un intervallo di concentrazione da 0.5 a 100 µg/ml. D’altra parte, 

l’intervallo della curva della zeaxantina, luteina e astaxantina è compreso tra 5 e 100 µg/ml.  

Sono stati inoltre calcolati i valori di LOQ e LOD per alcuni carotenoidi più comuni. La Tabella 

5 mostra i valori di alcune xantofille (astaxantina, zeaxantina, luteina e b-criptoxantina) e del β-

carotene. Il valore di LOQ delle xantofille è più alto poiché hanno una sensibilità minore 

rispetto ai caroteni (β-carotene). Le xantofille sono più polari per cui interagiscono meno con la 

fase stazionaria inversa, apolare C18, rispetto al β-carotene, che essendo privo di gruppo 

idrossilici mostra un LOQ più basso di 0.017 mg/kg. La b-criptoxantina è la xantofilla che 

mostra il valore di LOQ migliore pari a 0.2 mg/kg. 

 

Tabella 5 Limite di quantificazione (LOQ) e limite di rilevazione (LOD) di luteina, b-cartone nell'analisi UPLC con 

colonna BEH C18 

Carotenoidi Tempo di ritenzione 
LOQ LOD 

mg/kg  

astaxantina 3.20 2.6 0.9 

zeaxantina 4.02 2.6 0.9 

lutein 4.21 2.7 0.9 

-criptoxantina 13.32 0.20 0.07 

-carotene 15.55 0.017 0.006 
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Figura 15. Retta di calibrazione astaxantina 

 

Figura 16. Retta di calibrazione zeaxantina 

 

Figura 17. Retta di calibrazione luteina 
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Figura 18. Retta di calibrazione β-criptoxantina 

 

Figura 19. Retta di calibrazione β-carotene 

 

 

 

 

 

4.2 Carotenoidi in alghe ad uso alimentare 

4.2.1 Estrazione con metanolo 

Una volta ottimizzato il metodo di Chauveau-Duriot et al. (2010), sono state analizzate le alghe 

di interesse con supposto profilo in carotenoidi differente.  
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Figura 20. Profilo UPLC ottimizzato di 4 alghe ad uso alimentare dopo iniezione diretta dell’estratto metanolico. 

Dai cromatogrammi della Figura 20 ottenuti a seguito dell’iniezione dei campioni si può notare 

la presenza xantofille e caroteni, normalmente le prime le andremo a visualizzare nella parte 

iniziale del cromatogramma e successivamente verranno visualizzati i caroteni. Tutto ciò è 

spiegato dalla polarità di questi composti, le xantofille essendo polari tendono ad uscire prima 

dalla colonna apolare, avendo lavorato in fase inversa. Come notiamo due xantofille, in 

particolare la zeaxantina nel primo e la luteina nel quarto cromatogramma tenderanno ad uscire 

prima dalla colonna e di conseguenza verranno visualizzate per prime. 

I caroteni a differenza delle precedenti sono apolari e lipofilici, queste caratteristiche portano 

questi composti ad essere visualizzati nella parte terminale del cromatogramma. 

Come si può notare dalla Tabella 6, tramite questa estrazione sono stati riscontrati nell’eisenia 

5432.9 mg/kg di zeaxantina, nell’ulva e nel codium la concentrazione dei carotenoidi si trova al 

di sotto del limite di identificazione ed infine nell’enteromorpha sono presenti 2263.0 mg/kg di 

luteina. 

 

  Eisenia Codium Ulva Enteromorfa 

  zeaxantina luteina zeaxantina luteina zeaxantina luteina luteina zeaxantina 

mg/kg dried 5432.9 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 2263.0 <LOD 

SD 48.9 - -  -   -  - 49.4  - 

CV% 0.90 -   - -   -  - 2.18 -  

Tabella 6. Carotenoidi nelle 4 alghe analizzate, estratti con metanolo. I risultati sono la media di 3 repliche ± 

deviazione standard (SD). CV è il coefficiente di variazione espresso in percentuale. 
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Per migliore la quantificazione occorre concentrare il campione iniziale. In metanolo questo non 

è stato possibile poiché le alghe oltre ai carotenoidi contengono lipidi, polisaccaridi e proteine 

che inficiano l’analisi UPLC. Per cui l’approccio successivo per concentrare il campione ha 

previsto un’estrazione dell’estratto metanolico con cloroformio (1:1) come riportato al capitolo 

4.2 (Fraser et al., 2000). Il campione è stato concentrato quindi 12 volte. 

 

4.2.2 Estrazione con metanolo e cloroformio (1:1) 

 

 

Figura 21. Picchi cromatografici di Zeaxantina in eisenia e luteina in enteromorpha, derivanti dall'utilizzo del 

metodo metanolo/ cloroformio 1:1 e a seguito di concentrazione. 

                                                                                  

  Eisenia Codium Ulva Enteromorpha 

  zeaxantina luteina zeaxantina luteina zeaxantina luteina luteina zeaxantina 

mg/kg dried 5969.9 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 1744.0 <LOD 

SD 93.7 -   -  - - - 40.7 - 

CV% 1.57 -  -   - - - 2.34 - 

 

Tabella 7. Carotenoidi nelle 4 alghe analizzate, estratti con metanolo e cloroformio (1:1). I risultati sono la 

media di 3 repliche ± deviazione standard (SD). CV è il coefficiente di variazione espresso in percentuale. 

 

Enteromoorpha 
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Confrontando i valori presenti in Tabella 6 e Tabella 7, si nota una sottostima del 

quantitativo di zeaxantina nell’eisenia e una sovrastima del quantitativo di luteina 

nell’enteromorpha dalla prima estrazione con metanolo. 

 

 

Figura 22. Cromatogrammi UPLC del profilo dei carotenoidi nei quattro campioni di alghe: dall’alto Eisenia 

arborea (in rosso), Codium fragile (in blu), Ulva Lactuca (in verde), Enteromorpha intestinalis (in nero) 
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5. Conclusioni 

In conclusione, ottimizzando il metodo di riferimento Chauveau-Duriot et al. (2010), è 

stato possibile ridurre il tempo di analisi da 46 minuti a 20 minuti, ridurre il consumo di 

solvente, ottenere LOQ più bassi per il β-carotene e LOQ maggiori per le xantofille con 

un range tra 0.5 e 100 µg/ml.  

Inoltre, si può dire che l’estrazione con cloroformio e metanolo (1:1) rispetto 

all’estrazione con metanolo produce risultati più attendibili in alghe ad uso alimentare.  

È stato dimostrato che le 4 alghe caratterizzate presentano profili differenti di carotenoidi 

tra di loro, in quanto è stata riscontrata una quantità maggiore di xantofille, come 

astaxantina e luteina, rispetto a caroteni. 

Dalle analisi è emerso che l’Eisenia contiene principalmente solo zeaxantina (5969.9 

mg/kg secco), il Codium e l’Ulva contengono un quantitativo non misurabile di 

carotenoidi ed infine l’Enteromorpha contiene principalmente luteina (1744.0 mg/kg 

secco). 
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