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Sazetak: Cilj ovog istrazivanja bio je kemijski karakterizirati do sada neistrazene makroalge iz
Jadranskog mora (smeda alga Fucus virsoides, crvena alga Amphiroa rigida i zelena alga Codium
bursa). Za odredivanije profila isparljivih spojeva koristene su razli¢ite metode (mikroekstrakcija vrsnih
para na krutoj fazi (HS-SPME), hidrodestilacija (HD) i ekstrakcija s CO2 u superkriti€cnom stanju
(ESCO2)) koje su provedene na svjezim, osuSenim na zraku i liofiliziranim uzorcima makroalgi.
Dobiveni izolati analizirani su pomoc¢u vezanog sustava plinska kromatografija i spektrometrija masa
(GC-MS). Nadalje, sastav masnih kiselina analiziran je pomocu plinske kromatografije s plameno-
ionizacijskim detektorom (GC-FID). Iz liofiliziranih uzoraka makroalgi ekstrahirani su i prociSéeni
pigmenti primjenom ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPE) te ESCO:2 koji su potom identificirani i
kvantificirani pomocu tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC). Dodatno,
spektrofotometrijskom metodom odredene su koncentracije ukupnih klorofila a i b te karotenoida u
frakcijama dobivenim primjenom SPE i u CO2 ekstraktima. Na temelju dobivenih rezultata uoene su
znacajne razlike u kemijskom sastavu izmedu razli€itih vrsta makroalgi. Tijekom odredivanja profila
isparljivin spojeva utvrdeno je da utjecaj susenja ima znacajnu ulogu na sastav prisutnih spojeva.
Takoder, uoceni su produkti degradacije masnih kiselina i pigmenata koji upuéuju na oksidacijske
procese tijekom suSenja. Makroalge koriStene u ovom istrazivanju mogu se smatrati izvorima
visokovrijednih w-3 i w-6 masnih kiselina koje su bile prisutne u sve tri analizirane makroalge.
Rezultati su pokazali da su prisutni karakteristi¢ni pigmenti za pojedinu skupinu makroalgi. Za smedu
makroalgu F. virsoides fukoksantin je detektiran kao dominatan pigment, u crvenoj algi A. rigida
klorofil a i B-karoten bili su najzastupljeniji, dok je za zelenu algu C. bursa utvrdena dominantnost
klorofila b i astaksantina. Ovo istrazivanje znacajno doprinosi boljem shvacanju kemijske
bioraznolikosti makroalgi iz Jadranskog mora te njihovom potencijalu za primjenu u prehrambenoj,
kozmetickoj i/ili farmaceutskoj industriji.
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Summary: The aim of this study was to provide chemical characterization of unexplored macroalgae
from the Adriatic Sea; brown alga Fucus virsoides, red alga Amphiroa rigida and green alga Codium
bursa. Various methods were used to determine the volatilome profiles of fresh, air-dried and freeze-
dried samples, including headspace solid-phase microextraction (HS-SPME), hydrodistillation (HD)
and supercritical CO2 extraction (ESCO2). The obtained isolates were analyzed by coupled gas
chromatography and mass spectrometry (GC-MS). Furthermore, the fatty acid content was analyzed
by gas chromatography with a flame ionization detector (GC-FID). The pigments were extracted and
purified using solid phase extraction (SPE) and ESCO:2 from freeze-dried macroalgal samples. In the
obtained purified fractions and CO:2 extracts, the pigments were identified and quantified by high
performance liquid chromatography (HPLC). In addition, the concentrations of total chlorophylls and
carotenoids in the obtained SPE fractions and CO2 extracts were determined by spectrophotometric
method. Based on the obtained results, significant differences were observed between different types
of macroalgae. During the determination of the profile of volatile compounds, it was found that the
influence of air drying plays a significant role on the composition of the present compounds. Also,
degradation products of fatty acids and pigments were observed, which indicate oxidation processes
during drying. The macroalgae used in this study can be considered as sources of high-value w-3
and w-6 fatty acids that were present in all three macroalgae. The results showed that characteristic
pigments for a particular group of macroalgae were present. Fucoxanthin was detected as the
dominant pigment in brown alga F. virsoides, chlorophyll a and B-carotene were dominant in red alga
A. rigida, while in green alga C. bursa chlorophyll b and astaxanthin were present. This research
significantly contributes to a better understanding of the chemical biodiversity of macroalgae from the
Adriatic Sea and their potential for application in the food, cosmetic and/or pharmaceutical industries.
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plinska kromatografija s plameno-ionizacijskim detektorom (engl. gas
chromatography with flame ionization detector)



GC-MS

HD
HPLC

HS-SPME
LC-MS

NMR
PDMS/DVB

PTFE
PUFAs
RI

ROS
SC-CO:
SD

SPE
SPME
SV

TLC
UHPLC-DAD-
ESI-MS

uv
Uv/VIS
v/v

plinska kromatografija sa spektrometrijom masa (engl. gas
chromatography-mass spectrometry)
hidrodestilacija (engl. hydrodistillation)
tekuéinska kromatografija  visoke
performance liquid chromatography)
mikroekstrakcija vrdnih para na krutoj fazi (engl. headspace solid-
phase microextraction)

tekuc¢inska kromatografija sa spektrometrijom masa (engl. Liquid
chromatography-mass spectrometry)

nuklearna magnetska rezonancija (engl. nuclear magnetic resonance)
polidimetilsiloksan/divinilbenzen (engl.
polydimethylsiloxane/divinylbenzene)

politetrafluoroetilen (engl. polytetrafiuoroethylene)

polinezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acids)
indeksi zadrzavanja (engl. retention index)

reaktivne vrste kisika (engl. reactive oxygen species)

superkriticni CO2 (engl. supercritical COy)

standardna devijacija (engl. standard deviation)

ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. solid-phase extraction)
mikroekstrakcija na krutoj fazi (engl. solid-phase microextraction)
srednja vrijednost (engl. average)

tankoslojna kromatografija (engl. thin-layer chromatography)
tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti s detektorom s
nizom dioda i elektrosprej ionizacijskom masenom spektrometrijom
(engl. ultrahigh performance liquid chromatography-diode array
detector with electrospray ionization mass spectrometry)
ultraljubiCasto (engl. ultraviolet)

ultraljubiCasto/vidljivo (engl. ultraviolet-visible)

volumni udio (engl. volume per volume)

djelotvornosti  (engl.  high
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1. Uvod

Makroalge su od davnina poznate po pozitivnom ucinku na ljudsko zdravlje, a u zadnje vrijeme
priviaCe sve vecCu pozornost znanstvenika zbog svoje jedinstvene bioloSke i kemijske
raznolikosti (Michalak i Chojnacka, 2018). Dijele se na tri skupine s obzirom na boju talusa;
zelene (Chlorophyta), crvene (Rhodophyta) i smede (Ochrophyta) makroalge (Haryatfrehni i
sur., 2015). Tijekom rasta i prilagodbe na ekstremne uvjete okoliSa (temperaturne oscilacije,
salinitet, ultraljubi¢asto (UV) zraCenje, polutanti), makroalge imaju sposobnost biosinteze
razliCitin prirodnih organskih spojeva, medu kojima su isparljivi organski spojevi, pigmenti
(klorofili, karotenoidi), polinezasicene masne kiseline (PUFAs) te drugi spojevi poput
polifenola, vitamina, minerala i polisaharida (Mahadevan, 2015). Ovisno o prisutnim spojevima
makroalge posjeduju razli€ita bioloSka svojstva, poput antioksidacijskih (Ceron i sur., 2007;
Sachindra i sur., 2007), antitumorskih (Kavalappa i sur., 2019) i antibakterijskih (Karpinski i
Adamczak, 2019). Iz navedenih razloga, makroalge imaju potencijal primjene u razli€itim
sektorima prehrambene, kozmetiCke i/ili farmaceutske industrije (Mahadevan, 2015; Bueno i
sur., 2017; Ganesan i sur., 2019)

Isparljivi spojevi sluze za kemijsku komunikaciju i djeluju kao inhibitori bakterija i gljivica
(Santos Leite Neta i Narain, 2018). Njihova koncentracija i sastav ovise o vrsti makroalge,
geografskoj lokaciji, klimi, godiSnjem dobu i stadiju razvoja makroalge (Niemczyk i sur., 2018).
Pojedini isparljivi spojevi nastaju iz masnih kiselina pomoc¢u enzimskih reakcija (Le Pape i sur.,
2004), a mogu nastati i enzimskom ili neenzimskom razgradnjom karotenoida i klorofila (Ishida
i Bartley, 2005). Nezasi¢ene masne kiseline su ishodni spojevi za nastanak aldehida
(Boonprab i sur., 2006; Akakabe i sur., 2003), alifatskih alkohola (Tanchotikul i Hsieh, 1989)
te ugljikovodika s razli€itim brojem ugljikovih atoma (Hombeck i Boland, 1998). Razgradnjom
karotenoida nastaju kratkolan€ani oksidirani spojevi (Silva Ferreira i sur., 2008), dok razgradni
produkti klorofila nastaju najéeSée fotooksidacijom od kojih je najpoznatiji fitol (Rontani i sur.,
2003).

Makroalge sadrze visoke udjele nezasicenih masnih kiselina $to ih €ini vaznima za ljudsko
zdravlje buduéi da PUFAs imaju znacajnu ulogu u o€uvanju kardiovaskularnog sustava te
protuupalno djelovanje (Galloway i sur., 2012). Najzastupljenije PUFAs u crvenim i smedim
makroalgama su eikosapentaenska kiselina (w-3) te arahidonska kiselina (w-6), dok zelene
makroalge vecéinom sadrze linolnu (w-6) kiselinu i a-linolensku (w-3) kiselinu (Pereira i sur.,
2012a). Nadalje, karotenoidi prisutni u makroalgama imaju razliCite primjene od kojih se
izdvaja primjena u prehrambenoj industriji te se koriste kao antioksidansi, posebice (3-karoten
i fukoksantin (Foo i sur., 2017; Sangeetha i sur., 2009). Karotenoidi su pomo¢ni pigmenti jer
sluZe za prenoSenje energije sunceva zraCenja do klorofila te Stite stanice od fotooksidacijskog
oStecenja, a dijele se na dvije skupine; karoteni i ksantofili (Zhang i sur., 2020). Pomoc¢ni

pigmenti su i klorofili b, ¢ i d, dok je klorofil a odgovoran za fotosintezu. Buduci da su klorofili

2
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izuzetno osjetljivi na svjetlost, moguc¢ je nastanak njihovih derivata i tjekom ekstrakcije. Feofitin
a je jedan od najzastupljenijih derivata klorofila a koji je pronaden u makroalgama, a poznato

je da je odgovoran za antioksidacijska svojstva makroalgi (Kuczynska i sur., 2015).

Kao rezultat velike razlike u kemijskim strukturama spojeva prisutnih u makroalgama, vazno
je pronaci najucinkovitiju metodu ekstrakcije isparljivih spojeva, ali i njihovih ishodnih spojeva,
masnih kiselina i pigmenata. Kombinacijom razli¢itih metoda moguée je utvrditi relevantne
kemijske profile, ali isto tako i specifi¢ne ili nespecifiéne kemijske markere bioloSkog podrijetla.
Koridtenjem kombinacije mikroekstrakcije vrSnih para na krutoj fazi (HS-SPME),
hidrodestilacije (HD) i ekstrakcije s CO2 u superkriticnom stanju (ESCO.) moguce je dobiti
kemijski profil najisparljivih spojeva, srednje isparljivih spojeva te onih najteze isparljivih.
Nadalje, za ekstrakciju ukupnih lipida iz makroalgi veéinom se koriste poznate konvencionalne
tehnike ekstrakcije, poput metode po Folch-u te Soxhlet-u. Kako bi se povecalo iskoriStenje
cilianih spojeva u ekstraktima, razvijena je metoda ekstrakcije na &vrstoj fazi kojoj je primarna
uloga proc€iSéavanje i koncentriranje ciljanih spojeva iz uzoraka pri emu se povecava
selektivnost ekstrakcije. Svaka od navedenih metoda ekstrakcije ima svoje prednosti i
nedostatke, stoga je vazno ispitati razliCite metode, ali i procesne parametre pojedinog
postupka ekstrakcije kako bi se dobio uvid o njihovom utjecaju na iskoristenje ciljanih spojeva

u dobivenim ekstraktima.

lako su bogatstvo i raznolikost morskih sustava dobro poznati, njihova dostupnost i
iskoriStavanje u Hrvatskoj do sada je bilo vrlo ograni¢eno. S obzirom na bioloSku i kemijsku
raznolikost makroalgi prisutnih u Jadranskom moru, iznimno je vazno utvrditi njihov potencijal
za primjenu u razli€itim podrucjima. Tijekom doktorske disertacije istrazile su se do sada
neistrazene vrste makroalgi Jadranskog mora $to pridonosi boljem shvacaniju njihove kemijske
bioraznolikosti i mogucée daljnje primjene u prehrambenoj, kozmeti¢koj i/ili farmaceutskoj
industriji. Dobiveni su novi kemijski profili, ukljuCujuci isparljive spojeve, masne kiseline i
pigmenti iz tri razliCite makroalge; smede alge Fucus virsoides, crvene alge Amphiroa rigida i

zelene alge Codium bursa.
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2.1. MAKROALGE

Makroalge se istiCu kao izvor prirodnih spojeva s vrijednim nutritivnim, kozmetickim i
farmaceutskim potencijalom, no i dalje se smatraju nedovoljno iskoristenim izvorom
(Wijesekara i sur., 2012). Konstatno su izloZzene razli¢itim ekstremnim uvjetima koji utje€u na
njihov kemijski sastav i dovode do stvaranja razliitih organskih spojeva koji imaju zastitno
djelovanje (Stengel i Connan, 2015). Na prisutnost sekundarnih metabolita takoder utjece i
sama vrsta makroalge, sezonske varijacije, podrucje uzgoja i zemljopisno podrijetlo (Niemczyk
i sur., 2018). Prema svojoj kemijskoj strukturi i sastavu pigmenata, makroalge se dijele u tri
skupine; smede (Ochrophyta), crvene (Rhodophyta) i zelene makroalge (Chlorophyta) (Guiry
i Guiry, 2021). Smede makroalge najvaznije su za primjenu u industriji zbog svog ekoloskog i
ekonomskog potencijala. Prema dostupnim podacima poznato je da smede makroalge s 59 %
zauzimaju najveéi udio u proizvodnji od ukupne proizvodnje makroalgi, nakon toga slijede

crvene alge s 40 % te zelene s manje od 1 % (Wang i sur., 2015).

Dostupno je nekoliko preglednih radova o primjeni makroalgi u prehrambenim, kozmetickim i
farmaceutskim proizvodima. Najzastupljeniji su radovi koji isti€u primjenu makroalgi u
prehrambenim proizvodima i njihovom utjecaju na fizikalno-kemijska svojstva prehrambenih
proizvoda (Holdt i Kraan, 2011; Bocanegra i sur., 2009; Roohinejad i sur., 2016). U posljednje
se vrileme javila veéa zainteresiranost za primjenu makroalgi u kozmetic¢koj industriji jer je
dokazano da komponente izolirane iz makroalgi posjeduju antioksidacijsko, antimikrobno i
protuupalno djelovanje te djeluju protiv starenja i hiperpigmentacije, a u usporedbi sa
sintetickim komponentama one nemaju nepozeljna djelovanja na kozi (Thiyagarasaiyar i sur.,
2020). Medutim, mehanizmi bioaktivhog djelovanja komponenti iz makroalgi jo$ uvijek nisu u

potpunosti poznati tako da su potrebna daljnja istrazivanja.

2.1.1. Primjena makroalgi u prehrambenoj industriji

Makroalge se joS od pocCetka 19. stolje¢a koriste u svakodnevnoj prehrani i tradicionalnoj
medicini u azijskim zemljama. Za svakodnevnu konzumaciju koriste se kao zacini ili povrée u

juhama te s rizom i reznacima (Zeneveld, 1995; Samaraweera i sur., 2012).

lako konzumacija makroalgi u Europi nije toliko Cesta kao u Aziji, ipak su privukle pozornost
zbog bioloski aktivnih spojeva te ih se smatra superhranom (Cofrades i sur., 2016). Istrazivanja
su pokazala da makroalge sadrze veci udio vlakana od nekih kopnenih biljaka, a poznato je
da konzumacija prehrambenih vlakana potiCe rast korisnih crijevnih bakterija, smanjuje rizik
od dijabetesa, pretilosti i poviSenog kolesterola (Hold i Kraan, 2011; Bocanegra i sur., 2009).
Nadalje, makroalge sadrze visoke koncentracije proteina, poput graska i graha, Sto znaci da

se mogu Kkoristiti kao alternativa trenutnim biljnim izvorima bjelancevina (Rodrigues i sur.,
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2015). lako je u makroalgama prisutna mala koli¢ina ukupnih lipida, njihov kvalitativni profil
posebno je zanimljiv s nutricionistickog glediSta upravo zbog prisustva w-3 i w-6 masnih
kiselina, pri éemu se izdvajaju eikosapentaenska i dokosaheksaenska kiselina (Dawczynski i
sur., 2007; Rodrigues i sur., 2015). Karakteristicno za zelene alge je bogatstvo C18 masnih
kiselina medu kojima su najzastupljenije oleinska, linolna i a-linolenska kiselina, dok su crvene
alge poznate po visokim udjelima C20 masnih kiselina poput arahidonske i eikosapentaenske
kiseline, a smede alge posjeduju podjednake udjele C18 i C20 masnih kiselina (Kumari i sur.,
2013). Uvrstavanjem makroalgi u svakodnevnu prehranu moguce je ostvariti blagotvorne
ucinke na zdravlje upravo zbog biolodkih svojstava koje posjeduju (Khan i sur., 2007; Plaza i
sur., 2008)

Polisaharidi izolirani iz makroalgi naj¢e$¢e se primijenjuju u prehrambenim proizvodima zbog
sposobnosti vezanja vode, geliranja te stvaranja emulzija i pjena. Upravo takva svojstva Cine
makroalge vrijednim aditivima u ulozi stabilizatora i sredstava za zgu$njavanje. NajceSci
polisaharidi koji se primjenjuju u prehrambenim proizvodima su alginat, karagenan i agar
(Menon, 2012). Alginat je polisaharid koji se najviSe Koristi, a izolira se iz stani¢nih stjenki
smedih makroalgi. Primjenjuje se zbog razli€itih svojstava, a ponajviSse zbog moguénosti
stvaranja gume, povecava viskoznost proizvoda te djeluje kao emulgator. Do sada je primjenu
nasao u proizvodnji sladoleda kao stabilizator, u pivu i bezalkoholnim pi¢ima za proizvodnju
pjene (Sartal i sur., 2012) te u pojedinim mesnim proizvodima (Cofrades i sur., 2012). Sifra
aditiva za hranu ovisi o soli alginske kiseline: natrijev alginat E-401, kalijev alginat E-402,
amonijev alginat E-403, kalcijev alginat E-404 i propilen glikol alginat E-405 (Sartal i sur.,
2012). Karagenan se izolira iz crvenih makroalgi te ima razli€ita svojstva u prehrambenim
proizvodima s obzirom na kopolimer koji se primjenjuje. NajCeSc¢e se koristi kao sredstvo za
zeliranje, stabiliziranje i zgusnjavanje u mlijecnim proizvodima poput sladoleda, jogurta, sira i
mlijeka. U mesnim preradevinama koristi se za proizvodnju proizvoda smanjenog postotka
masti. Sifra aditiva za hranu je E-407 (Sartal i sur., 2012). Agar se, isto kao karagenan, izolira
iz crvenih makroalgi, a prednost njegove primjene je u visokom taliStu zbog ¢ega su takvi
proizvodi prikladni za skladistenje na sobnim temperaturama. Djeluje kao zgus$njivaC u
punjenju pita i sladoleda te kao stabilizator u mlije€nim proizvodima. Primjenjuje se i za
bistrenje vina i za pripremu proizvoda s niskim udjelom masti. Ima sposobnost sprjeCavanja
kristalizacije $to je razlog njegove primjene za pripremu glazura i u pekarstvu. Sifra aditiva za
hranu je E-406 (Sartal i sur., 2012).

Osim polisaharida, utvrdeno je da se w-3 masne kiseline iz makroalgi mogu koristiti kao
funkcionalni sastojak u razli€itim proizvodima poput hrane za dojen¢ad (Jensen i sur., 2005),
zdravijih varijanti grickalica (Arterburn i sur., 2007) te u sladoledima (Chee i sur., 2007).

Nadalje, nadena je primjena makroalgi u mlije¢nim proizvodima (Lali¢ i sur., 2005) i u mesnim
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preradevinama gdje sluZze kao zamjena za sol i mast (Cofrades i sur., 2012). Najznacanije

primjene makroalgi u prehrambenim proizvodima prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1 Primjena makroalgi u prehrambenim proizvodima

Prehrambeni proizvod Izolirani spoj/ekstrakt iz makroalgi Literaturna referenca
alginat Turquois i Gloria, 2000
sladoled
w-3 masne kiseline Chee i sur., 2007
kruh karagenan, alginat Guarda i sur., 2004
mesni proizvodi prah razlicitih vrsta makroalgi Cofrades i sur., 2016
zrnati sir prah smede makroalge Lali¢ i Berkovi¢, 2005
hrana za dojencad dokosaheksaenska kiselina Jensen i sur., 2005
tjestenina rah smede makroalge Prabhasankar i sur.,
J P 9 2009a, 2009b
grickalice dokosaheksaenska kiselina Arterburn i sur., 2007

2.1.2. Primjena makroalgi u kozmeti¢koj industriji

Tijekom zadnjih nekoliko godina tezi se za kozmeti¢kim proizvodima koji sadrze bioloSki
aktivne spojeve izolirane iz prirodnih izvora, medu kojima se nalaze i makroalge. Temeljem
toga, nekoliko znanstvenika naglasilo je vaznost njihove primjene u kozmeceuticima koji
predstavljaju proizvode s terapeutskim u€inkom na zdravlje koze, a prema svom djelovanju se
nalaze u prijelaznoj kategoriji izmedu lijekova i kozmetike (Dureja i sur., 2005). Poznati
kozmeceutici sadrze spojeve koji tite kozu od Stetnih u€inaka UV zracenja i oksidacijskog
stresa. Zbog svog kemijskog sastava, ekstrakti algi ¢esto se koriste kao stabilizatori i
emulgatori ili kao sastojci s terapijskim u¢inkom (Agatonovi¢-Kustrin i Morton, 2013). Primjena
makroalgi koje posjeduju razliCita bioloSka djelovanja znaCajna za kozmeti¢ku industriju

ukratko je prikazana u Tablici 2.

Makroalge sintetiziraju spojeve za za$titu od reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i slobodnih
radikala, uklju€ujuci polifenole i karotenoide koji mogu upijati UV zralenje te time suzbiti
starenje koze (Bedoux i sur., 2014). Heo i Jeon (2009) istrazili su i potvrdili zastitni u€inak
fukoksantina izoliranog iz smede makroalge Sargassum siliquastrum na oStecenje stanica

izazvano UV-B zraenjem u ljudskom fibroblastu.

Proizvodi protiv starenja (anti-age) koriste se za poboljSanje koZe izloZzene vanjskim
¢imbenicima kao Sto su uvjeti okolia, izloZzenost UV zra€enju i puSenju (Ariede i sur., 2017).
Slobodni radikali uzrokuju razgradnju kolagena i drugih vitalnih funkcija kozZe Sto uzrokuje bore.

Buduc¢i da su makroalge vazan izvor aminokiselina, njihovih derivata i proteina, one imaju
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sposobnost poticanja proizvodnje kolagena u koZi (Bedoux i sur., 2014). Specificna skupina
polifenola koja se nalazi samo u smedim makroalgama, florotanini, pokazuje antioksidacijsko
djelovanje Sto ih Cini pogodnima za primjenu u anti-age proizvodima (Ariede i sur., 2017).
Fujimura i sur. (2001) istrazivali su ucinak primjene gela koji sadrzi 1 % ekstrakta smede
makroalge F. vesiculosus. Rezultati su pokazali znaajno poboljSanje elasti¢nosti koze $to

ukazuje na to da navedena alga posjeduje anti-age svojstva.

Tablica 2 Primjena makroalgi u kozmetiCkim proizvodima

Kozmeticki proizvod Vrsta makroalge Literaturna referenca
Conde i sur., 2000;
proizvodi za zastitu od Porphyra sp. Figueroa i sur., 2003
suhcevog zracenja Sargassum siliquastrum Heo i Jeon, 2009
proizvodi protiv starenja F. vesiculosus Fsu LJJIrTiUEIahIa\S/:% gg?;
proizvodi za Ecklonia cava Ko i sur., 2013
sprjeavanje celulita Furcellaria lumbricalis, F. vesiculosus Al-Bader i sur., 2012
proizvodi za hidrataciju Saccharina japonica Wangi sur., 2013
proizvodi za Ecklonia cava Heo i sur., 2009
sprieCavanje
hipeﬁgigmentécue Sargassum polycystum Chan i sur., 2011

Makroalge se koriste i u proizvodima za smanjenje celulita, a posebno se izdvaja florotanin
diekol izoliran iz smede makroalge Ecklonia cava koji je pokazao najveci potencijal za inhibiciju
adipogeneze koja je usko povezana s pretilosti (Ko i sur., 2013). Al-Bader i sur. (2012) koristili
su smjesu smedih makroalgi, Furcellaria lumbricalis i F. vesiculosus, te su primijetili sinergijski
ucinak aktivnih sastojaka na poboljSanje mehanizama lipolize i stimulaciju proizvodnije
prokolagena I. Osim u anti-celulitnim proizvodima, diekol iz Ecklonia cava se moze primijeniti
i u proizvodima za sprje€avanje hiperpigmentacije jer utjeCe na inhibiciju tirozinaze koja je

uklju¢ena u sintezu melanina (Heo i sur., 2009).

Zbog prisutnosti polisaharida u makroalgama, one se mogu primijeniti u proizvodima za
hidrataciju upravo zbog kapaciteta polisaharida za ¢uvanje vode €ime bi se poboljSala
barijerna funkcija koze i sprije€io nastanak suhoée (Bedoux i sur., 2014). Wang i sur. (2013)
pokazali su da niskomolekularni polisaharidi ekstrahirani iz smedih makroalgi pokazuju vecéu

sposobnost apsorpcije i zadrzavanja vlage u usporedbi s hijaluronskom kiselinom.

2.1.3. Primjena makroalgi u farmaceutskoj industriji

Razli¢ita istrazivanja pokazala su izuzetan potencijal polisaharida i florotanina izoliranih iz
makroalgi za primjenu u farmaceutskoj industriji upravo zbog razli€itih bioaktivnih djelovanja.

Najznacanija djelovanja polisaharida i florotanina navedena su u Tablici 3.
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Tablica 3 Potencijalna primjena makroalgi u farmaceutskoj industriji na temelju bioaktivnosti

Bioaktivnost Spojl/evi Vrsta makroalge Literaturna
referenca
florotanini Ecklonia cava Ah20|037ur.,
antioksidacijska - auli ~ ~
aktivnost N Cystoseira nodlcaL_l is, Cystpsgqu usneoides, Ferreres |
florotanini Cystoseira tamariscifolia, sur. 2012
F. spiralis "
olisaharidi Sargassum swartzii, Sargassum polycystum, Ly i sur.,
antikancerogena P Sargassum oligocystum, Sargassum mcclurei 2005
aktivnost florotanini Ecklonia cava Konz%BSur.,
antivirusna ; - . ) Santoyo i
aktivnost polisaharidi Himanthalia elongata sur., 2011
Cystoseira abies-marina,
olifenoli Porphyra spp., Sargassum vulgare, Plazai sur.,
antimikrobna P Sargassum muticum,Undaria pinnatifida, 2010
aktivnost Halopitys incurvus
fukoksantin Saccharina japonica, Sargassum horneri Si'\sljfngg??
neurpprotek_tlvno florotanini Ecklonia cava Cho i sur.,
djelovanje 2012
florotanini F. guiryi, F. serratus, Barbosa i
antialergijsko F.spiralis, F. vesiculosus sur., 2018
djelovanje - . Lii sur.,
florotanini Ecklonia cava 2008
F. vesiculosus Shazra; Zur.,
hipoglikemijsko polisaharidi Ren i sur
djelovanje Sargassum thunbergii 2017 "
florotanini Ecklonia stolonifera Iwai, 2008
hepatoprotektivno florotanini Ecklonia stolonifera, Kim i sur.,
djelovanje Sargassum sp. 2005

Najvise se istiCu smede makroalge kao najbogatiji izvor florotanina koji posjeduju razliita
bioloSka djelovanja poput antioksidacijskih, protuupalnih, antikancerogenih i mnogih drugih
svojstava (Thomas i Kim, 2011). Istrazivanja su pokazala da struktura florotanina utje€e na
njihovo bioloSko djelovanje. Florotanini vece molekulske mase pokazali su jaCe baktericidno
djelovanje, dok je veca antioksidacijska aktivnost uo¢ena kod florotanina nize molekulske
mase (Nagayama i sur., 2002). Nadalje, Barbosa i sur. (2018) utvrdili su da florotanini imaju
viSestruku ulogu kod prevencije alergijskih reakcija zbog svoje sposobnosti smanjenja stupnja

degranulacije imunoloSkih stanica i suzbijanja enzimskih reakcija povezanih s alergijama.

Ucinkovitost polisaharida na inhibiciju rasta stanica raka ovisi o njihovom stupnju sulfatacije i
molekulskoj masi. Fukoidan s viSom supstitucijom sulfata i niZzom molekulskom masom
pokazao je vece antikancerogeno djelovanje (Cho et al., 2011). Polisaharidi su pokazali

uCinkovitost kao antivirusna sredstva Ciji se mehanizmi temelje na njihovoj sposobnosti



2. Teorijski dio

sprje€avanja po¢etnog vezanja virusa, a isto tako i inhibiciji unutarstani¢ne replikacije (Santoyo
i sur., 2011).

Osim $to se koriste za razvoj novih lijekova, makroalge se koriste i u tradicionalnoj medicini za
olakSanije boli. Osudeni prah makroalgi mozZe se pomijesati s vazelinom ili uliem i ta se smjesa
moze primijeniti za lijeCenje nateCenih zglobova, dok se algin koristi za lokalnu primjenu na
kozi za zacjeljivanje rana (Parapurath i sur., 2012). Cjelokupno znanje o makroalgama i
njihovim bioaktivnim spojevima doprinosi izgradnji zdravog ljudskog organizma, s naglaskom

na ja¢anje imunolo$kog sustava.

2.2. ROD Fucus

2.2.1. Morfoloske i fizioloSke karakteristike roda Fucus

Rod Fucus Siroko je rasprostranjen rod smedih, visegodisnjih i jestivih morskih algi, a spada u
porodicu Fucaceae, red Fucales i razred Ochrophyta koji obuhvacéa preko 1500 vrsta smedih
algi. Ovaj rod nastanjuje vec¢inom hladne do umjerene vode litoralnih i sublitoralnih podrucja
uz stjenovite obale sjeverne hemisfere (Slika 1). Vrste roda Fucus veéinom su priévrScene za
stijene, nasipe te druge morske organizme poput mekusaca i drugih morskih algi (Guiry i Guiry,
2021). Karakterizira ih zelenkasto smedi talus koji se sastoji od drza¢a, stapke i spljostenih
dihotomsko razgranjenih listova sa zavrSnim receptakulima koji natiCu tijekom sezone
reprodukcije. Listovi imaju srediSnje zadebljano podrucje koje se naziva srediSnje rebro, a kod

nekih vrsta mogu se naci i zrani mjehuriéi koji odrzavaju algu u vertikalnom polozaju kada je

potopliena (Kucera i Saunders, 2008).

Slika 1 Prikaz rasprostranjenosti roda Fucus u svijetu (Izvor: Global Biodiversity Information
Facility, 2021)
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Karakterizira ih velika raznolikost fitokemikalija zbog kojih posjeduju razli€ita bioloSka svojstva,
a Sto ih Cini pozZeljnim kandidatima za primjenu u razliCitim industrijama. Mogu se smatrati
izvrsnim izvorom polisaharida, florotanina i fukoksantina za koje su utvrdena vazna bioloska
djelovanja poput lije€enja krvnih ugrudaka, reumatoidnog artritisa, astme, arteroskleroze,
dijabetesa, raka i drugih upalnih stanja izazvanih oksidacijskim stresom (Chung i sur., 2013;
Hentati i sur., 2020; Murray i sur., 2018). Dugi niz godina neke se vrste roda Fucus koriste kao
izvor hrane u zemljama isto¢ne Azije, ali i u nekim obalnim zemljama zapadne Europe i Aljaske
(Pereira, 2016). Posebno se istiCe F. spiralis koji se smatra delicijom na Azorskim otocima
zbog svojih nateCenih receptakula (Slika 2) (Patarra i sur., 2011). U tradicionalnoj medicini,
vrste roda Fucus popularne su zbog visokog sadrzaja joda $to im daje izvanredna terapijska
svojstva za lijeCenje komplikacija povezanih sa guSavosti, Stitnjatom i njenim oticanjem

(Circuncisao i sur., 2018).

Slika 2 Receptakuli smede makroalge Fucus spiralis (Guiry i Guiry, 2021)

2.2.2. Kemijski profili razli€itih vrsta roda Fucus

Tijekom rasta i prilagodbe na abiotiCki stres, makroalge biosintetiziraju razliite isparljive
spojeve za koje je utvrdeno da sluze za komunikaciju i interakciju s okolinom, ali i kao zastita
od predatora te kao antimikrobna sredstva koja Stite algu od patogena i ublaZavaju oksidacijski
stres (Santos Leite Neta i Narain, 2018). Pronadene su vece koncentracije isparljivih
kratkolan€anih masnih kiselina (do 10 C atoma) u razli€itim vrstama makroalgi kada su
tretirane s morskim patogenim Vibrio haveyi, koji je prijetnja mnogim morskim organizmima
(Phamisur., 2008). Takoder, djeluju i kao feromoni to je potvrdeno 1948. godine (Cook i sur.,
1948) kada je tijekom eksperimenta pokretne spermatozoide privukao isparljivi spoj izlu€en iz
jajaSaca smede makroalge F. serratus. Njihova koncentracija i sastav ovise o uvjetima okolisa,
zrelosti makroalge, zemljopisnom podrijetlu, kao i o postupku suSenja i metodi ekstrakcije
(Lopez-Perez i sur., 2016). Bravo-Linares i sur. (2010) utvrdili su da prisutnost ili odsutnost

svjelosti ne utjeCe na koncentraciju isparljivih spojeva $to ukazuje na to da su ti spojevi prisutni
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tijekom fotosinteze, ali i drugih metabolic¢kih procesa poput respiracije. S druge strane, suSenje
odnosno izlaganje makroalgi zraku dovelo je do povecéanja koncentracije isparljivih spojeva u
svim ispitanim vrstama makroalgi uslijed oksidacijskog stresa. Ugljikovodici su karakteristi¢ni
isparljivi spojevi koji se nalaze u smedim algama, s pentadekanom kao najzastupljenijim
spojem, a povezani su s degradacijom masnih kiselina (Youngblood i sur., 1971; Youngblood
i Blumer, 1973; Clark i Blumer, 1967).

Literaturni podaci vezani uz identifikaciju isparljivih spojeva vrsta roda Fucus relativno su malo
zastupljeni, a znacajnija istrazivanja kemijskog sastava isparljivih spojeva iz razli€itih Fucus

vrsta dobivenih razli¢itim postupcima izolacije, prikazana su u Tablici 4.

Tablica 4 Prikaz najznacajnijin znanstvenih istrazivanja isparljivih spojeva iz razli€itih vrsta

makroalgi roda Fucus

Makroalge Metoda Detektirani isparliivi spoievi Metoda Literaturna
roda Fucus izolacije pary PoJ identifikacije | referenca
viSestruka dimetil-sulfid, etil-acetat, heptadekan, Mirzaveva i
F. spiralis ekstrakcija benzaldehid, heksanal, heptanal, GC-MS y
. sur., 2021
vrsnih para butan-1-ol
(2)-pent-2-en-1-ol, okt-1-en-3-ol, (E)-

F. okt-2-en-1-ol, Mouritsen i
vesiculosus HS-SPME 2,2,6-trimetilcikloheksan, GC-MS sur., 2019
B-ciklocitral, f-jonon, butan-2-on

F. . .
. heksanal, heptanal, oktanal Peinado i
vesiculosus, HS-SPME ’ ’ L GC-MS
F. spiralis okt-1-en-3-ol, hepta-2,4-dienal sur., 2014
F. bromoform, dijodometan, Bravo-
vesiculosus, HS-SPME tetrakloreten,bromodiklorometan, GC-MS Linares i
F. serratus dimetil-sulfid sur., 2010
dinamicka oktan, etil-acetat, heksanal,
tehnika pent-1-en-3-ol, heks-2-enal, Beauchene
F. serratus izolacije oktan-3-on, oktanal, pent-2-en-1-ol, GC-MS i sur., 2000
vrsnih para heksan-1-ol, heks-3-en-1-ol
F. distichus, .
Fspils, | sksatcrapo | | Sieten levedeken penadolen, | | vourgpioa
F. Soxhlet-u ’ henikosan ’ ’ i sur., 1971
vesiculosus

Alge iz porodice Fucaceae i roda Fucus sadrze visoke koncentracije miristinske kiseline te ih
karakterizira veéa zastupljenost w-6 masnih kiselina u odnosu na w-3 masne kiseline (Najdek
i sur., 2014; Khotimchenko, 1998; Colombo i sur., 2006). Nadalje, rod Fucus je dobar izvor
PUFAs sa poZzeljnim omjerom w-6/w-3 masnih kiselina koji iznosi izmedu 1,5-3 Sto predstavlja
pozZeljan omjer u ljudskoj prehrani (Colombo i sur., 2006; Van Ginneken i sur., 2011).
NajznacCanije w-3 masne kiseline u smedim algama su eikosapentaenska, a-linolenska i
stearidonska, dok je arahidonska najzastupljenija w-6 masna kiselina (Dembitsky i sur., 1990;

Jones i Harwood, 1992; Miyashita i sur., 2013). Opcenito, oleinska kiselina je dominantna
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masna kiselina nadena u smedim algama, a njena koncentracija ovisi 0 godiSnjem dobu §to je
utvrdeno u algama F. serratus i F. spiralis koje su tijekom ljethog perioda sadrzavale najvece
koncentracije spomenute masne kiseline (Kim i sur., 1996). Osim godiSnjeg doba, utjecaj na
ukupni sadrzaj lipida i sastav masnih kiselina imaju i drugi Cimbenici poput temperature,
dostupnih nutrijenata i svjetlosti (Gosch i sur., 2012). Khotimchenko (2002) utvrdio je da
makroalge koje rastu u sjenovitim podrucjima imaju veci udio lipida od onih koje rastu u
podrucjima s dostupnom svjetloS¢u Sto se moZe objasniti €injenicom da tilakoidne membrane
povecéavaju svoju povrsinu sintetizirajuci njihove gradivne elemente medu kojima su i PUFAs
kako bi se povecala povrSina za apsorpciju sunéeve svjetlosti (Sukenik i sur., 1989). Ukupni
udio lipida u vrstama roda Fucus kre¢e se od 1 do 4 % (Kim i sur., 1996; Munda, 1964,
Khotimchenko, 1998).

Pregledom literature vezane uz sastav masnih kiselina izdvojeni su najznacajniji znanstveni
radovi koji uklju€uju analize na razli¢itim makroalgama iz roda Fucus, a prikazani su u Tablici
5.

Tablica 5 Prikaz najznacajnijih znanstvenih istrazivanja masnih kiselina iz razli¢itih vrsta

makroalgi roda Fucus

Malr(;zzlge Otapalo/smjesa Detektirane masne Metoda Literaturna
F otapala kiseline identifikacije referenca
ucus
C18:1n9¢, C20:4n6, C16:0, Francisco i
F. spiralis kloroform/metanol | C14:0, C20:5n3, C18:2n6c, GC-FID sur. 2020
C18:3n6, C18:4n3 "
C16:0, C18:1n9¢, C14:0,
. diklormetan/ C20:2n6, C20:4n6, Grozdanic i
F. spiralis metanol C20:5n3, C18:3n6. GC-FID sur., 2020
C18:2n6¢, C18:0, C16:1
F kloroform/metanol/ C18:1n9c, C20:4n6, C16:0, Lorenzo i sur
L C14:0, C20:5n3, C18:3n6, GC-FID v
vesiculosus voda ] 2017
C20:2n6
o diklormetan/ C16:0, C14:0, C18:1n9c, Najdek i sur.,
F. virsoides metanol C20:4n6, C20:5n3 GC 2014
F C16:0, C13:2n66, C20:5n3 Peinado i sur
o petroleter :0, :2n6e, :5n3, GC-FID ”
vesiculosus C18:3n6, C22:6n3 2014
C18:0, C20:5n3, C14:0,
. C16:1, C16:0, C18:1n9c, Silva i sur.,
F. spiralis kloroform/metanol C20-0, C18:2n6¢, C22:0. GC-MS 2013
C17:0, C22:1n9
C16:0, C18:1n9c, C20:4n6, Khotimchenko
F. distichus kloroform/metanol | C20:5n3, C14:0, C18:2n6c, GC-FID .
C18:3n6, C18:4n3 | sur., 2002
E C18:1n9¢, C20:5n3, C16:0, Herbreteau i
vesicu'losus kloroform/metanol C18:3n6, C16:1, C20:4n6, GC-FID sur. 1997
C22:6n3, C18:4n3 "
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Pigmenti koji se nalaze u smedim algama uklju€uju fukoksantin koji €ini oko 70 % prisutnih
karotenoida u F. serratus i F. vesiculosus, uz (-karoten koji je prisutan u znatno nizim
koncentracijama (Haugan i Liaaen-Jensen, 1989; 1994). Nadalje, prisutni su klorofil a, koji je
odgovoran za fotosintezu, te klorofil ¢ koji sluzi kao pomoc¢ni pigment. Fukoksantin pripada
skupini ksantofila te je odgovoran za karakteristichu boju smedih makroalgi buduéi da
zamaskira klorofil i ostale prisutne karotenoide (Matsuno, 2001; Dasgupta, 2015). Medutim,
utvrdena je i prisutnost feofitina a koji predstavlja derivat klorofila a, a neka istraZzivanja ukazuju
da i on znacajno doprinosi boji smedih makroalgi davajuéi im maslinasto-smedu boju (Silva i
sur., 2019). Smede makroalge smatraju se vrlo vaznim izvorom fukoksantina koji posjeduje
razliCita bioloSka svojstva poput antioksidacijskin (Maeda i sur., 2018), antikancerogenih
(Méresse i sur., 2020), neuroprotektivnih (Zhang i sur., 2017), protuupalnih (Heo i sur., 2008;
Kim i sur., 2010), hipoglikemijskih (Maeda i sur., 2007), hepatoprotektivnih (Woo i sur., 2010)
i drugih svojstava. Sadrzaj ovog pigmenta u makroalgama roda Fucus ovisi o vrsti makroalge,
zivotnom ciklusu, uvjetima okoliSa, poput svjetlosti, temperature, saliniteta i kemijskom sastavu
morske vode te o dubini na kojoj rastu (Lalegerie i sur., 2020). Utvrdeno je da je veéi udio
fukoksantina imala alga F. vesiculosus koja je rasla na 4 m dubine, u odnosu na one alge koje

rastu u pli¢im predjelima (Catarino i sur., 2018).

U Tablici 6 se moze primijetiti kako su razliCita istrazivanja koristila drugacije metode
ekstrakcije i otapala za ekstrakciju fukoksantina iz makroalgi roda Fucus. Iznimno je vazno
pronaéi odgovarajucu metodu ekstrakcije koja ¢e omoguciti maksimalno iskoristenje ove vrlo

vazne bioaktivne komponente.
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Tablica 6 Prikaz najznacajnijih znanstvenih istraZivanja pigmenata iz razli€itih vrsta makroalgi

roda Fucus
Makroalge . M.(.atoda De.tektlrar.n Metoda identifikacije Literaturna
roda Fucus izolacije/otapalo pigmenti referenca
mikroekstrakcija na
F. krutoj fazi . Nunes i sur.,
vesiculosus potpomognuta fukoksantin HPLC 2019
mijeSanjem
fukoksantin,
E aceton s 0,1 % klorofil a,
vesiculosus ' butlllranog feof!tln a, UHPLC-DAD-ESI-MS | Silvaii sur., 2019
hidroksitoluena lutein, -
karoten
F. ekstrakcija Shannon i Abu-
vesiculosus, potpomognuta fukoksantin HPLC, LC-MS
L Ghannam, 2018
F. serratus enzimima
F. serratus heksan/aceton fukoksantin HPLC Heffer2n0a1n6| sur.,
F. . Shannon i Abu-
vesiculosus aceton fukoksantin HPLC Ghannam, 2017
F. . .
evanescens etanol fukoksantin NMR, ESI-MS Imbs i sur., 2013
F. distichus metanol fukoksantin HPLC TeraSZ%'gé sur.,
F. distichus, fukoksantin
F. spiralis, ’ spektrofotometrijska Colléni
F metanol/heksan B-karoten, i Davi 1999
; Klorofil analiza avison,
evanescens

2.3. ROD Amphiroa

2.3.1. Morfoloske i fizioloSke karakteristike roda Amphiroa

Amphiroa je rod taloidnih crvenih algi koji obuhvaéa oko 66 vrsta, a spada u porodicu

Lithophyllaceae, red Corallinales i razred Rhodophyta. Rasprostranjen je u tropskim i

suptropskim podrucjima (Slika 3) obuhvaéajuéi razliite morfoloske tipove koji mogu biti od

nekoliko milimetara do ¢ak 30 cm. Talus je obi¢no uspravan, ponekad upleten, a grane se

sastoje od naizmjeni¢nih dekalcificiranih genikula i kalcificiranih intergenikula koji mogu biti

dihotomski, trihotomski, nepravilno razgranjeni ili skupljeni (Guiry i Guiry, 2021). Economou-
Amilli i sur. (1990) istrazili su morfoloSke karakteristike A. rigida pomocéu skenirajuc¢e
elektronske mikroskopije i utvrdili da njeni listovi rastu vrlo blizu jedan drugomu u visinu od 1
do 2 cm, nepravilno su razgranati s jako kalcificiranim segmentima. Za razliku od A. beauvoisii

Ciji listovi su u potpunosti kalcificirani, dihotomski razgranjeni i tvore uspravne nakupine u visinu

do 3 cm.
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Slika 3 Prikaz rasprostranjenosti roda Amphiroa u svijetu (Izvor: Global Biodiversity

Information Facility, 2021)

Opcenito, rod Amphiroa vrlo je malo istrazen, sa samo nekoliko istrazivanja vezanih uz
morfologiju i anatomske karakteristike razlicitih vrsta (Slika 4) (Choi i Lee, 1988; Riosmena-
Rodriguez i Siquelros-Beltrones, 1996; Kim, 1990; Garbary i Johansen, 1987; Economou-
Amilli i sur., 1990). Osim istrazivanja organizacije intergenikularnih povrsina, udubljenja epitela
i varijacije u kalcifikaciji izmedu razli¢itih vrsta, vrlo su oskudna istrazivanja o njihovom

kemijskom sastavu.

Slika 4 MorfoloSke karakteristike razli¢itih vrsta makroalgi roda Amphiroa (Kundal i Mude,
2010)

Naime, nedavno Gopu i Selvam (2020) izolirali su polisaharide prisutne u A. rigida te su utvrdili
da posjeduju znacajnu antioksidacijsku aktivnost in vitro, antimikrobnu aktivnost protiv
Salmonella typhi te da mogu inhibirati razvoj stanica raka dojke. Prema tome, polisaharidi iz

crvene makroalge A. rigida imaju znacCajan potencijal za primjenu u farmaceutskoj industriji.
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IstraZivanja su provedena i na drugim algama roda Amphiroa, poput A. dilatata za koju je
dokazana antioksidacijska aktivnost i inhibicija matricne metaloproteinaze 5to se mozZe
povezati s antikancerogenim djelovanjem (Khan i sur., 2010), a antifungalna i antibakterijska
aktivnost utvrdene su za alge A. bowerbankiii A. ephedraea (Stirk i sur., 2007). Sastav masnih
kiselina istrazen je za A. anceps (Jayasree i sur., 2012) i A. beauvoisii (Fleury i sur., 2011) te
je uo€ena znacajna razlika medu profilima masnih kiselina §to moZze biti posljedica razli€itih

uvjeta uzgoja i abioti¢kih faktora.

2.3.2. Kemijski profili razli¢itih vrsta roda Amphiroa

Istrazivanja na isparljivim spojevima iz makroalgi roda Amphiroa nisu poznata te je to ujedno i
razlog zasto nije prikazan pregled literature isparljivih spojeva. Generalno se za crvene
makroalge moze reci da su one poznate po svom sastavu organohalogenih spojeva koji se
nalaze medu 4 glavne skupine isparljivih spojeva prisutnih u crvenim makroalgama, a uklju€uju
fenole, metabolite nastale iz masnih kiselina, terpenoide te spojeve do 7 C atoma koji sadrze
halogeniranu karbonilnu skupinu (Faulkner, 2001; Blunt i sur., 2003; Kladi i sur., 2004).
Razli¢ita istrazivanja pokuSala su ukazati na vaznost isparljivih spojeva u crvenim
makroalgama za njihova taksonomska obiljezja (Dembitsky i Srebnik, 2002), ali postoji velika
razliCitost medu samim vrstama, ali i rodovima koji spadaju u skupinu crvenih makroalgi.
Utvrdeno je da se koncentracije estera masnih kiselina razlikuju medu vrstama Corallina i
Polysiphonia koje pripadaju istom rodu. Nadalje, u svim ispitanim crvenim makroalgama
uocena je dominantnost zasi¢enih ugljikovodika ravnog lanca, iako su pronadene i znac¢ajne
koncentracije mononezasicenih alkana u pojedinim vrstama. lako uloga spojeva s karbonilnom
skupinom nije poznata, oni su prisutni u visokim koncentracijama $to moze biti pokazatel]
znacajnih alelopatskih funkcija (Kamenarska i sur., 2006). Crvene makroalge posjeduju
jedinstvene biosintetske puteve za proizvodnju organohalogeniranih spojeva te se time isti¢u
u usporedbi sa zelenim i smedim makroalgama (Kladi i sur., 2004). Halogenirani spojevi sluze
kao alelokemikalije, a posjeduju antibakterijsko i antifungalno djelovanje te suzbijaju razvoj
drugih algi. Prisutnost takvih spojeva karakteristicna je za filogenetski naprednije crvene
makroalge (npr. Ceramiales) (Oshihiro i sur., 1999). Spojevi sa bromom puno su vise
zastupljeni od onih s klorom, iako se klor nalazi u ve¢im koncentracijama u morskoj vodi (Kladi
i sur., 2004).

Crvene makroalge koje pripadaju redu Corallinales karakterizira prisutnost razli€itih
esencijalnih masnih kiselina, medu kojima se istiCu eikosapentaenska i arahidonska kiselina
kao najzastupljenije, dok su linolna, a-linolenska i stearidonska kiselina zastupljene u manjem
udjelu (Khotimchenko i sur., 2002; Galloway i sur., 2012). Esencijalne masne kiseline, poput

eikosapentaenske i dokosaheksaenske, imaju vaznu ulogu u imunomodulaciji, razvoju mozga
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i drugih fiziolo&kih funkcija poput stani¢ne signalizacije, regulacije transkripcijskih faktora, te u
ljeCenju i prevenciji karcinoma, ocnih, kardiovaskularnih, neurodegenerativnih i autoimunih
bolesti (Gongalves i sur., 2017). U usporedbi sa zelenim i smedim makroalgama, crvene
makroalge posjeduju vece razlike u sastavu masnih kiselina, $to je utvrdeno kod razli€itih vrsta
gdje se udio zasi¢enih masnih kiselina kretao od 26 % do 80 %. Takoder, udio PUFA isto tako
varira izmedu vrsta i moZe se kretati od 8 % do 55 % (Pereira i sur., 2012a; Li i sur., 2002). U
literaturi se navodi da crvene makroalge mogu biti izvor nutritivno vazne eikosapentaenske
masne kiseline te se mogu koristiti kao dodatak prehrani ili pak primjeniti u farmaceutskoj
industriji (Li i sur., 2002; Graeve i sur., 2002; Vaskovsky i sur., 1996). Jayasree i sur. (2012)
prilikom istraZivanja sastava masnih kiselina A. anceps utvrdili su da je palmitinska kiselina
najzastupljenija zasi¢ena masna kiselina, dok je arahidonska kiselina najzastupljenija PUFA.
Medutim, u drugim algama roda Amphiroa pronadene su znacajne razlike u najzastupljenijim
masnim kiselinama, a pregled utvrdenih profila prikazan je u Tablici 7. Takoder, moze se
primijetiti da su prilikom ekstrakcija ukupnih lipida koriStena razli¢ita otapala $to moze imati

znacajan utjecaj na sastav masnih kiselina (Cotas i sur., 2020).

Tablica 7 Prikaz najznacajnijih znanstvenih istrazivanja masnih kiselina iz razlicitih vrsta

makroalgi roda Amphiroa

Malr(;zzlge Otapalo/smjesa otapala Detekti.ran.e masne . Mgtpda . Literaturna
Ampohi kiseline identifikacije referenca
phiroa
aroh Clo0, ClB e Edirinsinghe i
mé)p./roa petroleter C18:2i’1éc, C1.6;1, GC-FID Abeg(s)iln5ghe,
C12:0, C15:0
C16:0, C18:1n9c, Hanson i
A. anceps diklormetan/metanol/voda C18:0, C18:2n6c, GC-FID
C14:0 sur., 2010
C16:0, C18:1n9c,
fragi;/%}s.sima kloroform/metanol CéézlzooCég;zG GC-FID Heiba, 1989
C17:1, C22:2
C16:0, C20:4n6,
C18:1n9c, C14:0, Jayasree i
A. anceps kloroform/metanol C16:1, C18:0, GC-MS sur., 2012
C20:5n3
A. foliace, C16:0, C14:0, .
Amphiroa metanol/bkgnzlc_en/sumporna C18:1n9¢, C15.0, GC-MS Venkatéag?lzu i
Sp. Iselina C18:0, C17:0 sur.,

Glavni karotenoidi prisutni u crvenim makroalgama su a- i B-karoten te njihovi dihidroksi
derivati, zeaksantin i lutein (Bjgrnland i Aguilar-Martinez, 1976). Naime, dostupna literatura
ukazuje na veliku raznolikost prisutnih karotenoida koji ovise o vrsti makroalge i podrucju rasta

te su time Schubert i sur. (2006) zakljuCili da pojedine crvene makroalge jednostavno nemaju
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sposobnost sinteze zeaksantina, nego nekih drugih ksantofila poput fukoksantina i
neoksantina. Takoder, isto je utvrdeno i za a- i B-karoten koji su predstavljeni kao
najzastupljeniji karotenoidi u crvenim makroalgama, no ne nalaze se u svim vrstama (Terasaki
i sur.,2012; Yalginisur., 2020). MoZe se zakljuciti da alge koje pripadaju istoj skupini posjeduju
neke sli¢nosti u profilu pigmenata, ali nemaju jedinstveni sastav koji se moze primijeniti na
svaku vrstu. Takva pojava oteZzava objasnjenje o ulozi pigmenata u crvenim makroalgama,
prilikom prilagodbe na uvjete okoliSa te na njihovu sposobnost zastite stanica od UV zrac¢enja
(Schubert i sur., 2006). Od svih klorofila (a, b, ¢ i d), jedino je klorofil a prisutan u crvenim
makroalgama te je u pojedinim vrstama utvrdena i prisutnost njegovog derivata feofitina a, ali
je njegova koncentracija bila zna¢ajno manja u usporedbi sa smedim makroalgama (Yalgin i
sur., 2020). Poznato je da pigmenti Stite stanicu od okoliSnog stresa te se mogu koristiti kao
indikator izloZenosti stresu. Yang i sur. (2021) zakljudili su kako bi zatopljenje oceana u
buducnosti moglo znacajno utjecati na razgradnju pigmenata u algama, a time dovesti i do
njihovog prestanka rasta. Prilikom praéenja omjera klorofila a i karotenoida u A. fragilissima
uvidjeli su da se omjer znacajno smanjivao kada je temperatura morske vode prilikom uzgoja

bivala visa.

Dostupnih podataka o pigmentima u vrstama roda Amphiroa je vrlo malo, a vecina podataka
vezana je samo uz spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih koncentracija klorofila i
karotenoida (Tablica 8). Shodno tome, klju¢no je u buducim istrazivanjima dati naglasak na
primjeni visokosofisticiranih analitickih metoda u analizi pigmenata kako bi se rijeSile

nedoumice i kontradiktorna istrazivanja koja su do sada provedena.

Tablica 8 Prikaz najznacaijnijih znanstvenih istrazivanja pigmenata iz razliitih vrsta makroalgi

roda Amphiroa

Mall-(cl)'zglge Otapalo/smjesa Detektirani Metoda Literaturna
Amphiroa otapala pigmenti identifikacije referenca
A. 80 % aceton klorofil a, klorofil b, | spektrofotometrijsko Roy i sur.,
fragilissima ° ukupni karotenoidi odredivanje 2020
. klorofil a, klorofil b, " . .
Amphiroa DMSO. 80 % aceton ukupni karotenoidi, spektrofotpme_trljsko Vimalai sur.,
sp. . odredivanje 2013
fukoksantin
A. o klorofil a, ukupni spektrofotometrijsko | Yangi sur.,
fragilissima 80 % aceton karotenoidi odredivanje 2021
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2.4. ROD Codium

2.4.1. Morfoloske i fizioloSke karakteristike roda Codium

Rod Codium spada u porodicu Codiaceae, red Bryopsidales i razred Chlorophyta te ukljucuju
144 taksonomski prihvaéene vrste koje su rasprostranjene u svim morskim vodama, osim na
Arktiku i Juznim oceanima. Najvedéi broj vrsta nalazi se u prijelaznim florama izmedu umjerene
i suptropske klime, a istiCu se Japan, Juzna Afrika, Australija i Kalifornija-Meksiko (Slika 5).
lako vecina vrsta roda Codium ima uski zemljopisni raspon i pokazuje malu morfolosku
varijabilnost, postoje pojedine vrste koje su rasprostranjene na Sirokom podrucju i pokazuju

sloZzene morfoloske varijabilnosti (Guiry i Guriy, 2021).

O LR

Beuge’

$ g

ot *

Slika 5 Prikaz rasprostranjenosti roda Codium u svijetu (lzvor: Global Biodiversity

Information Facility, 2021)

Talus je kod svih vrsta spuzvast, priljublien uz stijene ili Skoljke te moze biti razli¢itih veli€ina
od 1 cm do 10 m. Unutarnja struktura sastavljena je od bezbojnog tkiva koje se sastoji od gusto
isprepletenih cjevastih struktura i sloja zelenih pregrada zvanih utrikuli. Cvrsti apikalni zidovi
koji €ine povrsinu talusa, zajedno s meduprostorima €ine Codium vrste izvrsnim domacinom
za brojne male alge poput Ectocarpus, Streblonema i Ceramium (Guiry i Guiry, 2021). C. bursa
je svrstana u najsporije rastuce alge na svijetu zbog niske respiracije i fotosinteze (Geertz-
Hansen i sur., 1994). Takoder, debele stani¢ne pregrade omogucuju joj smanjivanje gubitaka
hranjivih tvari Sto rezultira smanjenim potrebama za istim (Vidondo i Duarte, 1995). Potrebe
za hranjivim tvarima moze zadovoljiti recikliranjem i zadrZzavanjem hranjivih sastojaka u vodi

koja se nalazi u unutrasnjosti, a sadrzi jedinstvenu mikrobnu zajednicu (Vaque i sur, 1994).

Razli¢ita istraZivanja pokazuju da se bioaktivhe komponente iz zelenih makroalgi mogu koristiti
kao protuupalna sredstva, antioksidansi (Frikha i sur., 2011), antimikrobne (Moubayed i sur.,
2017) i antigenotoksi¢ne molekule (Celikler i sur., 2009). Medutim, vrste roda Codium

20



2. Teorijski dio

najmanje su istrazene od svih drugih vrsta koje pripadaju razredu Chlorophyta. C. fragile (Slika
6) privlaCi najvise pozornosti zbog svoje invazivne prirode, a posjeduje veliki potencijal
koristenja u biomedicinske svrhe. Dokazano je da ima sposobnost obnove kostiju te stvaranja
nove koStane mase (Surget i sur., 2017). Takoder, pojedine komponente izolirane iz C. fragile
inhibiraju rast stanica melanoma (Kim i sur., 2013). Metanolni ekstrakti makroalgi C.
dichotomum, C. fragile, C. bursa i C. tomentosum pokazali su znacajno inhibicijsko djelovanje
protiv Staphylococcus aureus, a utvrdeno je da na aktivnost utjeCe reproduktivno stanje alge i
godiSnje doba (Chiheb i sur., 2009). Etanolni ekstrakt C. bursa pokazao je znacajno
antibakterijsko djelovanje protiv Escherichia coli i Staphylococcus simulans (Frikha i sur.,
2011).

Slika 6 NajraSirenija invazivna vrsta u svijetu Codium fragile subsp. tomentosoides (Guiry i
Guiry, 2021)

2.4.2. Kemijski profili razli¢itih vrsta roda Codium

Zelene makroalge poznate su po vecoj raznolikosti isparljivih spojeva u odnosu na smede i
crvene makroalge (Santos Leite i Narain, 2018). Karakterizira ih prisutnost dimetil-sulfida
(DMS) koiji je odgovoran za nepoZzeljan miris algi, a njegova prisutnost ukazuje na ulogu algi u
kruzenju sumpora u prirodi (Malin i Kirst, 1997). PozZeljan miris makroalgama daju terpeni koji
su opcenito vrlo malo zastupljeni, za razliku od nezasi¢enih ugljikovodika koji su u zelenim
makroalgama najviSe zastupljeni (Guven i sur., 2013; Youngblood i sur., 1971). Nadalje,
isparljivi spojevi posjeduju znacajna bioloSka djelovanja medu kojima se posebno istice loliloid
izoliran iz C. divaricatum s antirepelentnim (Ozdemir i sur., 2006) i imunosupresivnim (Yilmaz
Koz i sur., 2009) djelovanjem, inhibicijom klijanja (Karabay-Yavasoglu i sur., 2007) i rasta
razli¢itih stanica raka (Yilmaz Koz i sur., 2009). Glavne isparljive komponente utvrdene u
Codium sp. su DMS, etil-acetat, heptadekan, a-jonon, 2-feniletil-acetat i dimetil-sulfoksid
(Mirzayeva i sur., 2021). Medutim, prisutnost odredenih spojeva ovisi o mnogo faktora, a medu
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njima moZze biti i tehnika suSenja samih algi. Utvrdeno je da alge koje su suSene pomocu tri
razli¢ite metode (suSenje na zraku, suSenje u suSioniku i liofilizacija) posjeduju razli€ite
kemijske profile (Chan i sur., 1977). Prisutnost norizoprenoida u C. tomentosum (Valentao i
sur., 2010) moZe biti uslijed degradacije karotenoida Sto upucuje na razvoj alge i daje im
antifungalna svojstva te doprinosi aromi (Lu i Li, 2008). Nadalje, aldehidi koji su prisutni u

algama roda Codium nastaju razgradnjom prisutnih masnih kiselina (Schwab i sur., 2008).

Istrazivanja isparljivih spojeva u algama roda Codium sezu do 1958. godine (Katayama, 1958),
a najznacajnija istrazivanja prikazana su u Tablici 9 gdje su izdvojeni najzastupljeniji spojevi

pronadeni u razli€itim Codium vrstama.

Tablica 9 Prikaz najznacajnijih znanstvenih istrazivanja isparljivih spojeva iz razli€itih vrsta

makroalgi roda Codium

Malr(cr)ct;zlge Metoda izolacije Najza.stuplj_t.en_iji de.tek.tirani . Me:tpda i Literaturna
Codium isparljivi spojevi identifikacije | referenca
DMS, etil-acetat,
. viSestruka ekstrakcija heptadekan, a-jonon, Mirzayeva i
Codium sp. vrsnih para 2-feniletil- acetat, GC-MS sur., 2021
dimetil- sulfoksid
dokos-1-en, eikos-9-en,
kombinacija ek.sakos-1-en,
ekstrakcije organskim trikosan-1-ol, L
C. otapalima oktadekan-1,2-diol, GC-MS Silvai sur.,
tomentosum : cikloheksan, eikosan, 2020
(metanol/diklormetan)
i frakcioniranja doko_san, oktadekan.al_,
2-heksildekan-1-ol, lolioid,
perhidrofarnezil-aceton
metoda po Soxhlet-u dokosan-1-ol, .
C. (diklormetan) i tetrakosan-1-ol, neofitadien GC-MS Santos i
tomentosum RO ! ’ ’ sur., 2015
hidroliza fitol, heptadekan
limonen, dihidroaktinidiolid,
2,3-epoksi-B-jonon,
c benzotiazol, a-jonon, Valentso i
tomentosum HS-SPME d_ekanolakt(_)n, GC-MS sur., 2010
heksahidrofarnezil-aceton,
metil-dihidrojasmonat, (E,E)-
deka-2,4-dienal, linalool
n-trikosan, 2,2,4-trimetil-1,3-
dioksolan,
. n-heksadekan, n-eikosan, n- . .
C. fragile HD u aparaturi po tetrakosan GC-MS Yilmaz Koz i
’ Clevenger-u 3-eti o sur., 2009
-etil-3-metilheptan,
2,4 ,6-trimetiloktan,
n-tridekan

Prisutnost visokih koncentracija palmitinske, heksadekatrienske, oleinske i a-linolenske masne
kiseline karakteristiCna je za Codium vrste, medu kojima je palmitinska zastupljena u najveéim
udjelima (Da Costa i sur., 2015; Valentao i sur., 2010; Khotimchenko i sur., 2002; Dembitsky i
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sur., 2003; Goecke i sur., 2010). Takoder, dugolan€ane kiseline poput arahidonske, isto su
pronadene u tim algama $to ukazuje na sposobnost Codium vrsta za sintezu takvih kiselina,
vjerojatno zbog prilagodbe na ekstremne uvjete u kojima Zive (Aliya i Shameel, 1993).
Pretpostavlja se da prisutnost heksadekatrienske masne Kkiseline moze posluziti kao
kemotaksonomski marker za Codium vrste buduci da je dokazana u razli¢itih vrstama porodice
Codiaceae (Dembitsky i sur., 2003; Khotimchenko, 2003; Goecke i sur., 2010). Neki autori
navode i da oleinska kiselina mozZe biti od kemotaksonomske vaZzosti buduci da je prisutna u
visokim koncentraciama u vrstama roda Codium (Khotimchenko, 2003). Utvrdena je
povezanost izmedu sastava masnih kiselina i geografskog poloZaja rasta te uvjeta okoliSa.
Vrste koje su prikupljene tijekom zimskog perioda sadrzavale su vece udjele nezasi¢enih
masnih kiselina, za razliku od vrsta koje obitavaju u toplijim vodama te posjeduju veci udio
zasi¢enih masnih kiselina (Xu i sur., 1998). Postupak susenja algi moze imati utjecaj na sastav
masnih kiselina buduci da su Xu i sur. (1998) utvrdili kako su osuSeni uzorci algi posjedovali
nize udjele PUFAs &to ukazuje na €injenicu da su te komponente osjetljive na oksidaciju.
Zanimljivo je da u algama roda Codium nije utvrdena prisutnost frans masnih kiselina koje su
poznate po tome da povecavaju rizik od kardiovaskularnih bolesti $to Cini ove alge pozeljnim

za primjenu u prehrambenoj industriji (Kumari i sur., 2013; Ferreri i Chatgilialoglu, 2005).

U dostupnoj literaturi ima dosta podataka vezanih za profil masnih kiselina u razli¢itim vrstama
roda Codium, a u Tablici 10 prikazana su najznacajnija istrazivanja te detektirane masne

kiseline iz pojedinih algi.

Tablica 10 Prikaz najznacajnijih znanstvenih istrazivanja masnih kiselina iz razlicitih vrsta

makroalgi roda Codium

Makroalge roda Ota_p alo/ Detektirane masne Metoda Literaturna
Codium smjesa kiseline identifikacije referenca
I
otapala
C12:0, C14:0, C15:0,
C16:0, C18:0, C20:0,
metanol/ C22:0, C24:0, C16:1, Rey i sur.
C. tomentosum kloroform C18:1n9c, C16:2, GC-MS 2020 ’
C18:2n6¢, C16:3, C16:4,
C18:3n9, C18:4, C20:3n6,
C20:4n6, C20:5n3
C14:0, C16:0, C18:0,
C22:0, C24:0, C16:1, .
C. tomentosum Kloroform/ |~ ¢18:1n9c, C16:2, C16:3, GC-MS Da Costa |
C18:2n6¢, C18:3n9, "
C20:3n6, C20:5n3
C12:0, C14:0, C16:0,
metanol s 2 % C18:0, C20:0, C22:0, o
C. fragile sumpornom C14:1, C16:1, C18:1n9c, GC-FID Schmid i
Kiselinom C18:2n6¢, C16:3, C18:3n6, sur., 2014
C18:4, C20:3n6, C20:4n6,
C20:5n3
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kloroform/ C14:0, C16:0, C18:0, Kumari i
C. dwarkense metanol/ C16:1, C18:1n9c, GC-MS r 2013
fosfatni pufer | C18:2n6¢c, C18:3n6, C18:4 sur.,
C10:0, C12:0, C14:0,
C15:0, C16:0, C17:0,
. acetil klorid/ C18:0, C20:0, C22:0, L
C"d’f‘;g; - C metanol, C24:0, C16:1, C18:1n9c, GC-MS e
heksan C20:1n9, C16:2, C18:2n6c¢, N
C16:3, C18:3n6, C20:3n6,
C20:4n6, C20:5n3
C. dimorphum, C14:0, C16:0, C16:2,
C. heksan, C16:3, C18:0, C18:1n9c, GC-MS Goecke i
fernandezianum, diklormetan C18:2n6¢, C18:3n6, C20:0, sur., 2010
C. fragile C20:4n6, C22:0
C12:0, C14:0, C15:0,
C16:0,
metanol/ C18:0, C20:0, C22:0, Ortiz i sur
C. fragile kloroform/ C24:0, C15:1, C16:1, GC-FID 2009 v
voda C18:1n9¢, C18:2n6c,
C18:3n6, C18:4, C20:4n6,
C20:5n3
C14:0, C15:0, C16:0,
C. fragile, C. C18.0: 022.0., C16:1,
tomentosum kloroform/ C16:2, C18:1n9c, Khotimche
C. geppi Codili/m metanol C18:2n6¢, C16:3, C18:3n6, GC-MS nko. 2003
) S;) C18:4, C20:2n6, C20:3n6, ’
' C20:4n6, C20:5n3, C22:5,
C22:6n3
, C14:0, C15:0, C16:0,
C'fd“t.’"aef C. C17:0, C18:0, C20:0,
ragile, C. : : '

C22:0, C24:0, C16:1, .
galeatum, C. metanol/ ! ) Xu i sur.,
harveyi, C. Kloroform C18:1n9¢, C20:1, GC-FID 1998
et & A

. :3n6, 4, :3n6,
pomoides C20:4n6, C20:5n3, C22:4

Sifonalne zelene makroalge, medu kojima su i Codiaceae, sadrze vrlo neobi¢an profil
karotenoida. Opcéenito, makroalge sadrze veée koncentracije (B-karotena u odnosu na a-
karoten. U slu€aju sifonalnih algi a-karoten je dominantan, dok B-karotena ima vrlo malo ili ga
uopce nema. Nadalje, karakteristi¢na je prisutnost sifonaksantina i njegovog estera sifoneina
umjesto ili uz lutein koji je glavni ksantofil u zelenim algama i bijkama (Jeffrey, 1968).
Pretpostavlja se da je sifonaksantin prije razvijanja ozonskog sloja &titio algu od previsokih UV
zraCenja (Anderson, 1983; 1985). C. fragile sadrzi oko 60 % sifonaksantina i sifoneina od
ukupnih karotenoida (Benson i Cobb, 1981), dok C. tomentosum sadrzi 54 % (Marques i sur.,
2021). Klorofil b je zastupljen u vec¢im koncentracijama od klorofila a, a oba su odgovorna za
karakteristi¢nu boju zelenih algi (Hegazi, 2002). Visoke koncentracije sifonaksantina i klorofila
b povezane su s pove¢anom apsorpcijom svjetla buduci da alge roda Codium rastu u dubljim
i mutnijim vodama u kojima je sunceva svjetlost ograni¢ena (Marques i sur., 2021). Upravo
zbog prisutnog sifonaksantina koji je karakteristiCan za rod Codium, vecina istraZivanja bavi

se upravo odredivanjem tog pigmenta u algama. U Tablici 11 prikazana su najznacajnija
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istrazivanja i metode ekstrakcije navedenog pigmenta, ali i drugih pigmenata koji su prisutni u

nizim koncentracijama.

Tablica 11 Prikaz najznacajnijin znanstvenih istrazivanja pigmenata iz razliCitih vrsta

makroalgi roda Codium

Makroalge Otapalo/smjesa s . Identifikacijska | Literaturna
roda t I Detektirani pigmenti tod f
Codium otapala metoda referenca
sifonaksantin,
trans-neoksantin
0, ]
C p?]?eé)r;e;a;(‘?/i 9-cis-neoksantin, Marques i
) . violaksantin HPLC
tomentosum amonijevim . . ’ sur., 2021
acetatom S|fonaksant|n-gjodecenoat,
klorofil b,
klorofil a, B,e-kaoroten
o sifonaksantin, trans- i cis-
C gf;efi)rgwne;ag?)/l neoksantin, violaksantin, Rev i sur
toment.osum puamoni'evim ° sifonaksantin-dodecenoat, HPLC %’0261 v
acet aJtom B, e-karoten, klorofil a,
klorofil b
o sifonaksantin, neoksantin,
C ?f;efi)rgqnetsag ?,/I violaksantin, sifonaksantin- Cruz i sur
. P S0 dodecenoat, klorofil a, HPLC "
tomentosum amonijevim Klorofil b k 2014
acetatom orofil b, €,e-karoten, B,e-
karoten
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3. Eksperimentalni dio

Eksperimentalni dio ovoga rada realiziran je na Katedri za tehnolodko projektiranje i
farmaceutsko inZzenjerstvo te na Katedri za kakvo¢éu hrane na Prehrambeno-tehnoloSskom
fakultetu u Osijeku i u laboratoriju Zavoda za organsku kemiju Kemijsko-tehnoloskog fakulteta

u Splitu.

3.1. ZADATAK

Zadatak ove doktorske disertacije bio je:

e prikupiti uzorke morskih makroalgi (Fucus virsoides, Amphiroa rigida i Codium bursa)
iz Jadranskog mora na lokacijama odabranim od strane stru¢njaka ronioca (morskog
biologa);

e provesti pripremu uzoraka koja ukljuCuje uklanjanje viska morske vode za dobivanje
svjezih uzoraka (a), suSenje uzoraka na zraku (b) i liofilizaciju uzoraka (c) te
usitnjavanje s ciliem povecanja povrsine uzorka;
pomocu ekstrakcije vrénih para na krutoj fazi (HS-SPME) iz uzoraka a) i b) koristeéi
vlakna razliCite  polarnosti  (polidimetilsiloksan/divinilbenzen  (PDMS/DVB),
divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS)) kako bi se utvrdila
prikladnost polarnosti pojedinog vlakna za odredivanje profila isparljivih spojeva u
razli¢itim makroalgama;

e provesti izolaciju isparljivih spojeva iz tri makroalge (uzorci a) i b)) pomocu
hidrodestilacije (HD) u modificiranoj aparaturi po Clevenger-u;

e ekstrahirati ukupne lipide metodom po Folch-u iz tri makroalge (uzorak c));

e ekstrahirati, procistiti i koncentrirati pigmente iz tri makroalge (uzorak c)) pomocu
kolone za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPE);

e ekstrahirati isparljive spojeve i pigmente iz tri makroalge (uzorak c)) pomoéu CO; u
superkriticnom stanju na laboratorijskom uredaju za superkritiénu ekstrakciju (ESCOy);

e identificirati isparljive spojeve vezanim sustavom plinska kromatografija i
spektrometrija masa (GC-MS) iz uzoraka dobivenih pomo¢u HS-SPME, HD i ESCOy;

e identificirati i kvantificirati masne kiseline metodom plinske kromatografije s plameno-
ioniziraju¢im detektorom (GC-FID) iz ekstrakata ukupnih lipida;

e identificirati i kvantificirati pigmente u ekstraktima makroalgi primjenom tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom s nizom dioda (HPLC-PDA),

e spektrofotometrijski odrediti ukupne koncentracije klorofila a, klorofila b i karotenoida u

ekstraktima makroalgi.
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3.2. MATERIJALI

3.2.1. Fucus virsoides

Smeda makroalga Fucus virsoides J. Agardh 1868 (Slika 7) prikupljena je u srediSnjem dijelu
Jadranskog mora, u blizini jugozapadne obale Novigradskog mora (44° 12' 02" N; 15° 28' 51"
E), u veljaci 2021. godine. Uzorak je prikupljen s dubine od 0,5 m.

Slika 7 Fucus virsoides (lzvor: ronilac Donat Petricioli)

3.2.2. Amphiroa rigida

Crvena makroalga Amphiroa rigida J.V. Lamouroux (Slika 8) prikupljena je u srediSnjem dijelu
Jadranskog mora, u blizi Zadra, plaza Sepurine (44° 12' 42" N; 15° 09' 23" E), u rujnu 2020.

godine. Uzorak je prikupljen s dubine od 2 m.

Slika 8 Amphiroa rigida (lzvor: ronilac Donat Petricioli)
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3.2.3. Codium bursa

Zelena makroalga Codium bursa (Olivi) C. Agardh (Slika 9) prikupljena je u srediSnjem dijelu
Jadranskog mora u blizini otoka 18ki Mrtovnjak (44° 00' 36" N; 15° 10' 36" E), u svibnju 2018.
godine. Uzorak je prikupljen s dubine od 10 do 15 m.

Slika 9 Codium bursa (lzvor: ronilac Donat Petricioli)

3.2.4. Kemikalije i standardi

Vlakna (PDMS/DVB i DVB/CAR/PDMS) koriStena za HS-SPME kupljena su od tvrtke
Supelco Co. (Bellefonte, PA, SAD).

Za trap organskog otapala tijekom HD koriStena su otapala pentan i dietil-eter (Kemika,
Zagreb).

Za GC-MS analizu isparljivih spojeva koristen je helij Cistoce 99,999 % proizvodaca
Messer Croatia Plin (Dugi rat, Hrvatska).

Za ekstrakciju ukupnih lipida koristeni su metanol HPLC Cdistoce (J.T. Baker,
Nizozemska), kloroform (p.a. Cisto¢e, Carlo Erba Reagents, Francuska) i 0,9 %-tna
vodena otopina natrij klorida (Merck, Njemacka).

Za SPE koriStena je ultracista voda te metanol i diklormetan HPLC Cistoce (J. T. Baker,
Milano, Italija). C1s prah koji je pomijeSan s dobivenim ekstraktima kupljen je od tvrtke
FischerScientific (Massachusetts, SAD). Dusik tip 5.0 (Cisto¢e 99,999 %) koriSten za
uparavanje ekstrakata kuplien je od proizvodaca Messer Croatia Plin (Osijek,
Hrvatska).

Za ESCO; koristen je CO, Cistoce 99,97 % proizvodaca Messer Croatia Plin (Osijek,
Hrvatska).
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e Zapripremu uzoraka za GC-MS analizu CO- ekstrakata makroalgi koriSten je n-heksan
(J. T. Baker, Milano, ltalija).

e Za pripremu metilnih estera masnih kiselina koristen je n-heptan Cisto¢e 99 % (Carlo
Erba Reagents, Francuska) i 2 mol/L otopina kalijevog hidroksida u metanolu. Metilni
esteri masnih kiselina C4-Co4 koriSteni za identifikaciju i kvantifikaciju masnih kiselina u
makroalgama kupljeni su od tvrtke Supelco Co. (Bellefonte, PA, SAD).

e Za GC-FID analizu masnih kiselina koriSteni su dusik, vodik i zrak Cisto¢e 99,999 %
proizvodaca Messer Croatia Plin (Osijek, Hrvatska).

e Zapripremu uzoraka za HPLC analizu frakcija dobivenih pomoc¢u SPE i CO, ekstrakata
makroalgi te kao mobilne faze tijekom HPLC analize koristeni su metanol, izopropanol
HPLC Cistoce (J. T. Baker, Milano, ltalija) i ultradista voda.

e HPLC standardi a-karoten (Cistoc¢e = 97 %), klorofil a (Cistoce = 95 %), lutein (Cistoce =
96 %) i fukoksantin (Cisto¢e = 97 %) kupljeni su od Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, SAD),
a B-karoten (CistoCe = 95 %) je kupljen od tvrtke dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg,
Njemacka).

e Za spektrofotmetrijsko odredivanje ukupnih koncentracija pigmenata koriSten je

metanol HPLC gistoée (J. T. Baker, Milano, Italija).

3.3. METODE

3.3.1. Priprema uzoraka makroalgi

Nakon prikupljanja uzoraka morskih makroalgi, uzorci su stavljeni u nepropusne plasticne

vrecice koje su sadrzavale okolnu morsku vodi i odmah su transportirane u laboratorij.

Prije HS-SPME i HD uzorci su drzani u mraku na 4 °C te su postupci izolacije isparljivih spojeva
bili provedeni u roku od 48 h nakon prikupljanja. Alge su izrezane na manje komadice te su
stavljene izmedu filter papira kako bi se uklonio viSsak morske vode (morska voda nije bila
potpuno uklonjena) i takav uzorak predstavljao je svjezi uzorak koiji je koristen za HS-SPME i
HD. Nadalje, dio uzoraka podvrgnut je suSenju na zraku u mraku na sobnoj temperaturi tijekom

14 dana te se kao takav osusen koristio za HS-SPME i HD.

Za ekstrakciju masnih kiselina i pigmenata, svjezi uzorci podvrgnuti su postupku liofilizacije.
Za postupak suSenja zamrzavanjem, uzorci su isprani tri puta u demineraliziranoj vodi prije
nego $to su bili izrezani na manje komadice te su nakon toga zamrznuti na -20 °C tijekom 24
h. Plitice sa zamrznutim uzorcima stavljene su u laboratorijski liofilizator (Martin Christ, Alpha
2-4 LSCplus, Osterode am Harz, Njemacka). Postupak je proveden tijekom 96 h pod visokim

vakuumom (0,5-1,81 hPa) s primarnom temperaturom su8enja od -20 °C i sekundarnom
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temperaturom od 20 °C. Liofilizirani uzorci su se potom usitnili na laboratorijskom mlinu (MRC
Sample mill C-SM/450-C, Holon, Izrael) i dalje koristili za odredivanje sadrzaja masnih kiselina

i pigmenata.

3.3.2. l1zolacija isparljivih spojeva iz odabranih vrsta makroalgi

3.3.2.1. Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi (HS-SPME)

Tijekom mikroekstrakcije vrdnih para na krutoj fazi, vrSne pare se skupljanju u prostoru iznad
uzorka koji se nalazi u hermeticki zatvorenoj bocici tzv. vijalici. NajceS¢i polimerni materijali
koji se upotrebljavaju za vlakno su polidimetilsiloksan, divinilbenzen, Carbowax i poliakrilat. Na
ekstrakciju spojeva moze se utjecati odabirom najpogodnijeg vlakna za spojeve odredene

polarnosti, isparljivosti i veli€ine (Harvey, 2000).

Za ekstrakciju vrdnih para iz odabranih vrsta makroalgi odabrana su dva vlakna razli¢ite
polarnosti: PDMS/DVB (debljine filma 65 um, Supelco Co., SAD) i DVB/CAR/PDMS (debljine
filma 50/30 pm, Supelco Co., SAD). Prije upotrebe bilo je potrebno aktivirati navedena vlakna,
a to je u€injeno u skladu s uputama proizvodaca. Plavo vlakno aktivirano je kondicioniranjem
30 min na 250 °C, a sivo vlakno 60 min na 270 °C i to uvodenjem igle u injektor plinskog
kromatografa. Nakon provedenog postupka kondicioniranja, vlakna su koristena za ekstrakciju

vrénih para iz uzoraka makroalgi.

U staklenu bocicu volumena 5 mL stavljen je 1 g pripremljenog uzorka makrolagi te je bocica
nakon toga hermeticki zatvorena ¢epom sa septom. Vijalice su se 15 min nalazile u vodenoj
kupelji zagrijanoj na 60 °C, nakon ¢ega je provedeno uzorkovanije vrsnih para (45 min) pomodu
vlakna koje je uvedeno iznad uzorka. Nakon uzorkovanja, vlakno je uvuceno uiglu i preneseno
do GC-MS injektora (250 °C) za termalnu desorpciju tijekom 6 min izravno u GC kolonu (Slika

10). Postupak je proveden u tri ponavljanja posebno za svjeze i suhe uzorke makroalgi.
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Slika 10 Mikroekstrakcija vrdnih para na krutoj fazi (automatski sustav) zajedno s vezanim

sustavom plinska kromatografija i spektrometrija masa (lzvor: autor)

3.3.2.2. Hidrodestilacija u modificiranoj aparaturi po Clevenger-u (HD)

Hidrodestilacija je provedena u modificiranoj aparaturi po Clevenger-u (Witeg Labortechnik
GmbH, Wertheim, Njemacka) s trapom organskog otapala (1 mL pentan:dietil-eter, 1:2 v/Vv)
tijekom 2 h (Slika 11).

4

Slika 11 Aparatura za hidrodestilaciju po Clevenger-u: 1) grijace tijelo; 2) tikvica s okruglim

dnom; 3) aparatura po Clevenger-u; 4) hladilo (Izvor: autor)
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U tikvicu s okruglim dnom zasebno je dodano 10 g svjeZih (odnosno suhih) uzoraka makroalgi
izrezanih na male komadice. Hidrodestilat se skupljao u trapu organskog otapala te je odvojen
pipetom i propusten je kroz sloj magnezijevog sulfata u malom staklenom lijevku te
koncentriran u struji duSika do volumena 0,2 mL. Postupak je proveden u tri ponavljanja

posebno za svjeze i suhe uzorke makroalgi. 2 yL uzorka koridteno je za GC-MS analizu.

3.3.3. Ekstrakcija ukupnih lipida metodom po Folch-u

Ekstrakcija ukupnih lipida iz liofiliziranih uzoraka odabranih vrsta makroalgi provedena je
metodom po Folch-u (Folch i sur., 1957). 1 g uzorka pomijeSan je s 20 mL smjese otapala
kloroform:metanol (2:1, v/v) te je smjesa podvrgnuta mijedanju tijekom 20 min pri 400 rpm
(IKA, KS 260 Basic, Staufen, Njemacka). Nakon mijeSanja, uzorci su filtrirani kroz filter papir i
pomijedani s 4 mL 0,9 %-tne otopine natrijevog klorida. Nakon §to su se faze odvoijile, gornja
faza je uklonjena, a donja kloroformska faza koja sadrzi lipide uparena je na rotacijskom
vakuum uparivaCu (Laborota 4010, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,
Njemacka) na 60 °C. Dobiveni uzorci lipida osuSeni su u suSioniku na 105 °C do konstantne

mase. Postupak je proveden u tri ponavljanja.

Tako dobivene ekstrakte bilo je potrebno pripremiti za GC-FID analizu. Provedena je
transesterifikacija masnih kiselina za dobivanje metilnih estera masnih kiselina (FAME)
pomocu otopine kalijevog hidroksida u metanolu, prema postupku opisanom u Prilogu X.B
Uredbe Komisije br. 796/2002 (EZ, 2002). U dobivene osusene uzorke lipida dodano je 2 mL
heptana i zatim promijeSano 30 sekundi, a nakon toga dodano je 0,2 mL 2 mol/L otopine
kalijevog hidroksida u metanolu te ponovno promijeSano 30 sekundi. Nakon odvajanja slojeva,
pomocu pipete gornji heptanski sloj koji sadrzi metilne estere profiltriran je u vijalicu i kao takav

injektiran je u plinski kromatograf za analizu profila masnih kiselina.

3.3.4. Ekstrakcija pigmenata iz odabranih vrsta makroalgi pomoc¢u
ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPE)

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi koristi se prvenstveno za ekstrakciju, koncentriranje i pro¢iSéavanje
uzoraka. Tijekom ekstrakcije koriste se kolone punjene razli€itim cvrstim sorpcijskim
materijalom kojeg naj¢esce Cine sitne porozne Cestice silikagela s vezanom organskom fazom.
Propustanje uzorka kroz kolonu omogucuje vezanje Zeljenih spojeva za &vrstu fazu, a koji se
kasnije uklanjanju s kolone ispiranjem sa odgovaraju¢im otapalom. Eluirani spojevi skupljaju

se u obliku frakcija u kolektoru unutar vakuum komore.

Ekstrakcija je provedena u ultrazvuénoj kupelji (Elma, Elmasonic P 70 H, 37 kHz/50 W, Singen,
Njemacka) na liofiliziranim uzorcima makroalgi na sobnoj temperaturi sa smjesom otapala

metanol:diklormetan (1:1, v/v) i omjerom tekuce:kruto 10 mL/g, tri puta po 5 min. Nakon toga,
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uzorak je filtriran kroz filter papir i pomijedan s C4s prahom (Macherey-Nagel Polygoprep 60-
50, C1g, 40—63 um). Smjesa je podvrgnuta uparavanju pod dusikom kako bi se uklonilo otapalo.
SPE kolona (Cis, 1 g, 6 mL, 40 um; Agilent Bond Elut, Waldbronn, Njemacka) je prije
ekstrakcije kondicionirana pomoc¢u 12 mL metanola i 12 mL vode, a nakon toga je suhi ekstrakt
zajedno s C4g prahom prenesen na kolonu. Uzorak je eluiran pomoéu 12 mL otapala razlicite
polarnosti: frakcija 1 (F1) — voda; frakcija 2 (F2) — metanol:voda (1:1, w/v); frakcija 3 (F3) —
metanol; frakcija 4 (F4) — metanol:diklormetan (1:1, v/v) (Slika 12).

Polarni spojevi eluirani su u F1 i F2 &to je dovelo do boljeg procis¢avanja i dobivanja veée
koncentracije spojeva od interesa, u ovom sluaju pigmenata. Frakcijama F3 i F4 uklonjeno je
otapalo pomoc¢u SpeedVac-a (SPD1030, Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD) te su
pohranjene na 4 °C do HPLC analize. Postupak je proveden u tri ponavljanja za pojedinu

makroalgu.

Slika 12 Sustav za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (Izvor: autor)

3.3.5. Ekstrakcija isparljivih spojeva i pigmenata iz makroalgi
pomocéu CO; u superkritic(nom stanju (ESCO,)

Ekstrakcija isparljivin spojeva i pigmenata iz liofiliziranih uzoraka makroalgi provela se na

uredaju za ekstrakciju superkriti¢nim fluidima €ija je shema dana na Slici 13.
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Slika 13 Shematski prikaz uredaja za superkriticnu ekstrakciju (Aladi¢, 2015)

1. Kompresor; 2. CO2 spremnik; 3. Izmjenjivac topline od nehrdajuéeg Celika; 4. Rashladna kupelj; 5.
Zrakom pogonjena hidrauli¢na pumpa Haskel MS-71; 6. Ventili (B-HV); 7. Manometri; 8. Ekstraktor; 9.
Separator; 10. Vodena kupelj; 11. Centralizirani sustav grijaca od staklenih vlakana; 12. Mjera¢
protoka

Komprimirani CO> uvodio se u ekstraktor pomocu visokotlaéne pumpe, a prethodno je
pothladen na -5 °C pomoc¢u rashladne kupelji. Pomocu istostrujnog izmjenjivaca topline
stlaceni CO- se zagrijavao na Zeljenu temperaturu ekstrakcije i uvodio u ekstraktor u kojem se
nalazio suhi materijal (usitnjeni liofilizirani uzorci makroalgi). Ekstraktor se zagrijavao pomocu
centraliziranog sustava grijaca na zeljenu temperaturu ekstrakcije. Tijekom postupka SC-CO;
zajedno s ekstraktom odlazio je do redukcijskog ventila gdje se tlak snizavao na tlak separacije
od 1,5 MPa i temperaturu od 25 °C (Muji¢ i Joki¢, 2018; Aladi¢, 2015). Dobiveni ekstrakt

skupljao se na dnu separatora i €uvao na 4 °C do analiza.

Prema preliminarnim istrazivanjima za ekstrakciju isparljivih spojeva i pigmenata iz odabranih
vrsta makroalgi odabrani su sljededi uvjeti ekstrakcije: tlak 30 MPa, temperatura 40 °C i vriieme
ekstrakcije 60 min, uz maseni protok CO, od 2 kg/h. Masa makroalgi (liofilizirani uzorci)
koriStena za ekstrakciju bila je 100 g. Dobiveni ekstrakti koriSteni su za GC-MS analizu

isparljivih spojeva i HPLC analizu pigmenata.
3.3.6. Identifikacija isparljivih spojeva vezanim sustavom plinska

kromatografija i spektrometrija masa (GC-MS)

Analiza isparljivih spojeva provedena je vezanim sustavom plinska kromatografija i
spektrometrija masa (GC-MS), a identifikacija spojeva na kromatogramu postignuta je
usporedbom retencijskih indeksa (RI) u odnosu na vrijeme zadrzavanja n-alkana (Cg-C2s), s

onima objavljenim u literaturi (National Institute of Standards and Technology) i njihovim
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masenim spektrima u usporedbi sa spektrima dostupnim u bazama podataka Wiley 9 (Wiley,
New York, NY, SAD) i NIST 17 (Gaithersburg, SAD). Postotci identificiranih spojeva izrazeni

su kao srednja vrijednost rezultata tri GC-MS analize svakog uzorka.

Analiza plinskom kromatografijom provedena je koriste¢i Agilent Technologies (Palo Alto,
Kalifornija, SAD) plinski kromatograf model 7820A u kombinaciji s masenim detektorom 5977E
(Agilent Technologies, Palo Alto, Kalifornija, SAD) spojenim na raCunalo i kapilarnom kolonom
HP-5MS (Agilent Technologies, J&W, Santa Clara, SAD) (Slika 14). GC-MS uvjeti analize

prikazani su u Tablici 12.

Slika 14 Vezani sustav plinska kromatografija i spektrometrija masa (GC-MS) (Izvor: autor)

Tablica 12 GC-MS uvjeti za analizu isparljivih spojeva u makroalgama

GC kolona HP-5MS nepolarna kapilarna kolona (5 % fenil-metilpolisiloksan stacionarna faza;

30 m duljina; 0,25 mm unutarnji promjer; 0,25 um debljina stacionarne faze)

Plin nositelj helij, protok: 1 mL/min

Injektor temperatura: 250 °C, omjer cijepanja: 1:50

Temperaturni 70°C izotermno 2 min; porast od 70 °C do 200°C po 3 °C/min; 200 °C izotermno
program 15 min

kolone

Uvjeti rada MS | temperatura: 300 °C, energija ionizacije: 70 eV, interval snimanja masa: 30-300

detektora masenih jedinica

3.3.7. ldentifikacija i kvantifikacija masnih kiselina metodom plinske
kromatografije s plameno-ionizacijskim detektorom (GC-FID)

FAMEs pripremljeni prema postupku opisanom u odlomku 3.3.3. podvrgnuti su analizi na
plinskom kromatografu Shimadzu GC-2010 Plus s plameno-ionizacijskim detektorom (GC-
FID) i kapilarnom kolonom SH-Rtx-Wax (Shimadzu, Kyoto, Japan) (Slika 15). Identifikacija
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odvojenih FAMEs u uzorcima postignuta je na temelju usporedbe vremena zadrzavanja s
retencijskim vremenima certificiranog referentnog standarda (Supelco F.A.M.E. Mix C4-C24)
analiziranog pri istim uvjetima. Rezultati identificiranih masnih kiselina izraZzeni su u postotcima
kao srednja vrijednost tri ponavljanja s obzirom na ukupni postotak masnih kiselina (%). Uvjeti

tijekom GC-FID analize prikazani su u Tablici 13.

Slika 15 GC-FID sustav koriSten za identifikaciju i kvantifikaciju masnih kiselina u

makroalgama (lzvor: autor)

Tablica 13 GC-FID uvjeti za analizu profila masnih kiselina u makroalgama

GC kolona SH-Rtx-Wax kapilarna kolona (30 m duljina; 0,25 mm unutarnji promjer; 0,25 ym
debljina stacionarne faze)

Plin nositelj dusik, protok: 1,33 mL/min

Injektor temperatura: 250 °C, volumen injektiranog uzorka: 2 pL, omjer cijepanja: 1:10

Temperaturni 110 °C izotermno 2 min; porast od 110 °C do 175 °C po 10 °C/min, 8 min; porast
program od 175 °C do 210 °C po 5 °C/min, 5 min; porast od 210 °C do 230 °C po 5 °C/min;

kolone 230 °C izotermno 7 min

Uvjeti rada FID | temperatura: 300 °C, protok vodika: 40 mL/min, protok zraka: 400 mL/min; protok

detektora dusika: 30 mL/min

3.3.8. Odredivanje pigmenata u ekstraktima makroalgi

3.3.8.1. Identifikacija i kvantifikacija pigmenata primjenom tekuéinske kromatografije

visoke djelotvornosti (HPLC)

Za analizu pigmenata u ekstraktima makroalgi koristen je HPLC sustav Agilent 1260 Infinity II
(Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka) opremljen kvarternom pumpom (G7111B),
grijatem kolone (G7116A), uredajem za automatsko injektiranje (G7129A), detektorom s
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nizom dioda (PDA detektor, G7115A) i sakupljacem frakcija (G1364E) (Slika 16). Sustavom

se upravlja i podaci se obraduju pomoc¢u racunalnog programa ChemStation.

Slika 16 HPLC sustav koristen za identifikaciju i kvantifikaciju pigmenata u ekstraktima

makroalgi (Izvor: autor)

Navedeni sustav koriSten je za odvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju klorofila i karotenoida iz
frakcija F3 i F4 dobivenih pomo¢u SPE te CO. ekstrakata. Kromatografsko razdvajanje
postignuto je koristenjem kolone YMC-C30 (YMC Europe, Schernbeck, Njemacka), duljine 250
mm, s unutarnjim promjerom od 4,6 mm i veliCinom destica 5 ym. Smjesa otapala
metanol:izopropanol:voda (90:7:3, v/v/v) koristena je kao A mobilna faza, dok je smjesa
metanol:izopropanol (10:90, v/v) koristena kao B mobilna faza prema sljedec¢em gradijentu: 0
% B; 50 min, 100 % B i 60 min, 0 % B. Protok je iznosio 0-50 min, 0,6—0,8 mL/min i 50-60
min, 0,8 mL/min, volumen injektiranja bio je 30 uL, dok su pigmenti detektirani na 450 i 660
nm (snimljeni spektri od 350 do 660 nm pomoéu PDA detektora). Koristena metoda

modifikacija je iz znanstvenog rada Castro-Puyana i sur. (2017).

Identifikacija karotenoida i klorofila provedena je usporedbom vremena zadrzavanja i spektara
izdvojenih pikova sa standardima pigmenata, dok je kvantifikacija izvrSena pomoc¢u metode
vanjskog standarda preko kalibracijskih krivulja. Standardne kalibracijske krivulje za a-karoten
(linearnost R?=0,99189), B-karoten (linearnost R?=0,98610), klorofil a (linearnost R?=0,99934),
lutein (linearnost R?=0,99630) i fukoksantin (linearnost R?=0,99967) dobivene su pripremom
otopina u koncentracijskom rasponu od 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 50,0; 100,0; 200,0;
300,0; 500,0 yg/mL s odgovaraju¢im razrijedivanjem mati¢ne otopine. Uzorci ekstrakata su
razijedeni do koncentracije 20 mg/mL u smjesi otapala metanol:izopropanol:voda (90:7:3,
v/v/v), profiltrirani kroz 0,20 um politetrafluoroetilen (PTFE) filtere te podvrgnuti HPLC analizi.
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3.3.8.2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupne koncentracije klorofila a, klorofila b i

karotenoida

Za odredivanje ukupnih koncentracija klorofila a, klorofila b i karotenoida koriStene su
jednadzbe iz rada Lichtenthaler i Buschmann (2001). Frakcije F3 i F4 dobivene pomoéu SPE
i CO, ekstrakti upareni su na SpeedVac-u te su razrijedeni u metanolu na koncentraciju 10
mg/mL. Tako pripremljeni uzorci profiltrirani su kroz 0,20 ym PTFE filter direktno u kivetu za
spektrofotometrijsko odredivanje pigmenata. Spektrofotometrijska mjerenja provedena su na
UV/VIS spektrofotometru Boeco S-220 (Hamburg, Njemacka).

Apsorbancije su izmjerene pri 665,2 nm jer pri toj valnoj duljini klorofil a pokazuje maksimalnu
apsorbanciju, zatim pri 652,4 nm koja predstavlja maksimum apsorbancije klorofila b te pri 470
nm $to je maksimalna apsorbancija karotenoida. Sva mjerenja provedena su u tri ponavljanja.

Koli¢ina navedenih pigmenata (ug/mL) izraCunata je prema sliedec¢ima jednadzbama:

Cq = 16]82 X A665,2 - 9,28 X A652,4 (1)
Cb = 36,92 X A652,4 - 16,54 X A665,2 (2)
1000 X Ag7g — 1,91 X ¢4 — 95,15 X ¢ 3)

Coto) = 225
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4. Rezultati

Prikaz rezultata rada podijeljen je u cjeline s obzirom na tri odabrane makroalge:

Rezultati istraZivanja provedenih na smedoj algi Fucus virsoides

Rezultati istraZivanja provedenih na crvenoj algi Amphiroa rigida

Rezultati istraZivanja provedenih na zelenoj algi Codium bursa

4.1. REZULTATI ISTRAZIVANJA PROVEDENIH NA SMEPOJ ALGI

Fucus virsoides

4.1.1. GC-MS analiza isparljivih spojeva vrsnih para izoliranih
koristeé¢i HS-SPME

Tablica 14 VrSne pare makroalge F. virsoides izolirane koriste¢i HS-SPME

Br. | Spoj RI | Il 1] v
SV+SD SV +SD SV +SD SV +SD

1. | heksanal <900 - 1,14 £ 0,03 - 0,72 £ 0,01

2. | 3-metilbutanska kiselina | <900 - 0,25+ 0,02 - -

3. | heptanal 901 - 1,41 £ 0,02 - 0,60 £ 0,02

4. | (E)-hept-2-enal 962 - 0,35 + 0,01 - -

5. | benzaldehid 968 - 1,43 £ 0,04 - 1,18 £ 0,03

6. | okt-1-en-3-on 983 - 0,18 £ 0,01 - 0,14 £ 0,01

7. | okt-1-en-3-ol 983 - 0,87 £ 0,02 - 0,52 + 0,01

8. | 6-metilhept-5-en-2-on 988 - 0,47 £ 0,02 - -

9. | oktanal 1003 - 0,56 + 0,01 - -

10. | benzil-alkohol 1044 - 19,67 £ 0,42 - 15,75 £ 0,51
11. | nonanal 1106 - 3,36 £ 0,05 - 1,98 £ 0,02
12. | tridekan 1300 - 0,89 £ 0,01 - 1,66 £ 0,02
13. | pentadec-1-en 1493 | 17,98 £ 0,82 - 11,00 + 0,50 -

14. | pentadekan 1500 | 61,90 £ 1,51 | 60,27 £2,00 | 71,55+ 1,98 | 71,43 + 1,84
15. | tridekanal 1511 - 1,13+0,02 | 545+0,10 | 1,03 +£0,03
16. | (E)-tridec-7-en 1517 | 9,12+ 0,80 - - -

| — svjezi uzorak analiziran pomo¢u DVB/CAR/PDMS vlakna; Il — svjezi uzorak analiziran pomo¢u PDMS/DVB
vlakna; Ill — suhi uzorak analiziran pomo¢u DVB/CAR/PDMS vlakna; IV — suhi uzorak analiziran pomocu

PDMS/DVB vlakna; RI - indeksi zadrzavanja odredeni u odnosu na n-alkane (Cg - Cys); SV — srednje vrijednosti

postotaka povrsine kromatograma dobivenih pomoc¢u GC-MS analize provedene u tri ponavljanja; SD — standardna

devijacija postotaka povrSina dobivenih iz tri ponavljanja; - spoj nije detektiran.
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4.1.2. GC-MS analiza isparljivih spojeva izoliranih koriste¢i HD

Tablica 15 Isparljivi spojevi hidrodestilata makroalge F. virsoides

Br. | Spoj R sy l sD | sv : SD

1. | (E)-heks-2-enal <900 - 1,13+ 0,03
2. | heptanal 901 - 0,86 + 0,05
3. | (2)-hept-2-enal 961 | 0,32+0,01 | 0,42+0,02
4. | benzaldehid 968 | 0,09+0,01 | 0,69 0,02
5. | okt-1-en-3-ol 983 - 0,73 £ 0,03
6. | oktan-2,3-dion 985 - 0,24 + 0,01
7. | 2-pentilfuran 993 | 0,15+0,01 | 0,70+0,02
8. | (E,E)-hepta-2,4-dienal 999 - 0,28 + 0,01
9. | oktanal 1003 - 0,23 + 0,01
10. | (E,2)-hepta-2,4-dienal 1007 - 0,13 £ 0,01
11. | (Z,Z)-hepta-2,4-dienal 1015 - 0,63 + 0,05
12. | 2,2,6-trimetil-cikloheksan 1040 | 0,01 +£0,01 | 0,22 +0,03
13. | benzil-alkohol 1044 | 0,62+0,05 | 0,67 +0,05
14. | fenilacetaldehid 1050 | 0,54 +0,03 | 0,87 0,02
15. | (E)-okt-2-enal 1062 - 0,45 + 0,02
16. | (E)-okt-2-en-1-ol 1073 - 0,32 + 0,02
17. | (E,E)-okta-3,5-dien-2-on 1074 - 0,44 + 0,08
18. | oktan-1-ol 1076 - 0,18 £ 0,01
19. | nonan-2-on 1094 - 0,95 £ 0,03
20. | (E,2)-okta-3,5-dien-2-on 1095 - 0,20 + 0,01
21. | nonanal 1106 | 0,52+0,02 | 3,48 +0,08
22. | 2,6-dimetilcikloheksanol 1111 - 0,74 £ 0,02
23. | 4-ketoizoforon 1148 | 0,89+0,03 | 1,36 +0,05
24. | (E,E)-nona-2,6-dienal 1157 - 0,09 + 0,01
25. | 5-metilundekan 1159 - 0,14 £ 0,01
26. | (E)-non-2-enal 1163 - 0,26 + 0,01
27. | dodec-1-en 1193 | 0,03+0,01 | 0,20 +0,03
28. | dekanal 1207 - 0,27 £ 0,02
29. | B-ciklocitral 1224 | 0,15+0,01 | 0,75+0,04
30. | benzotiazol 1228 | 0,14 +0,01 | 0,27 + 0,01
31. | fenilpropannitril 1245 - 0,45+ 0,03
32. | B-homociklocitral 1260 - 0,31 £ 0,02
33. | (E)-dec-2-enal 1265 | 3,48 +0,05 | 1,34 +0,07
34. | (E,Z)-deka-2,4-dienal 1295 | 0,32+0,01 | 0,51 +0,02
35. | 1H-indol 1301 | 0,15+0,01 | 0,01 +0,01

42




4. Rezultati

36. | undekanal 1308 - 0,64 £ 0,03
37. | (E,E)-deka-2,4-dienal 1320 | 0,66 +0,01 | 2,23+0,04
38. | tetradec-1-en 1393 | 0,12 £ 0,01 -

39. | dodekanal 1410 - 3,16 £ 0,01
40. | a-jonon 1430 - 0,79 £ 0,01
41. | (E)-geranil-aceton 1455 - 0,50 + 0,02
42. | dodekan-1-ol 1480 - 1,47 £ 0,05
43. | B-jonon 0,77 £0,04 | 5,80+ 0,06
44. | pentadec-1-en 1493 | 19,32+1,21 | 1,54 +0,02
45. | pentadekan 1500 | 5,87 +0,04 | 3,28 +0,03
46. | tridekanal 1511 | 2,67 £0,01 | 18,51+ 1,10
47. | (E)-pentadec-7-en 1517 | 8,35+0,12 | 3,16+ 0,08
48. | tridekan-1-ol 1581 - 0,59 + 0,02
49. | tetradekanal 1614 | 0,51+0,01 | 1,01 +£0,05
50. | (E)-heptadec-8-en 1679 | 0,61 +£0,01 -

51. | y-dodekalakton 1681 | 3,31+£0,08 | 2,20 + 0,21
52. | (Z2)-heptadec-3-en 1688 | 6,07 £0,51 | 1,23+0,11
53. | heptadec-1-en 1694 | 5,05+0,51 | 0,91+0,02
54. | heptadekan 1700 | 0,95+ 0,01 -

55. | pentadekanal 1716 | 1,34 £0,22 | 4,09+ 0,11
56. | miristinska kiselina 1778 | 3,07+0,03 | 4,77 £ 0,11
57. | heksahidrofarnezil-aceton 1848 | 2,23+0,11 | 1,59+ 0,10
58. | palmitinska kiselina 1973 - 2,69+ 0,08
59. | heksadekanal 1917 | 1,31+£0,04 -

60. | dibutil-ftalat 1961 | 0,33+0,05 | 0,20 +0,01
61. | (Z,Z,2)-oktadeka-9,12,15-trien-1-ol (linolenski alkohol) | 2042 | 12,89+ 1,01 | 5,08 + 0,21
62. | fitol 2115 | 7,19+£0,82 | 4,06 + 0,11

| — hidrodestilat svjezeg uzorka; Il — hidrodestilat suhog uzorka; RI - indeksi zadrzavanja odredeni u odnosu na n-

alkane (Cg - Cz5); SV — srednje vrijednosti postotaka povrSine kromatograma dobivenih pomo¢u GC-MS analize
provedene u tri ponavljanja; SD — standardna devijacija postotaka povrsina dobivenih iz tri ponavljanja; - spoj nije
detektiran.
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4.1.3. GC-MS analiza isparljivih spojeva ekstrahiranih pomoc¢u SC-

CO;

Tablica 16 Isparljivi spojevi CO. ekstrakta makroalge F. virsoides
Br. | Spoj RI %
1. | pentanska kiselina <900 0,01
2. kapronska kiselina <900 0,75
3. | oktanal 997 0,04
4. | heptanska kiselina 1084 0,03
5. nonanal 1104 0,11
6. | kaprilna kiselina 1181 0,03
7. | dekanal 1206 0,01
8. | 3-etil-4-metil-1H-pirol-2,5-dion 1237 0,07
9. | (E)-dec-2-enal 1264 0,03
10. | nonanska kiselina 1278 0,05
11. | p-anetol 1287 0,04
12. | (E,E)-deka-2,4-dienal 1294 0,07
13. | (Z,Z2)-deka-2,4-dienal 1317 0,05
14. | trans-B-kariofilen 1417 0,07
15. | a-humulen 1452 0,01
16. | B-jonon 1485 0,08
17. | pentadec-1-en 1492 0,01
18. | pentadekan 1500 1,56
19. | dihidroaktinidiolid 1526 0,13
20. | laurinska kiselina 1570 0,09
21. | kariofilen oksid 1580 0,07
22. | tridekanska kiselina 1667 0,04
23. | heptadec-1-en 1694 0,07
24. | heptadekan 1700 0,07
25. | metil-miristat 1727 0,32
26. | loliolid 1762 0,34
27. | miristinska kiselina 1771 22,38
28. | heksahidrofarnezil-aceton 1846 0,13
29. | pentadekanska kiselina 1866 0,71
30. | heksadekan-1-ol 1880 0,31
31. | metil-palmitat 1927 0,20
32. | palmitoleinska kiselina 1949 1,10
33. | palmitinska kiselina 1976 18,24
34. | oleinska kiselina 2140 31,36
35. | stearinska kiselina 2159 6,87
36. | cis-oktadec-13-enska kiselina 2185 1,44

RI - indeksi zadrzavanja odredeni u odnosu na n-alkane (Co - C2s); % —postotak povrSine kromatograma.
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4.1.4. GC-FID analiza sastava masnih kiselina

Tablica 17 Sastav masnih kiselina makroalge F. virsoides

Br. Masna kiselina SV + SD (%)
1. | miristinska kiselina C14:0 17,80 £ 0,14
2. | pentadekanska kiselina C15:0 0,23 + 0,01
3. | palmitinska kiselina C16:0 17,98 £ 0,17
4. | heptadekanska kiselina C17:0 0,14 + 0,01
5. | stearinska kiselina C18:0 3,78 £ 0,10
6. | arahidska kiselina C20:0 0,92 + 0,01
7. | behenska kiselina C22:0 0,54 + 0,02
8. | lignocerinska kiselina C24:0 2,63+0,10
Zasi¢ene masne kiseline 44,01
9. | miristoleinska kiselina C14:1 0,10 £ 0,01
10. | palmitoleinska kiselina C16:1 0,78 £ 0,01
11. | cis-10-heptadekanska kiselina C17:1 0,16 + 0,01
12. | oleinska + elaidi¢na kiselina C18:1n9t + C18:1n9¢ 50,69 + 0,21
13. | cis-11-eikosenska kiselina C20:1n9 0,65+ 0,10
14. | eruna kiselina C22:1n9 0,32 £ 0,01
Mononezasi¢ene masne kiseline 51,73
15. | cis-linolna kiselina C18:2n6¢c 0,10 £ 0,00
16. | a-linolenska kiselina C18:3n3 0,28 £ 0,01
17. | y-linolenska kiselina C18:3n6 0,42 £ 0,02
18. | eikosadienska kiselina C20:2n6 0,13 £ 0,00
19. | eikosatrienska kiselina C20:3n6 0,16 £ 0,01
20. | arahidonska kiselina C20:4n6 0,81 £ 0,06
21. | eikosapentaenska kiselina C20:5n3 0,86 + 0,03
22. | dokosaheksaenska kiselina C22:6n3 0,30 + 0,01
Polinezasi¢ene masne kiseline 4,26
w3 masne kiseline 1,45
w6 masne kiseline 2,81

SV — srednje vrijednosti izrazene u postotcima (%) dobivene iz tri ponavljanja zajedno sa SD
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4.1.5. HPLC analiza pigmenata

Tablica 18 Koncentracija fukoksantina dobivenog u frakcijama F3 i F4 pomoc¢u SPE iz
makroalge F. virsoides

F3 F4
Pigment SV+SD SV +SD
(mg/g suhe frakcije) (mg/g suhe frakcije)
fukoksantin 6,15+ 0,30 n.k.

SV — srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhe frakcije zajedno sa SD; n.k. — nije
kvantificirano.

Tablica 19 Koncentracija fukoksantina dobivenog u CO- ekstraktu iz makroalge F. virsoides

SV+SD
Pigment
(mg/g suhog ekstrakta)
fukoksantin 5,28 + 0,28

SV — srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhog ekstrakta zajedno sa SD.
4.1.6. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih koncentracija
pigmenata

Tablica 20 Koncentracija ukupnih pigmenata dobivenih u frakcijama F3 i F4 pomoéu SPE iz
makroalge F. virsoides

Pigmenti (mglg suEg frakcije) (mgl/g suEi frakcije)
(SV £SD) (SV £SD)
klorofil a 0,02 £ 0,01 0,19+ 0,00
klorofil b 0,06 + 0,02 0,08 + 0,01
karotenoidi 0,19 + 0,08 0,02+ 0,00

SV - srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhe frakcije zajedno sa SD.

Tablica 21 Koncentracija ukupnih pigmenata dobivenih u CO, ekstraktu makroalge F.

virsoides
SV +SD
Pigmenti
(mg/g suhog ekstrakta)
klorofil a 7,62 +0,15
klorofil b 1,06 £ 0,23
karotenoidi 6,74 £ 0,65

SV - srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhog ekstrakta zajedno sa SD.
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4.2. REZULTATI ISTRAZIVANJA PROVEDENIH NA CRVENOJ ALGI

Amphiroa rigida

4.2.1. GC-MS analiza isparljivih spojeva vrsnih para izoliranih

koriste¢i HS-SPME

Tablica 22 VrSne pare makroalge A. rigida izolirane koriste¢i HS-SPME

| I [} v
Br. 1Spoj Rl SV +£SD SV +SD SV +SD SV+SD
1. |dimetil-sulfid <900 - - 4,38+0,14 |1,22 £ 0,02
2 | pentanal <900| 1,25+0,03 |0,79+0,03| 1,84 +0,05 |0,68 + 0,01
3. | (E)-pent-2-enal <900| 0,53 + 0,02 - - -
4 | pentan-1-ol <900| 0,67 + 0,02 | 0,86 + 0,03 - -
5 |(2)-pent-2-en-1-ol <900| 1,22 +003 - - -
6. |heksanal <900| 6,72+0,10 |2,31+£0,02| 6,31 +0,21 |2,01 £0,02
7. |(E)-heks-2-enal <900| 7,41+0,23 |0,48+0,03| 2,47+ 0,04 |0,87 +0,03
g | heksan-1-ol <900| 2,36 + 0,02 | 1,09 + 0,03 - -
g |triborommetan <900| 1,52 +0,04 1,27 £0,02 - -
10. | heptanal 901 | 0,49+0,02 (0,47 +£0,02| 1,00 +£0,03 |0,48 + 0,01
11. | benzaldehid 967 | 0,93+0,03 [1,60+0,04| 1,16 £ 0,05 | 1,04 £ 0,03
12. | okt-1-en-3-ol 982 | 0,50+ 0,03 (0,40 0,01| 0,51+0,03 |0,47 + 0,01
13. | oktan-2,3-dion 984 - - 1,21 £ 0,05 0,80 £ 0,03
14. | 6-metilhept-5-en-2-on 988 | 0,67 + 0,03 |0,44 +£0,03| 0,90 +£0,02 |0,71 £ 0,02
15. | 2-pentilfuran 993 - - 0,98 + 0,03 | 0,80 + 0,04
16. | oktanal 1003 | 0,53 +0,02 |0,74 + 0,02 - -
17. | (E,E)-hepta-2,4-dienal 1014 - 0,14 £ 0,01 - -
18. | benzil-alkohol 1042 - - 8,58 £ 0,10 {9,44 £ 0,23
19. | (E)-okt-2-enal 1061| 0,69 + 0,03 [ 0,48 £0,05| 0,13 +0,03 |0,44 £ 0,05
20. | (E,E)-okta-3,5-dien-2-on 1073 - - - 1,13+ 0,04
21 |oktan-1-ol 1074| 0,34 + 0,05 |0,49 + 0,02 - -
29 |nonanal 1099| 1,27 £0,05 [1,63+0,03| 0,99 £ 0,02 |1,50 £ 0,05

6-[(12)-1-butenil]-ciklohepta-1,4-

23. sien (ekiokarpen) 1150| 0,97 + 0,02 |0,66 + 0,05 - -
24. |dekanal 1296 - - - 0,62 +£ 0,03
25 | B-ciklocitral 1222| 0,78 + 0,05 |0,47 £ 0,02 - 0,67 £ 0,01
26. (E)-dec-2-enal 1264 - 0,16 £ 0,02 - -
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27 | a-kubeben 1366 - 0,88 + 0,03 - -

2g. | B-burbonen 1385 - 0,37 +0,02| 0,90+ 0,02 1,53 +0,02

29. |germakren D 1481 - 1,13+ 0,05| 1,33+ 0,06 |2,66 £ 0,05

30. | (E)-B-jonon 1486| 1,55+0,04 |0,79+0,04| 0,50 +0,02 |0,53 + 0,02

31. | pentadec-1-en 1492 1,10 £ 0,06 |13,05 + 0,24 - -

32. | (E)-pentadec-7-en* 1495 - 6,00 + 0,32 - -

33. | pentadekan 1500| 5,51+0,25 |7,08+0,20| 5,21 +0,10 |7,02 + 0,23

34. |heksadec-7-en* 1515 - 11,25 £ 0,22 - -

35. | tetradekan-1-ol 1678 | 0,96 £ 0,05 1,02 + 0,06 - -

36. | heptadec-1-en 1692 | 0,62 + 0,05 | 1,04 + 0,06 - -

37. | (E)-heptadec-8-en 1678| 0,76 £ 0,05 |0,77 £ 0,03| 0,10 + 0,02 |0,28 + 0,02

3g. | heptadekan 1700| 47,77 £ 2,66 (30,08 + 1,67| 50,16 + 3,05 53,96 + 4,05
39. | (E)-heptadec-3-en* 1717| 3,63 +0,05 |4,79+0,06| 6,44 £0,25 |7,41+£0,45

40. |eikosan 2000 - 0,58 + 0,03 - -

| — svjezi uzorak analiziran pomo¢u DVB/CAR/PDMS vlakna; Il — svjezi uzorak analiziran pomo¢u PDMS/DVB
vlakna; Ill — suhi uzorak analiziran pomo¢u DVB/CAR/PDMS vlakna; IV — suhi uzorak analiziran pomocu

PDMS/DVB vlakna; RI - indeksi zadrzavanja odredeni u odnosu na n-alkane (Cg - Cys); SV — srednje vrijednosti
postotaka povrsine kromatograma dobivenih pomoc¢u GC-MS analize provedene u tri ponavljanja; SD — standardna
devijacija postotaka povrsina dobivenih iz tri ponavljanja; - spoj nije detektiran; * - spoj uvjetno identificiran.

4.2.2. GC-MS analiza isparljivih spojeva izoliranih koriste¢i HD

Tablica 23 Isparljivi spojevi hidrodestilata makroalge A. rigida

Br. [Spoj RI ! !
AvSD | AvtSD

1. | (E)-heks-2-enal <900|0,85 £ 0,02|1,55 + 0,03
2 | heptan-2-on <900 - 0,12 £ 0,01
3. | heptanal 901 (0,04 £ 0,01|0,12 £ 0,01
4. |(E)-hept-2-enal 961 - 0,05 £ 0,01
5 | benzaldehid 967 0,26 + 0,02 (0,31 £ 0,02
6. | okt-1-en-3-ol 982 - 0,09 + 0,01
7| oktan-2,3-dion 984 - 0,21 £ 0,02
g | 6-metilhept-5-en-2-on 988 (0,50 + 0,02 (0,36 + 0,02
9. |oktan-2-on 992 (0,05 + 0,03 | 0,25+ 0,04
10. | oktanal 1003|0,12 + 0,02 (0,21 £ 0,07
11. | (E,E)-hepta-2,4-dienal 1014 - 0,12 £ 0,02
12. | 2-etilheksan-1-ol 1033(0,12+ 0,02 (0,12 + 0,01
13. | 2,6,6-trimetilcikloheksanon 1040 - 0,03 £ 0,01
14. | benzil-alkohol 10420,26 + 0,02 (0,23 + 0,01

48



4. Rezultati

15. | fenilacetaldehid 1049|0,14 £ 0,02 0,17 £ 0,02
16. | (E)-okt-2-enal 1061 (0,08 + 0,02 0,22 + 0,03
17. | acetofenon 1072 - 0,08 £ 0,01

18. | oktan-1-ol 1074|0,16 + 0,02 | 0,23+ 0,03

19. | nonan-2-on 1091|0,05 + 0,02 0,06 + 0,01

20. | (E,Z)-okta-3,5-dien-2-on 1095 - 0,06 + 0,01

21. | nonanal 1099 0,10 £ 0,02 | 0,23 + 0,04
22 |(E,E)-okta-2,4-dienal 1111 - 0,18 £ 0,02
23 | fenilacetonitril 114410,08 + 0,01 0,01 £ 0,00
24. | 4-ketoizoforon 1148|0,04 + 0,01 -

o5 | 6-[(12)-1-butenil]-ciklohepta-1,4-dien (ektokarpen)| 1150 | 0,01 + 0,00 -

26. | (E,Z)-nona-2,6-dienal 1157 - 0,12 £ 0,01

27| (Z£)-non-2-enal 1163 - 0,12 £ 0,02
28 | 3-metilacetofenon 1187 - 0,06 + 0,01

29. | dekan-2-on 119410,18 £ 0,02 0,48 + 0,05
30. | dekanal 1296 - 0,16 + 0,02
31. | B-ciklocitral 1222 - 0,16 £ 0,03
32. | benzotiazol 122710,10 £ 0,02 0,08 + 0,01

33. | B-ciklohomocitral 1260 - 0,14 £ 0,02
34. | (E)-dec-2-enal 1264 - 0,16 £ 0,023
35. | dekan-1-ol 1276 - 0,21 £ 0,02
36. | undekan-2-on 1294 10,04 + 0,01 -

37. | (E,Z)-deka-2,4-dienal 1294 - 0,14 £ 0,02
38. | undekanal 1307 - 0,17 £ 0,01

39. | (E,E)-deka-2,4-dienal 1318 - 0,31+0,03
40. | undekan-1-ol 1377 - 0,18 £ 0,02
41. | B-burbonen 1385|0,05 + 0,01 0,03 + 0,01

42. | B-kubeben 1391 - 0,09 £ 0,02
43 | tetradekan 1400 0,05 + 0,01 -

44 | dodekanal 1409 - 0,36 £ 0,05
45. | a-jonon 1429 - 0,13 + 0,06
46. | (E)-geranil-aceton 1455 - 0,85+ 0,04
47. | dodekan-1-ol 147710,44 £ 0,02 2,11 £ 0,20
48. | germakren D 1481|1,01 £ 0,06 | 0,46 + 0,07
49. | (E)-B-jonon 1486|0,29 + 0,02 2,55 + 0,06
50. | pentadec-1-en 149210,50 + 0,02 0,39 + 0,01

51 | (E)-pentadec-7-en* 1495 (0,04 + 0,01 -

52. | pentadekan 1500|2,36 + 0,05|0,91 + 0,02
53 | N,N-dimetildodekan-1-amin 150410,94 + 0,02 -
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54 | tridekanal 1510 - 0,47 £ 0,05
55. | kubebol 1516 (0,59 + 0,03 0,57 + 0,01
56. | tridekan-1-ol 157810,29 £ 0,01 0,63 + 0,01
57 | heksadekan 1600 - 0,23 £ 0,02
58 | tetradekanal 1612 - 0,48 £ 0,02
59 | benzofenon 1627 - 0,66 + 0,03
60. | kubenol 1644|0,42 + 0,02 1,95 + 0,05
61. | tetradekan-1-ol 1678|0,48 + 0,02 2,76 + 0,09
62. | eudezma-4(15),7-dien-1p-ol 1686 | 1,06 + 0,03 | 0,29 + 0,02
63. | heptadec-1-en 169210,75+0,02|0,82 £ 0,03
64. | (E)-heptadec-8-en 1678 (0,31 + 0,02 (2,02 + 0,03
65. | heptadekan 1700|3,80 + 0,21 (12,22 + 0,23
66. | pentadekanal 1714 10,50 + 0,02 | 1,07 £ 0,06
67. | (E)-heptadec-3-en* 171710,29 + 0,02 | 2,50 + 0,06
68. | trans-farnezol 172410,10 £ 0,01|0,29 £ 0,02
69. | (E)-2-heksilcimetni aldehid 1748 - 0,25+ 0,04
70. | pentadekan-1-ol 1780|0,18 £ 0,02 0,95 £ 0,03
71. | 2-etilheksil-saicilat 1805|0,64 + 0,02 | 1,03 £ 0,09
72. | oktadekan 1800(0,22 + 0,02 | 0,23 + 0,02
73. | 6,10,14-trimetilpentadekan-2-on (fiton) 184512,21+0,09|7,28 £ 0,12
74. | (Z)-heksadec-11-en-1-ol 1861 - 2,02+0,10
75. | diizobutil-ftalat 1868 0,55 + 0,02 0,47 + 0,03
76. | heksadekan-1-ol 1881(1,13+0,09 3,79 + 0,80
77. | nonadekan 1900 - 0,22 £ 0,02
78. | heptadekan-2-on 1900|0,08 + 0,01 0,22 £ 0,02
79. | (E,E)-farnezil-aceton 1918 - 1,15+ 0,08
30. | metil-palmitat 1926 - 0,57 £ 0,02
31 | dibutil-ftalat 1962 (0,94 + 0,04 | 1,65 + 0,05
g2 | ciklooktasulfur 20090,22 £ 0,02 -

33 | oktadekanal 2019 - 0,87 £ 0,02
34. | epimanool 2051|3,18 £0,09|1,77 + 0,08
35. | (E)-fitol 2112 41,75 + 1,87(16,44 £ 0,15
36. | pacidiktiol A 2123|2,97 £0,09|1,11 £ 0,04
g7. | izopacidiktiol A 2136|2,41+£0,02|1,75+ 0,03
gg. | trikosan 2300 - 0,69 + 0,02
39 |feruginol 2331|1,45+£0,02 -

| — hidrodestilat svjeZzeg uzorka; Il — hidrodestilat suhog uzorka; RI - indeksi zadrZzavanja odredeni u odnosu na n-

alkane (Cg - Cys); SV — srednje vrijednosti postotaka povrSine kromatograma dobivenih pomo¢u GC-MS analize
provedene u tri ponavljanja; SD — standardna devijacija postotaka povrsina dobivenih iz tri ponavljanja; - spoj nije
detektiran; * - spoj uvjetno identificiran.
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4.2.3. GC-MS analiza isparljivih spojeva ekstrahiranih pomoc¢u SC-

CO;
Tablica 24 Isparljivi spojevi CO. ekstrakta makroalge A. rigida

Br. | Spoj RI %
1. | pentanska kiselina < 900 0,01
2. | kapronska kiselina <900 0,14
3. | kaprilna kiselina 1181 0,03
4. | nonanska kiselina 1278 0,04
5. | p-anetol 1287 0,09
6. | kaprinska kiselina 1375 0,03
7. | trans- B-kariofilen 1417 0,04
8. | 2,6-di(t-butil)-4-hidroksi-4-metil-cikloheksa-2,5-dien-1-on 1492 0,09
9. | B-jonon 1485 0,19
10. | pentadec-1-en 1492 0,05
11. | pentadekan 1500 0,11
12. | dihidroaktinidiolid 1526 0,36
13. | laurinska kiselina 1570 0,11
14. | Kariofilen oksid 1580 0,08
15. | heksadekan 1600 0,03
16. | dietil-ftalat 1603 0,05
17. | (E)-heptadec-8-en 1678 0,47
18. | heptadec-1-en 1694 0,17
19. | heptadekan 1700 3,00
20. | loliolid 1762 0,14
21. | miristinska kiselina 1771 8,33
22. | heksahidrofarnezil-aceton 1846 0,33
23. | pentadekanska kiselina 1866 1,03
24. | heksadekan-1-ol 1880 0,75
25. | nonadec-1-en 1892 0,09
26. | nonadekan 1900 0,08
27. | palmitoleinska kiselina 1949 5,09
28. | dibutil-ftalat 1961 0,58
29. | palmitinska kiselina 1976 40,63
30. | oktadekan-1-ol 2056 0,83
31. | heptadekanska kiselina 2063 0,71
32. | (E)itol 2108 9,14
33. | linolna kiselina 2129 1,39
34. | oleinska kiselina 2140 13,30
35. | stearinska kiselina 2159 0,28
36. | cis-oktadec-13-enska kiselina 2185 0,04

RI - indeksi zadrzavanja odredeni u odnosu na n-alkane (Co - C2s); % —postotak povrSine kromatograma.
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4.2.4. GC-FID analiza sastava masnih kiselina

Tablica 25 Sastav masnih kiselina makroalge A. rigida

Br. Masna kiselina SV + SD (%)
1. | maslacna kiselina C4:0 0,20 + 0,02
2 | kapronska kiselina C6:0 0,91 £+ 0,08
3. | miristinska kiselina C14:0 3,34+ 0,15
4. | pentadekanska kiselina C15:0 0,69 + 0,01
5. | palmitinska kiselina C16:0 42,86 + 0,26
6. |stearinska kiselina C18:0 1165 + 0,10
Zasi¢ene masne kiseline 59,65
palmitoleinska kiselina C16:1 1,73 + 0,09
oleinska + elaidi¢na kiselina C18:1n9¢ + C18:1n9t 5,46 + 0,03
Mononezasicene masne kiseline 7,19
9. | cis-linolna kiselina C18:2n6¢ 3,03+ 0,03
10. | trans-linolna kiselina C18:2n6t 222 40,02
11. | y-linolenska kiselina C18:3n6 0,46 + 0,05
12. | a-linolenska kiselina C18:3n3 0,41 + 0,06
13. | eikosadienska kiselina C20:2n6 7,90+ 0,11
14. | eikosapentaenska kiselina C20:5n3 19,14 + 0,32
Polinezasi¢ene masne kiseline 33,16
w3 masne kiseline 21,96
w6 masne kiseline 13,61

SV — srednje vrijednosti izrazene u postotcima (%) dobivene iz tri ponavljanja zajedno sa SD.

4.2.5. HPLC analiza pigmenata

Tablica 26 Koncentracija pigmenata dobivenih u frakcijama F3 i F4 pomoc¢u SPE iz

makroalge A. rigida

Pigmenti (mg/g suEg frakcije) (mglg suE: frakcije)
(SV = SD) (SV = SD)
fukoksantin 0,63 + 0,62 n.d.
lutein 5,83 £ 0,97 n.d.
klorofil a n.d. 13,65 £ 0,81
B-karoten n.d. 6,18 + 0,72
a-karoten n.d. n.k.

SV - srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhe frakcije zajedno sa SD; n.k. — nije

kvantificirano; n.d. — nije detektirano.
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Tablica 27 Koncentracija pigmenata dobivenih u CO- ekstraktu makroalge A. rigida

SV +SD
Pigment
(mg/g suhog ekstrakta)
fukoksantin 0,76 £ 0,35
lutein 0,41 £0,15
B-karoten 0,90 + 0,43

4. Rezultati

SV - srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhog ekstrakta zajedno sa SD.

4.2.6. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih koncentracija

pigmenata

Tablica 28 Koncentracija ukupnih pigmenata dobivenih u frakcijama F3 i F4 pomoéu SPE iz
makroalge A. rigida

Pigmenti (mglg su:z frakcije) (mglg suE: frakcije)
(SV = SD) (SV = SD)
klorofil a 0,75 + 0,01 0,67 0,02
klorofil b 0,98 + 0,02 0,74 + 0,00
karotenoidi 0,57 + 0,01 0,24 + 0,00

SV - srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhe frakcije zajedno sa SD.

Tablica 29 Koncentracija ukupnih pigmenata dobivenih u CO; ekstraktu makroalge A. rigida

SV - srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhog ekstrakta zajedno sa SD.

SV +SD
Pigmenti
(mg/g suhog ekstrakta)
klorofil a 0,44 £ 0,10
klorofil b 0,01 £0,01
karotenoidi 2,22+0,34
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4. Rezultati

4.3. REZULTATI ISTRAZIVANJA PROVEDENIH NA ZELENOJ ALGI

Codium bursa

4.3.1. GC-MS analiza isparljivih spojeva vrsnih para izoliranih
koristeé¢i HS-SPME

Tablica 30 VrSne pare makroalge C. bursa izolirane koristeéi HS-SPME

| Il ]| v
Br. | Spoj RI
SV +£SD SV+SD SV+SD SV+SD

1. 2-tiapropan (DMS) <900 | 56,51 +2,45 3,72+0,10 36,22 + 1,58 3,10+ 0,10
2. | pentan-1-ol <900 - 1,02 +£0,10 - N
3. heksanal <900 1,44 £ 0,15 1,41+ 0,11 0,20 + 0,01 0,71 £ 0,02
4. | dimetil-sulfoksid <900 - 1,62+0,14 - 2,63+0,10
5 | etilbenzen <900 - 2,231 0,08 - 0,42 + 0,01
6' heksan_‘]_ol <900 0,62 + 0,01 - - -
7. a-pinen 940 1,43 £ 0,09 - - 0,32 + 0,01
8. benzaldehid 965 5,21 +0,15 6,14 + 0,11 4,73 +0,09 1,42 £ 0,02
9 | okt-1-en-3-on 981 - - - 0,10 £ 0,01
10. okt-1-en-3-ol 982 1,12+ 0,14 2,61+0,10 9,71 +£0,18 0,81 + 0,02
1. | oktan-2,3-dion 985 - 0,80 £0,03 - 0,41+ 0,01
12. | 6-metil-hept-5-en-2-on | 988 - 1,42+0,08 - 0,41+ 0,02
13. | 2-pentilfuran 992 - 0,30 £ 0,01 - -
14. oktanal 1003 | 0,81 +£0,02 0,32 + 0,01 0,10 £ 0,01 0,40 + 0,01
15. | 5-3-karen 1013 - 0,10+ 0,01 - 0,30 + 0,01
16. | p-cimen 1031 | 0,51+0,02 - - 0,10 + 0,01
17. | 2_etil-heksan-1-ol 1032 - 0,40+ 0,01 - 0,72 + 0,01
18. limonen 1035 | 2,20 +£0,09 - - _
19. benzil-alkohol 1037 | 9,31 +£0,30 3,42 £ 0,09 0,20 + 0,01 5,40 + 0,03
20. | (E)-oct-2-enal 1061 - 0,80 + 0,01 - 0,11 £ 0,01
21. oktan-1-ol 1074 | 0,62 + 0,03 0,71 £ 0,04 0,20 + 0,01 0,30 + 0,01
22. nonanal 1103 | 3,51 +0,15 1,00 £ 0,05 2,51+0,14 1,40 £ 0,05
23. | 4-ketoizoforon 1147 - 0,10+ 0,01 - 0,10 £ 0,01
24 | 6-[(2)-1-butenil]- 1158

ciklohepta-1,4-dien - - - 0,41 + 0,01

(diktiopteren D)
25. | 6-butil-ciklohepta-1,4- 1174 ) i ] 0.40 £ 0,01

dien (diktiopteren C)
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26. | gekanal 1206 | 1,01£0,03 | 0,42+0,01 | 0,43+0,01 | 0,80 0,02
27. | B-ciklocitral 1222 - 0,50 £ 0,01 - 0,42 0,01
28. | farnezan 1376 - 0,42 0,02 - 0,71+ 0,03
29. | tetradekan 1400 : - - 0,30 0,01
30. | dodekanal 1409 - 0,31 0,01 - 0,10 £ 0,01
31. | (E)y-a-jonon 1428 - 6,40 0,30 - 3,02£0,19
32. | geranil-aceton 1454 - 0,10 £ 0,01 - 0,31 +0,01
33. | p-selinen 1462 - 0.50 £ 0,02 - 5

34. | eden 1472 - 0,71 £ 0,01 - -

35. | dodekan-1-ol 1477 - 0,42 + 0,01 - -

36. | ar-kurkumen 1483 - 0,10 £ 0,01 - 2,11+ 0,08
37. | (E)-B-jonon 1486 - 1,52 £ 0,09 - 1,02 £ 0,05
38. | pentadekan 1500 - 3,81+0,09 | 0,20+0,01 | 3,10+0,11
39 | dihidro-aktinolid 1528 - 1,02 £ 0,01 - -

40. | heksadekan 1600 - 0,50 £ 0,01 - 2,41+0,12
41. | benzofenon 1627 - 0,32+0,01 - 0,80 + 0,05
42. (E)-heptadec-8-en 1678 - 1,40 £ 0,09 - 2,41 +0,03
43| heptadekan 1700 | 4,82+0,16 | 41,50 £2,01 | 32,51 £ 1,85 | 52,62 + 2,30
44. | oktadekan 1800 - 0,10 £ 0,01 - 1,60 £ 0,08
45. | diizobutil-ftalat 1867 - - - 0,40 £ 0,01
46. | nonadec-1-en** 1872 - 0,31+ 0,01 - 0,70 + 0,02
47. | nonadekan 1900 - 0,10 + 0,01 - 0,81 + 0,02
48 | sikosan 2000 - 0,40 £ 0,01 - 3

49. | heneikosan 2100 - 1,40 £ 0,10 - -

| — svjezi uzorak analiziran pomo¢u DVB/CAR/PDMS vlakna; || — suhi uzorak analiziran pomo¢u DVB/CAR/PDMS
vlakna; Il — svjezi uzorak analiziran pomo¢u PDMS/DVB vlakna; IV — suhi uzorak analiziran pomo¢u PDMS/DVB
vlakna; RI - indeksi zadrzavanja odredeni u odnosu na n-alkane (Cy - Cys); SV — srednje vrijednosti postotaka
povrsine kromatograma dobivenih pomo¢u GC-MS analize provedene u tri ponavljanja; SD — standardna devijacija
postotaka povrSina dobivenih iz tri ponavljanja; - spoj nije detektiran; ** - to€an izomer nije identificiran.
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4.3.2. GC-MS analiza isparljivih spojeva izoliranih koriste¢i HD

Tablica 31 Isparljivi spojevi hidrodestilata makroalge C. bursa

Br. | Spoj RI ! .
SVSD SV £SD
1. | nonan 900 - 0,10 + 0,01
2. | o-pinen 940 | 0,81+0,02 -
3. | benzaldehid 965 | 1,40+0,01 | 1,41+0,03
4. | 2-pentilfuran 992 - 0,60 + 0,02
5. | benzil-alkohol 1037 | 18,02+ 1,04 | 0,10 + 0,01
6. | nonanal 1103 - 0,62 + 0,01
7. | tetradekan 1400 - 0,71+ 0,01
8. dodekanal 1409 - -
9. | (E)-a-jonon 1428 - 2,22+ 0,08
10. | (E)-B-jonon 1486 - 0,70 + 0,03
11. | pentadekan 1500 - 0,71 £ 0,03
12. | (E)-heptadec-8-en 1678 | 0,22+0,01 | 0,71+0,02
13. | heptadekan 1700 | 23,44+1,01 | 9,41+0,09
14. | heksahidrofarnezil-aceton (fiton) 1845 1,61 +£ 0,09 5,91+ 0,11
15. | diizobutil-ftalat 1867 | 2,22+0,12 | 0,82+0,02
16. | nonadec-1-en** 1872 - 0,71 0,03
17. | heksadekan-1-ol 1882 - 1,21+ 0,15
18. | nonadekan 1900 - 0,31+ 0,01
19. | dibutil-ftalat 1961 | 9,80+0,15 | 1,03+0,10
20. | ciklooktasumpor 2009 | 0,21+0,01 | 5,12+0,09
21. | (E)itol 2110 | 3,31+0,09 | 58,42+ 2,50
22. | dokosan 2200 | 13,90 +1,28 | 0,42 +0,08
23. | diizooktil-ftalat 2274 | 13,30 + 1,11 -
| — hidrodestilat svjezeg uzorka; Il — hidrodestilat suhog uzorka; RI - indeksi zadrzavanja odredeni u odnosu na n-

alkane (Cg - Cz5); SV — srednje vrijednosti postotaka povrSine kromatograma dobivenih pomo¢u GC-MS analize
provedene u tri ponavljanja; SD — standardna devijacija postotaka povrsina dobivenih iz tri ponavljanja; - spoj nije
detektiran; ** - to¢an izomer nije identificiran.
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4.3.3. GC-MS analiza isparljivih spojeva ekstrahiranih pomoc¢u SC-

CO;

Tablica 32 Isparljivi spojevi CO; ekstrakta makroalge C. bursa

Br. | Spoj RI SV£SD
1. | 2-fenoksietanol 1215 | 6,02 £ 0,16
2. | (E)-heptadec-8-en 1678 | 0,82 + 0,01
3. | heptadekan 1700 | 7,20 + 0,08
4. | loliolid 1763 | 3,51+0,08
S. neofitadien 1840 | 3,20+ 0,11
6. nonadec-1-en** 1872 | 0,70 + 0,02
7. heksadekan-1-ol 1882 | 3,10+ 0,21
8. palmitinska kiselina 1963 | 17,51 £ 1,13
9. | (2)-oktadec-9-en-1-ol 2060 | 2,51+0,12
10. | oktadekan-1-ol 2084 | 2,02+0,12
1. | (E)itol 2110 | 42,30 + 2,01
12. | oleinska kiselina 2147 | 3,02 0,09

RI - indeksi zadrzavanja odredeni u odnosu na n-alkane (Cg - Czs); SV — srednje vrijednosti postotaka povrsine
kromatograma dobivenih pomoc¢u GC-MS analize provedene u tri ponavljanja; SD — standardna devijacija postotaka

povrsina dobivenih iz tri ponavljanja; ** - toan izomer nije identificiran.

4.3.4. GC-FID analiza sastava masnih kiselina

Tablica 33 Sastav masnih kiselina makroalge C. bursa

Br. Masna kiselina SV * SD (%)
1. | miristinska kiselina C14:0 4,29 + 1,46
2. | palmitinska kiselina C16:0 27,38 + 1,59
3. | stearinska kiselina C18:0 9,26 + 0,48
4. |arahidska kiselina C20:0 14,49 + 1,30
5. | behenska kiselina C22:0 2,84 £0,16
Zasic¢ene masne kiseline 58,25
6. | palmitoleinska kiselina C16:1 2,43 +1,59
7. |oleinska + elaidicna kiselina C18:1n9c¢ + C18:1n9t 24,73 +£1,19
Mononezasi¢ene masne kiseline 27,16
8. | cis-linolna kiselina C18:2n6¢c 7,42 +1,02
9. | a-linolenska kiselina C18:3n3 2,34 + 0,30
10.| eikosadienska kiselina C20:2n6 1,73 +0,19
11.| dokosadienska kiselina C22:2n6 3,10 + 0,14
Polinezasi¢ene masne kiseline 14,59
w3 masne kiseline 2,34
w6 masne kiseline 12,25

SV — srednje vrijednosti izrazene u postotcima (%) dobivene iz tri ponavljanja zajedno sa SD.
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4.3.5. HPLC analiza pigmenata

Tablica 34 Koncentracija pigmenata dobivenih u frakcijama F3 i F4 pomoc¢u SPE iz
makroalge C. bursa

Pigmenti (mglg suE: frakcije) (mgl/g suEg frakcije)
(SV *SD) (SV £ SD)
fukoksantin 1,91 £ 0,14 n.d.
astaksantin 3,29+ 0,85 n.d.
klorofil b n.d. 7,21+£0,75

SV — srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhe frakcije zajedno sa SD; n.d. — nije
detektirano.

Tablica 35 Koncentracija pigmenata dobivenih u CO, ekstraktu makroalge C. bursa

SV +SD
Pigmenti
(mg/g suhog ekstrakta)
fukoksantin 0,34 £ 0,07
astaksantin 1,18 £ 0,15

SV - srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhog ekstrakta zajedno sa SD.
4.3.6. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih koncentracija

pigmenata

Tablica 36 Koncentracija ukupnih pigmenata dobivenih u frakcijama F3 i F4 pomoéu SPE iz
makroalge C. bursa

Pigmenti (mglg suEg frakcije) (mgl/g suEi frakcije)
(SV £SD) (SV £ SD)
klorofil a 0,12 + 0,57 1,25+ 0,00
klorofil b 1,75+ 0,52 2,66 + 0,00
karotenoidi 0,56 + 0,04 0,39+ 0,00

SV — srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhe frakcije zajedno sa SD.

Tablica 37 Koncentracija ukupnih pigmenata dobivenih u CO- ekstraktu makroalge C. bursa

SV - srednje vrijednosti dobivene iz tri ponavljanja izrazene u mg/g suhog ekstrakta zajedno sa SD.

SV +SD
Pigmenti
(mg/g suhog ekstrakta)
klorofil a 0,69 £ 0,27
klorofil b 0,21 +0,11
karotenoidi 1,43 £ 0,02
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5. Rasprava

Ispitivane vrste makroalgi u doktorskoj disertaciji odabrane su zbog svog potencijala za
primjenu u razli¢itim industrijama poput prehrambene, kozmetiCke i/ili farmaceutske. Bududi
da su odabrane vrste vrlo slabo ili uopée nisu istrazene, rezultati ove doktorske disertacije

znacajno ¢e doprinijeti boljem shvaéanju njihove kemijske bioraznolikosti.

5.1. KEMIJSKA KARAKTERIZACIJA SMEDE ALGE Fucus virsoides

5.1.1. Isparljivi spojevi vrsnih para izolirani koriste¢i HS-SPME

HS-SPME provedena je na svjezim i suhim uzorcima makroalgi, kako bi se utvrdilo ima i
proces susenja utjecaja na sastav isparljivih spojeva u uzorcima. Takoder, ispitivana je i razlika
u kemijskim profilima svjezih i suhih uzoraka s obzirom na primijenjeno vlakno. Tijekom
postupka koriStena su dva razli¢ita viakna; DVB/CAR/PDMS i PDMS/DVB. GC-MS analizom
vrénih para utvrdeno je da je pentadekan bio glavni spoj u uzorcima makroalge F. virsoides s
udjelom od 61,90 % za svjeze uzorke do 71,55 % za suhe uzorke. Drugi po zastupljenosti bio
je pentadec-1-en s postotkom od 11,00 % za suhe uzorke do 17,98 % za svjeze uzorke
prilikom koristenja DVB/CAR/PDMS vlakna. Nadalje, uoCene su razlike prilikom primjene
razliCitih vlakana pri ¢emu je (E)-pentadec-7-en pronaden jedino pri koristenju
DVB/CAR/PDMS vlakna, dok je tridekanal dobiven jedino pomo¢u PDMS/DVB vlakna.
Opcenito i u istrazivanjima drugih autora (Youngblood i sur., 1971; Youngblood i Blumer, 1973;
Clark i Blumer, 1967) u smedim makroalgama pentadekan se pokazao kao glavni isparljivi
spoj, za razliku od crvenih makroalgi u kojima je dominantan bio heptadekan. Medutim,
ugljiikovodici prisutni u smedim makroalgama znacajno variraju od potpuno zasi¢enih do
potpuno olefinskih. Isto tako, omjeri alkana/alkena se znacajno razlikuju ¢ak i unutar same
alge (Youngblood i sur., 1971) tako da su potrebne detaljne i precizne analize. Clark i Blumer
(1967) su istrazili razliCite vrste roda Fucus te su uoCili da se sadrzaj zasi¢enih i nezasi¢enih
ugljikovodika razlikuje. Primjenom ekstrakcije po Soxhletu dobili su udjele od 99% za zasicene
ugljikovodike i 0,1 % za nezasicene ugljikovodike za makroalgu F. distichus, za F. spiralis ti
udjeli su iznosili 96,5 % za zasicene i 3,5 % za nezasi¢ene ugljikovodike, dok je F. vesiculosus
imao najnizi udio zasicenih (81,6 %) i najveci udio nezasi¢enih (18,4 %) ugljikovodika. Nadalje,
u istom istrazivanju potvrdena je prisutnost pentadekana i pentadec-1-ena u sve tri alge, Cija
je prisutnost potvrdena za suhe i svjeze uzorke F. virsoides iz Jadranskog mora istrazenih

tijekom ove doktorske disertacije (Tablica 14).

Uocene su znacajne razlike prilikom usporedbe dobivenih kemijskih profila svjezih i suhih
uzoraka makoalge F. virsoides. Pentadekan prisutan u suhom uzorku imao je sliCan udio kao
i u svjezem uzorku, no pentadec-1-en nije detektiran u suhom uzorku, nego samo u svjezem.

Buduci da pentadec-1-en ima sli¢nu isparljivost (268,7 °C) kao pentadekan (270,6 °C) moze
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se pretpostaviti da je doSlo do njegove oksidacije tijekom procesa suSenja, a ne isparavanja.
lako je pentadekan ostao dominantan spoj i u suhom uzorku, pentadec-1-en se vjerojatno
razgradio u tridekan Cija je prisutnost detektirana jedino u suhom uzorku. Osim toga, prilikom
koristenja PDMS/DVB vlakna utvrdena je prisutnost i nekih novih aromatskih spojeva
uklju€ujuci benzil-alkohol (19,67 % u svjeZzem uzorku; 15,75 % u suhom uzorku) i benzaldehid
(1,43 % u svjeZzem uzorku; 1,18 % u suhom uzorku). Pojava nizih alifatskih karbonilnih spojeva,
poput heksanala, heptanala, (E)-hept-2-enala, okt-1-en-3-ola, okt-1-en-3-ona, oktanala i
nonanala, u suhom uzorku moZze biti posljedica izrazenih oksidacijskih reakcija i razgradnje
lipida tijekom su$enja. Hidalgo i Zamora (2019) utvrdili su da se benzaldehid i feniloctena
kiselina pojavljuju uslijed oksidacije lipida uz prisustvo zraka. U navedenom istraZivanju
fenilacetaldehid bio je glavni izvor benzaldehida koji je nastao uz prisutnost kisika, niskog pH

i lipidnih hidroperoksida ili iz smjese 4-oksonon-2-enala i lipidnih peroksida.

5.1.2. Isparljivi spojevi izolirani koriste¢i HD

Tijekom istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji praéene su razlike u kemijskom sastavu
isparljivih spojeva hidrodestilata dobivenih iz svjezih i suhih uzoraka makroalgi. GC-MS
analizom hidrodestilata svjezeg uzorka makroalge F. virsoides, utvrdeno je da su glavni spojevi
bili visi alifatski spojevi. Pentadec-1-en (19,32 %), (E)-pentadec-7-en (6,07 %), heptadec-1-en
(5,05 %) i (E)-heptadec-8-en (0,61 %) bili su najzastupljeniji alkeni, dok su prisutni alkani bili
pentadekan (5,87 %) i heptadekan (0,95 %). Za razliku od vrdnih para svjeZzeg i suhog uzorka
F. virsoides (Tablica 14), pentadekan je bio znatno manje zastuplijen u hidrodestilatu svjezeg
uzorka (5,87 %), dok je pentadec-1-en bio prisutan u ve¢em udjelu (19,32 %) (Tablica 15).
Prisutnost pentadec-1-ena i heptadec-1-ena u hidrodestilatu F. virsoides moze se pripisati
degradaciji masnih kiselina. lako su masne kiseline u hidrodestilatu F. virsoides bile prisutne
u niskim udjelima, one su u potpunosti detektirane nakon derivatizacije ekstrakta ukupnih lipida
(Tablica 17). Mclnnes i sur. (1980) predlozili su nekoliko mehanizama dekarboksilacije masnih
kiselina koji uklju€uju nastajanje vinilne skupine u meduproduktima koja se dalje reducira u

odgovarajuci alkan, a moguca je i direktna dekarboksilacija u alkane.

Fitol je naden u udjelu od 7,19 % u hidrodestilatu svjezeg uzorka F. virsoides, dok je u
hidrodestilatu suhog uzorka bio prisutan u nizem udjelu (4,06 %). Nadalje, heksahidrofarnezil-
aceton pronaden je u hidrodestilatu suhog uzorka u udjelu od 2,23 %. Podrijetlo oba navedena
spoja naj¢esce se povezuje s fotodegradacijom fitilnog lanca klorofila ili oksidacijom koja je
uzrokovana hidroperoksidima (Rontani i Volkman, 2003). Takoder, Rontani i sur. (1992) utvrdili
su da keton, heksahidrofarnezil-aceton, predstavlja kemijski marker fotodegradacije klorofila u

morskim organizmima.
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Kemijski profil hidrodestilata suhog uzorka F. virsoides znaajno se razlikovao od
hidrodestilata svjezeg uzorka, a sadrzavao je produkte oksidacije koji nisu detektirani u
hidrodestilatu svjezeg uzorka. Ukupno 25 spojeva bilo je prisutno u hidrodestilatu suhog
uzorka, a glavni spoj bio je tridekanal s koli¢inom od 18,51 % $to je otprilike 7 puta viSe nego
Sto je pronadeno u hidrodestilatu svijeZzeg uzorka. Tridekanal je mogao nastati oksidacijom
dvostruke veze odgovarajuéih masnih kiselina tijekom procesa suSenja. Osim toga, pronadeni
su i poviSeni udjeli pentadekanala i miristinske kiseline. Nizi alifatski spojevi pronadeni jedino
u hidrodestilatu suhog uzorka bili su sljedeéi aldehidi: (E)-heks-2-enal, heptanal, (E,E)-hepta-
2,4-dienal, oktanal, (E,Z)-hepta-2,4-dienal, (Z,Z2)-hepta-2,4-dienal, (E)-okt-2-enal, (E,E)-nona-
2,6-dienal, (E)-non-2-enal, dekanal i dodekanal. (Z)-Hept-2-enal, nonanal i (E,Z)-deka-2,4-
dienal bili su prisutni u veéim udjelima u hidrodestilatu suhog uzorka, u usporedbi sa svjezim
uzrokom. Nezasiceni aldehidi vjerojatno su nastali cijepanjem dvostrukih veza odgovarajucih
masnih kiselina (Tablica 17) ili linolenskog alkohola ¢iji je postotak smanjen s 12,89 % u
svjezem uzorku na 5,08 % u hidrodestilatu suhog uzorka. Nadeni su i alifatski ketoni poput
oktan-2,3-diona, (E,E)-okta-3,5-dien-2-ona, nonan-2-ona i (E,Z)-okta-3,5-dien-2-ona, kao i
alifatski alkoholi, (E)-okt-2-en-1-ol, okt-1-en-3-ol i oktan-1-ol. Udjeli benzil-alkohola,
fenilacetaldehida i benzaldehida nadeni su u veéem postotku u hidrodestilatu suhog uzorka
(Tablica 15). Takoder, udjeli norizoprenoida bili su veéi u hidrodestilatu suhog uzorka, 1,5 puta
veci za 4-ketoizoforon i oko 7,5 puta veéi za B-jonon, dok se a-jonon pojavio u postotku od

0,79 % u hidrodestilatu suhog uzorka $to ukazuje na razgradnju karotenoida tijekom suSenja.

5.1.3. Isparljivi spojevi ekstrahirani pomoéu SC-CO;

Ekstrakcijom pomoéu SC-CO; iz liofiliziranog uzorka F. virsoides ekstrahirane su masne
kiseline (Tablica 16) koje su Cinile najvecéi udio isparljivih spojeva u usporedbi s hidrodestilatom
svjezih i suhih uzoraka gdje su one bile prisutne u znatno manjim koli¢inama (Tablica 15).
Najveci udio pripadao je oleinskoj kiselini s postotkom od 31,36 %, zatim slijedi miristinska
kiselina (22,38 %) i palmitinska kiselina (18,24 %) (Tablica 16). Dok je pentadekan bio glavni
spoj vrnih para i hidrodestilata, njegov udio u CO- ekstraktu iznosio je 1,56 %. Pomocéu SC-
COs- bilo je moguce ekstrahirati komponente veée molekulske mase koje nisu izolirane pomocéu
prethodne dvije primijenjene metode, HS-SPME i HD. Poznato je da se pomoc¢u SC-CO- dobiju
ekstrakti koji su bogati masnim kiselinama i drugim nepolarmim spojevima (del Pilar Sanchez-
Camargo i sur., 2017). U literaturi nema podataka vezanih uz isparljive spojeve dobivene
pomocéu ESCO; iz smede makroalge F. virsoides, $to daje ovim rezultatima znacajan doprinos
u cjelokupnoj kemijskoj karakterizaciji makroalgi iz Jadranskog mora. Primjena SC-CO: za
ekstrakciju spojeva iz makroalgi uglavnom je vezana za pigmente, lipide, polifenole i vitamine
(Michalak i sur., 2015). Hattab i sur. (2007) analizirali su isparljive spojeve dobivene pomoc¢u

ESCO: iz smede makroalge Dicytopteris membranacea te su primijetili prisutnost
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seskviterpena, C41-ugljikovodika i spojeva sa sumporom koji su bili najzastupljeniji u ekstraktu
s 3-heksil-4,5-ditiacikloheptanonom kao dominatnim spojem. Upotrebom superkriti¢nih fluida
za ekstrakciju isparljivin spojeva uklanjaju se nedostaci drugih metoda poput zagrijavanja
uzorka tijekom hidrodestilacije $to mozZe uzrokovati degradaciju nekih termolabilnih spojeva

(Pourmortazavi i Hajimirsadeghi, 2007).

5.1.4. Sastav masnih kiselina

Ukupni lipidi iz liofiliziranih uzoraka makroalgi ekstrahirani su pomo¢éu metode po Folch-u
prilikom €ega je bilo moguée dobiti vezane i slobodne masne kiseline. Ekstrakt ukupnih lipida
F. virsoides analiziran je nakon provedenog postupka derivatizacije pomoc¢u GC-FID analize.
Odredene su 22 masne kiseline koje su prikazane u Tablici 17. Glavne pronadene masne
kiseline bili su cis- i trans-izomeri oleinske kiseline (C18:1n9t+C18:1n9c¢) u vrijednosti od 50,69

%, dok su druge najzastupljenije bile palmitinska (17,98 %) i miristinska kiselina (17,80 %).

Udio zasi¢enih masnih kiselina bio je 44,01 %, dok je udio mononezasiéenih kiselina iznosio
51,73 %, a polinezasi¢ene masne kiseline bile su prisutne u udjelu od 4,26 %. w-6 masne
kiseline zauzimale su veéi udio (2,81 %), u odnosu na w-3 masne kiseline (1,45 %).
Eikosapentaenska kiselina bila je dominantna w-3 masna kiselina (0,86 %), dok je arahidonska
kiselina bila najzastupljenija w-6 masna kiselina (0,81 %). Za porodicu Fucaceae i rod Fucus
karakteristiCna je veéa zastupljenost w-6 masnih kiselina, u odnosu na w-3 masne kiseline
(Grozdanicisur.,2019). PUFAs su poznate po svom blagotvornom utjecaju na ljudsko zdravlje
(Grozdanic i sur., 2020), a posebno se istie omjer w-6 i w-3 masnih kiselina koji bi trebao biti
izmedu 1,5 i 3 §to je opcenito prihvaéena uravnotezena vrijednost za ljudsku prehranu (van
Ginneken i sur., 2011). Dobiveni rezultati za w-6 i w-3 masne kiseline u skladu su s prijasnjim
istrazivanjima koja su provedena na F. spiralis (Francisco i sur., 2020) i F. vesiculosus
(Lorenzo i sur., 2017). Medutim, Najdek i sur. (2014) dobili su nize udjele oleinske (33,90 %) i
miristinske kiseline (14,00 %) iz makroalge F. virsoides prikupljene s podrucja Istre. 1z
dostupnih literaturnih podataka do razlike u udjelima masnih kiselina dolazi uslijed razli€itih
mjesta i vremenskih perioda skupljanja algi. Predlozeno je u prethodnim istrazivanjima da
sadrzZaj oleinske i arahidonske kiseline moze varirati ovisno o sezoni skupljanja alge pri ¢emu
je utvrdeno da je najveci udio bio prisutan kod algi koje su prikupljene tijekom ljetnog perioda
(Kim i sur., 1996; Paiva i sur., 2014), dok je udio eikosapentaenske kiseline bio vedi tijekom
zimskog perioda (Paiva i sur., 2014). Opcenito, smede alge su poznate po svom udjelu
oleinske kiseline kao dominatne masne kiseline Sto je utvrdeno za mnoge vrste prikupljene iz
razli¢itih regija (Grozdanic i sur., 2020; Khotimchenko i sur., 2002; Herbreteau i sur., 1997;
Silva i sur., 2013).
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5.1.5. Sastav pigmenata ekstrahiranih pomoc¢u SPE

Prilikom koriStenja SPE dobivene su 4 frakcije (F1, F2, F3, F4), a HPLC analiza pigmenata
provedena je na frakcijama F3 i F4 za koje su koriStena otapala metanol (F3) i
metanol:diklormetan (F4). Naime, u F1 i F2 izdvojeni su polamni spojevi primjenom otapala
voda (F1) i metanol:voda (1:1, v/v; F2). Buduci da su pigmenti manje polarni, njih je bilo
moguce izdvoijiti i koncentrirati u frakcijama F3 i F4 te je to ujedno i razlog njihovog koristenja
za odredivanje sastava prisutnih pigmenata. Tijekom HPLC analize frakcija F3 i F4 makroalge
F. virsoides utvrdena je jedino prisutnost fukoksantina, dok ostali pigmenti nisu detektirani.
Rezultati HPLC analize pokazuju da je vec¢a koncentracija fukoksantina dobivena u frakciji F3
u koncentraciji od 6,15 mg/g suhe frakcije (Tablica 18). S druge strane, HPLC analizom
frakcije F4, gdje je koriStena smjesa otapala metanol:diklormetan, utvrdene su vrlo niske
koncentracije fukoksantina koje su bile ispod limita detekcije. Vidljivo je da se metanol pokazao
boljim otapalom za ekstrakciju fukoksantina u usporedbi s viSe nepolarnim otapalom
metanol:diklormetan, a $to je prethodno potvrdeno istrazivanjima od strane Conann (2015) i
Osdrio i sur. (2020). U navedenim istrazivanjima metanol se pokazao kao najpogodnije otapalo
za ekstrakciju fukoksantina zbog njegove strukture i prisutnosti hidroksilnih i epoksidnih
skupina. Usporedbom dobivenih rezultata s onima u dostupnoj literaturi vidljive su znacajne
razlike u koncentracijama. Zaragoza i sur. (2008) analizirali su etanolni ekstrakt F. vesiculosus
i utvrdili da je veéa koncentracija fukoksantina bila prisutna kada je koridtena 50-70 % vodena
otopina etanola (1,24 mg/100 g), u usporedbi s ekstraktima dobivenim pomocu 30-35 %
vodene otopine etanola (0,26 mg/100 g). Ramus i sur. (1977) kvantificirali su fukoksantin u F.
vesiculosus i dobili koncentracije od 0,202 do 0,751 mg/g. S druge strane, Terasaki i sur.
(2009) utvrdili su vece koncentracije fukoksantina od 0,9 mg/g. Ove utvrdene razlike medu
vrstama roda Fucus mogu biti posljedica razliitih ¢imbenika okoliSa i karakteristika samih
vrsta. Maeda i sur. (2018) utvrdili su da niska temperatura morske vode i stres uzrokovan
uvjetima okoliSa utjeCu na sintezu fukoksantina te ostalih karotenoida, pri ¢emu su vece
koncentracije bile prisutne u algama iz hladnijih podrucja s temperaturom mora oko 12 °C
(Lalegerie i sur., 2020). Smanjenje sadrzaja fukoksantina od 70 % primijeceno je u
makroalgama koje su rasle u sun€anim i pli¢im podrucjima u istraZivanju provedenom od
strane Ramus i sur. (1977). Matishov i Makarov (2004) ispitivali su koncentracije fotosintetskih
pigmenata (klorofili i karotenoidi) u F. serratus i F. vesiculosus tijekom duzeg izlaganja mraku
i otkrili da je veca koli¢ina ukupnih karotenoida i klorofila bila prisutna u tami. Sezonske
varijacije i razlike u geografskim lokacijama mogu znacajno utjecati na sadrzaj fukoksantina u

makroalgama.

Spektrofotometrijskom analizom utvrdene su koncentracije ukupnih klorofila i karotenoida u

frakcijama F3 i F4, a koncentracije su navedene u Tablici 20. Frakcija F4 sadrzavala je vece
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koncentracije klorofila a (0,19 mg/g suhe frakcije) u usporedbi s frakcijom F3 (0,02 mg/g suhe
frakcije). Klorofil b bio je prisutan u vrlo niskim koncentracijama, 0,06 mg/g suhe frakcije za F3
i 0,08 mg/g suhe frakcije za F4. Opéenito, smede makroalge karakterizira prisutnost klorofila
a i njegovih derivata ¢ime se mogu objasniti veCe koncentracije klorofila a u odnosu na klorofil
b. Connan (2015) pretpostavio je da kiselost alkohola, koji se koristi za ekstrakciju, moze
dovesti do stvaranja produkata razgradnje, kao i derivata klorofila koji mogu ometati
odredivanije klorofila u ekstraktima. Najzastupljeniji derivat klorofila a je feofitin a za kojeg je
poznato da je prisutan u znacajnim koli€¢inama u makroalgama (Kuczynska i sur., 2015).
Ukupna koncentracija karotenoida dobivena spektrofotometrijskom analizom frakcija F.
virsoides bila je veca u frakciji F3 (0,19 mg/g suhe frakcije), dok je njihova koncentracija u F4
bila vrlo niska (0,02 mg/g suhe frakcije). Rezultati dobiveni za ukupne karotenoide mogu se
povezati s koncentracijama fukoksantina koje su detektirane tijekom HPLC analize gdje je

frakcija F3 sadrzavala vec¢e koncentracija fukoksantina u usporedbi s frakcijom F4.

5.1.6. Sastav pigmenata ekstrahiranih pomocéu SC-CO;

Poznato je da se ESCO. primjenjuje za ekstrakciju karotenoida iz makroalgi buduéi da je
izrazito selektivna prema tim spojevima upravo zbog nepolarnih svojstava CO; kao otapala
(Fabrowska i sur., 2016; Sivagnanam i sur., 2015). Prema dobivenim rezultatima HPLC analize
CO; ekstrakta F. virsoides u ovom istrazivanju utvrdena je niza koncentracija fukoksantina u
usporedbi sa ekstraktom/frakcijom dobivenom pomocéu SPE, a iznosila je 5,28 mg/g suhog
ekstrakta (Tablica 19). Dostupni literaturni podaci (Heffernan i sur., 2016; Sivagnanam i sur.,
2015) pokazuju da se pomocu klasiéne ekstrakcije kruto-tekuce dobije vece iskoristenje
fukoksantina, dok se primjenom ESCO. dobije vecéa Cistoéa same komponente Sto je
potvrdeno za smede makroalge Laminaria digitata i F. serratus. Takoder, Heffernan i sur.
(2016) dobili su veca iskoristenja fukoksantina prilikom primjene kootapala tijgkom ESCO., ali
je Cisto¢a same komponente bila niza u usporedbi kada je koristen samo CO- kao otapalo.
Saravana i sur. (2017) kao kootapalo koristili su suncokretovo ulje pri ¢emu je dobiveno
najvece iskoristenje ukupnih karotenoida i fukoksantina iz smede makroalge Saccharina
japonica. Macias-Sanchez i sur. (2007) su utvrdili da iskoriStenje ekstrahiranih spojeva ovisi i
o primijenjenim procesnim parametrima koji imaju utjecaj na gusto¢u CO» i samim time na
selektivnost. Povecanjem tlaka, poveéava se i iskoriStenje uslijed vece gustoée CO. i topljivosti
spojeva u otapalu (Cheung, 1999). S druge strane, utjecaj temperature na iskoristenje je
slozeniji. Crampon i sur. (2011) uoCili su da je povecanje temperature pri niskim tlakovima
imalo negativan utjecaj na iskoriStenje spojeva, dok je vecCa temperatura pri viSim tlakovima
dala vece iskoriStenje. Za ekstrakciju fukoksantina iz F. virsoides tijekom ovog istrazivanja
odabrana je temperatura ekstrakcije od 40 °C kako bi se smanijila njegova degradacija. Vecina

dostupnih literaturnih podataka (Heffernan i sur., 2016; Fabrowska i sur., 2016; Roh i sur.,
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2008) pokazuje da je najvecCe iskoriStenje karotenoida dobiveno pri tlaku od 300 bar i
temperaturi ekstrakcije od 50 °C, ali Quitain i sur. (2013) primijenili su tlak od 400 bar i
temperaturu od 40 °C buduci da su uodili degradaciju fukoksantina prilikom primjene vece
temperature tijekom ekstrakcije iz smede makroalge Undaria pinnatifida. Osim toga, u
istraZivanjima drugih autora utvrden je i utjecaj razli¢itih vremenskih uvjeta tijekom prikupljanja
uzoraka na sadrZaj fukoksantina u makroalgama. L. digitata prikupliena u zimu i proljece
sadrZavala je veée koncentracije fukoksantina, u usporedbi s onim uzorcima koji su prikupljeni

u ljeto i jesen (Heffernan i sur., 2016).

Iz rezultata prikazanih u Tablici 21 vidljivo je da je udio ukupnih karotenoida iznoso 6,74 mg/g
suhog ekstrakta, dok je klorofil a bio prisutan u veéoj koncentraciji od klorofila b te je iznosio
7,62 mg/g suhog ekstrakta (Tablica 21). Razlog tomu moze biti prisutnost feofitina a za kojeg
je vec literaturno dokazano da se nalazi u visokim koncentracijama u smedim makroalgama
(Silva i sur., 2019).

5.2. KEMIJSKA KARAKTERIZACIJA CRVENE ALGE Amphiroa rigida

5.2.1. Isparljivi spojevi vrsnih para izolirani koriste¢i HS-SPME

Usporedbom vrdnih para svjezih i suhih uzoraka makroalge A. rigida, GC-MS analizom
utvrdena je prisutnost dva neparna alkana; heptadekana i pentadekana, koji su €inili veéinu od
ukupnog profila vrénih para. Heptadekan je u sviezem uzorku bio prisutan u udjelu od 47,77
% koristenjem DVB/CAR/PDMS vlakna, dok je u suhom uzorku njegov udio iznosio 53,96 %
koristenjem PDMS/DVB vlakna. Nadalje, pentadekan je bio otprilike jednako zastuplien u
svjezem i suhom uzorku s udjelom vecim koristenjem PDMS/DVB vlakna, a iznosio je 7,08 %
u svjezem uzorku i 7,02 % u suhom uzorku. Drugi spojevi koji su nadeni u sviezem uzorku bili
su nezasiceni ugljikovodici uklju€ujuci: pentadec-1-en (do 13,05 %), heksadec-1-en (do 11,25
%), (E)-pentadec-7-en (do 6,00 %), (E)-heptadec-3-en (4,79 %), heptadec-1-en (1,04 %) i (E)-
heptadec-8-en (0,77 %) (Tablica 22). Ektokarpen (6-[(Z)-but-1-enil]-ciklohepta-1,4-dien) jedini
je ciklicki nezasiceni ugljikovodik koji je identificiran u svjezem uzorku. Udjeli nezasicenih
ugljikovodika bili su malo drugadiji u uzorku suSenom na zraku, dok C1s-alkeni nisu billi prisutni
(Tablica 22). Youngblood i sur. (1971), Youngblood i Blumer (1973) te Clark i Blumer (1967)
pronasli su zasi¢ene i olefinske ugljikovodike u razli€itim vrstama morskih algi medu kojima su
crvene makroalge Porphyridium cruentum, Gigartina sp. i Plocamium sp. sadrzavale visoko
zasicene, ravnolan€ane Cis i C47 ugljikovodike kao glavne spojeve. Dostupni literaturni podaci
navode da je heptadekan bio dominantan spoj u crvenim makroalgama ukljuCujuci
Myriogramme manginii, Gigartina skottisbergii, Curdia racovitzae i Georgiella confluens

(Berneira i sur., 2020). Heptadekan pronaden u vrSnim parama A. rigida tijekom ovog
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istraZivanja mogao je nastati iz stearinske kiseline koja je takoder prisutna u ovoj algi (Tablica
25). Ranije je pronadeno da dekarboksilacijom stearinske kiseline nastaje heptadekan $to je
potvrdeno od strane Mclnnes i sur. (1980) na algi Anacystis nidulans pomoc¢u C i 2H
nuklerane magnetske rezonancije. Youngblood i Blumer (1973) utvrdili su da je prisutnost
izomera heptadekana ukljuCujuci heptadec-3-en i heptadec-7-en karakteristi¢cna za crvene i

smede makroalge.

Zasiceni aldehidi bili su druga skupina prisutnih alifatskih spojeva u svjezem uzorku A. rigida,
ukljuCujuci heksanal (do 6,72 %), heptanal, nonanal (do 1,63 %) i pentanal (do 1,25 %).
Nadalje, nezasiceni alkenali koji su takoder bili prisutni u svijezem uzorku uklju€ivali su (E)-
pent-2-enal, (E)-heks-2-enal, (E,E)-hepta-2,4-dienal, (E)-okt-2-enal i (E)-dec-2-enal. Od
spomenutih samo su C1s-, C17- i Cyg-aldehidi te (E)-heks-2-enal identificirani u suhom uzorku
A. rigida. Heksanal je bio glavni identificirani aldehid u svjeZzem i suhom uzorku A. rigida, a
pretpostavlja se da je on nastao degradacijom linolne kiseline koja je isto tako detektirana u A.
rigida (Tablica 25). Prisutnost heksanala potvrdena je ranije i u drugim morskim algama koje
su istrazivane od strane Boonprab i sur. (2003; 2014). Opcenito, aldehidi koji su nadeni u
makroalgama mogu nastati degradacijom PUFAs autooksidacijom ili djelovanjem enzima
lipoksigenaze (Le Pape i sur., 2004), a Berneira i sur. (2020) uocili su povecanje koncentracije
aldehida u crvenim makroalgama uslijed smanjenja koncentracije PUFAs. Dostupna literaturna
istrazivanja (Boonprab i sur., 2006; Azarbad i Jelen, 2015) ukazuju da uzastopnim djelovanjem
lipoksigenaze/hidroperoksid liaze iz linolne kiseline nastaje heksanal. Za pojedine aldehide,
poput C7, Cs i C1o nezasicenih aldehida, utvrdena je obrambena uloga (Pohnert, 2005), a osim
u crvenim makroalgama pronadeni su u zelenim i smedim makroalgama (Takahasi i sur., 2002;

Sugisawa i sur., 1990), jastozima (Lee i sur., 2001) i kamenicama (Pennarun i sur., 2002).

Nekoliko alifatskih alkohola i alkenola pronadeno je u svjezem uzorku A. rigida poput heksan-
1-ola (do 2,36 %), (Z)-pent-2-en-1-ola (do 1,22 %), tetradekan-1-ola (do 1,02 %), pentan-1-ola
(do 0,86 %), okt-1-en-3-ola (do 0,50 %) i oktan-1-ola (do 0,49%). Medu njima samo je okt-1-
en-3-ol bio prisutan i u suhom uzorku A. rigida u udjelu do 0,51 %, jednako kao i u svijezem
uzorku. Aldehidi se mogu enzimski ili spontano pretvoriti u druge alkohole ili alkenole. 6-
Metilhept-5-en-2-on jedini je alifatski keton koji je bio prisutan u sviezem (do 0,67 %) i u suhom
uzorku (do 0,90 %), dok su oktan-2,3-dion i (E, E)-okta-3,5-dien-2-on bili prisutni samo u suhom
uzorku. 6-Metilhept-5-en-2-on je bio najzastupljeniji keton, a ranije je pronaden i u drugim

algama poput zelene alge Capsosiphon fulvescens (Sun i sur., 2012).

(E)-B-Jonon pronaden u svjezem (do 1,55 %) i u suhom uzorku (do 0,53 %) te B-ciklocitral
pronaden samo u svjeZzem uzorku (do 0,78 %) predstavljaju razgradne produkte karotenoida,

tocnije B-karotena koji je detektiran u A. rigida tijekom ovog istrazivanja (Tablica 26). Ranijim
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istraZivanjima potvrdeno je da navedeni spojevi nastaju enzimskim cijepanjem [(-karotena
(Ishida i Bartley, 2005), a njihova prisutnost utvrdena je i u ostalim morskim algama koje su
analizirane u radu autora Juttner (1995). U kasnijim fazama razgradnje karotenoida, tijekom
oksidacije dugolan€anih meduprodukata, povecava se koli€ina mono- i dioksigeniranih
spojeva medu kojima je i B-ciklocitral (Silva Ferreira i sur., 2008). Dostupna istrazivanja
ukazuju na razli¢ita bioloSka djelovanja B-ciklocitrala, a-jonona i B-jonona poput inhibitornih
ucinaka na rast Chlorella pyrenoidosa (lkawa i sur., 2001). Nadalje, utvrdeno je da B-ciklocitral
moze uzrokovati pucanje stanica diatoma Nitzschia palea (Chang i sur., 2011), a visoke
koncentracije B-ciklocitrala utjecale su na sprje€avanje rasta cijanobakterije Microcystis koja

je odgovorna za $tetno cvjetanje algi (Ozaki i sur., 2008).

U svjezim i suhim uzorcima A. rigida pronaden je benzaldehid Ciji je udio bio veci u svjezim
uzorcima (do 1,60 %). S druge strane, benzil-alkohol pronaden je isklju€ivo u suhom uzorku s
udjelom do ¢€ak 9,44 %. Identificirana su i tri seskviterpena uklju€uju¢i germakren D i B-
burbonen koji su bili prisutni u svieZzem i suhom uzorku te a-kubenen koji je potvrden jedino u
svjezem uzorku. Osim toga, tribrommetan naden je u svjeZzem uzorku u udjelu do 1,52 %, a
njegova prisutnost ranije je potvrdena i u drugim smedim makroalgama poput Ascophyllum
nodosum (Newman i Gschwend, 1987) i Halopteris filicina (Garbary i Johansen, 1987; Jerkovi¢
i sur., 2018). La Barre i sur. (2010) utvrdili su da su makroalge sposobne fiksirati halogene
ione u prisutnosti vodikovog peroksida i pomocu djelovanja haloperoksidaze, ¢ime dolazi do

njihove oksidacije i kao takvi mogu reagirati s organskim supstratima.

Usporedbom vrSnih para svjezeg i suhog uzorka uocene su sli¢nosti u prisutnosti glavnih
detektiranih spojeva (Tablica 22) poput heptadekana, pentadekana, heksanala, (E)-heks-2-
enala i (E)-heptadec-3-ena, ali i nekih spojeva koiji su prisutni u manjim koli€¢inama uklju€ujuci
heptanal, okt-1-en-3-ol, 6-metilnept-5-en-2-on, (E)-okt-2-enal, nonanal i benzaldehid.
Medutim, neki spojevi poput 2-pentilfurana, benzil-alkohola, oktan-2,3-diona, (E)-okta-3,5-
dien-2-ona i dekanala detektirani su jedino u suhom uzorku $to upucuje na nastajanje
produkata oksidacije tijekom postupka suSenja na zraku. Najveca razlika bila je u postotku
prisutnog benzil-alkohola u suhom uzorku u udjelu do 9,44 %, a koji je mogao nastati iz benzil
aldehida tijekom suSenja na zraku. Takoder, DMS je bio prisutan jedino u suhom uzorku, a
poznat je kao osmolit algi koji potje¢e od DMSP za kojeg je ranije potvrdena prisutnost u raznim
vrstama makroalgi u istrazivanju provedenom od strane Malin i Kirst (1997). Nadalje, prisutnost
2-pentilfurana u suhom uzorku A. rigida moze se pripisati oksidacijskoj razgradnji linolenske
kiseline ili razgradniji SecCera tijekom Maillardovih reakcija Sto je uoeno u ranijim istrazivanjima
Gu i sur. (2013) te Fors (1983).
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5.2.2. Isparljivi spojevi izolirani koriste¢i HD

Dominatan spoj u hidrodestilatu svjezeg uzorka A. rigida bio je (E)-fitol u postotku od 41,75 %,
a prisutan je bio i njegov razgradni produkt fiton (2,21 %) (Tablica 23). Za prisutnost
diterpenskog alkohola (E)-fitola u publiciranim istrazivanjima potvrdeno je da se ve¢inom nalazi
u makroalgama koje sadrze visoke koncentracije klorofila a (De Souza i Nes, 1969), a
potvrdeno je da se nalazi i u etericnom ulju nekih zelenih makroalgi (Jerkovi¢ i sur., 2019; Yin
i sur., 2005). Crvene makroalge poznate su po veéem sadrzZaju kolorofila a u odnosu na zelene
makroalge (Bianchi i sur., 1997) tako da bi detektirani (E)-fitol mogao nastati razgradnjom
klorofila a koji je takoder detektiran u A. rigida korisdtenoj u ovom istraZivanju (Tablica 26).
Nadalje, oksidacijom fitola moze nastati metilirani keton masne kiseline, heksahidrofarnezil
aceton (fiton) koji je pronaden u hidrodestilatu suhog uzorka u veéem udjelu (7,28 %), nego u
svjezem uzorku (2,21 %). Porast udjela u suhom uzorku upuéuje na razgradnju fitola tijekom
procesa su$enja. Rontani i Volkman (2003) utvrdili su da fiton predstavlja rezultat hidrolize

klorofila, a moze biti i fotoprodukt bakterioklorofila a te produkt biorazgradnje fitola.

U svjezim i suhim uzorcima pronadena su dva hidroazulenska diterpena; pacidiktiol A (2,97 %
u svjezem uzorku; 1,11 % u suhom uzorku) i izopacidiktiol A (2,41 % u svjezem uzorku; 1,75
% u suhom uzorku). Oba spoja prethodno su ve¢ utvrdena u smedoj makroalgi Dictyota
crenulata (De-Paula i sur., 2008). Diterpenski alkohol epimanool bio je prisutan u svjezem i
suhom uzorku s udjelima od 3,18 % za svjezi uzorak te 1,77 % za suhi uzorak. S druge strane,
diterpen koji pripada skupini abietana, feruginol pronaden je jedino u hidrodestilatu svjezeg
uzorka u udjelu od 1,45 %. Seskviterpeni uklju€ujuci B-burbonen, germakrem D, kubebol,
trans-farnezol i eudesma-4(15),7-dien-1-p-ol bili su detektirani u hidrodestilatima svjezeg i
suhog uzorka, dok je kubenol bio prisutan jedino u suhom uzorku (Tablica 23). Navedeni
spojevi nisu nadeni u vrsnim parama A. rigida vjerojatno zbog nize isparljivosti te ih je bilo

moguce izolirati jedino hidrodestilacijom.

U usporedbi s vrSnim parama uzoraka gdje su alkani heptadekan i pentadekan bili dominantni,
u hidrodestilatu oni su bili prisutni u znatno nizim koli€inima. Svjezi uzorak je sadrzavao 3,80
% heptadekana i 12,22 % pentadekana, dok je u suhom uzorku bilo 2,36 % heptadekana i
0,91 % pentadekana. Visi alifatski alkeni koji su pronadeni u vrSnim parama, u hidrodestilatu
su bili prisutni kao manje zastupljeni spojevi, npr. pentadec-1-en, (E)-pentadec-7-en, (E)-
heptadec-8-en i (E)-heptadec-3-ene. Takoder, identificirani su zasi¢eni i nezasi¢eni karbonilni
spojevi uklju€ujuci (E)-heks-2-enal, heptanal, 6-metilhept-5-en-2-on, oktan-2-on, oktanal, (E)-
okt-2-enal, nonan-2-on, nonanal, undekan-2-on, pentadekanal i heptadekan-2-on. Nadalje,
identificirano je i nekoliko alifatskih alkanola i alkenola, npr. 2-etilheksan-1-ol, oktan-1-ol,

dodekan-1-ol, tridekan-1-ol, pentadekan-1-ol, (E)-heksadec-11-en-1-ol i heksadekan-1-ol. Dva
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derivata benzena, benzil-alkohol i 2-fenilacetaldehid, pronadena su u hidrodestilatu svjezeg i

suhog uzorka.

Iz Tablice 23 mozZe se primijetiti da su profili isparljivih spojeva dobiveni hidrodestilacijom iz
svjezeg i suhog uzorka bili zna¢ajno razli€iti. NajviSe se izdvaja udio (E)-fitola Ciji je udio u
suhom uzorku iznosio 16,44 % S&to je znagajno manje u usporedbi sa svjezim uzorkom.
Medutim, udio njegovog razgradnog produkta, fitona, porastao je u hidrodestilatu suhog uzorka
na 7,28 % 3to ukazuje na njegovu degradaciju tijekom susenja. Takoder, udio heptadekana
povecao se na 12,22 %, (E)-heptadec-8-ena na 2,02 % te (E)-heptadec-3-ena na 2,50 % $to
upucuje na intenzivniju razgradnju masnih kiselina. Odvijanje oksidacijskih reakcija tijekom
susenja ocituje se i u poveéanim udjelima spojeva sa kisikom kao Sto su (E)-heks-2-enal,
heptanal, oktan-2-on, oktanal, (E)-okt-2-enal, oktan-1-ol, nonanal, dekan-2-on, pentadekanal,
pentadekan-1-ol, heksadekan-1-ol i heptadekan-2-on. Potvrdena je intenzivnija razgradnja
masnih kiselina buduci da su nastali novi oksidirani spojevi kao $to su heptan-2-on, (E)-hept-
2-enal, okt-1-en-3-ol, oktan-2,3-dion, (E,Z)-okta-3,5-dien-2-on, (E,E)-okta-2,4-dienal, (E,Z)-
nona-2,6-dienal, (Z)-non-2-enal, dekanal, dekan-1-ol, (E,Z)-deka-2,4-dienal, (E,E)-deka-2,4-
dienal, undekan-1-ol, dodekan-1-ol, tridekanal, tetradekanal, (Z)-heksadec-11-en-1-ol i
oktadekanal. Nadalje, uoCeni su i produkti razgradnje karotenoida poput f-jonona, &iji se udio
povecao u suhom uzorku (2,55 %), te B-ciklocitrala koji je bio prisutan jedino u suhom uzorku
(0,16 %).

5.2.3. Isparljivi spojevi ekstrahirani pomoéu SC-CO;

Prema rezultatima GC-MS analize CO; ekstrakta dobivenog iz liofiliziranog uzroka A. rigida
utvrdena je dominantnost masnih kiselina kao glavnih spojeva ekstrakta (Tablica 24).
Palmitinska kiselina bila je najzastupljenija u udjelu od 40,63 %, zatim oleinska s udjelom od
13,30 % te (E)-fitol 9,14 %. Dominantni spojevi vrSnih para, heptadekan i pentadekan, bili su
prisutni i u CO; ekstraktu samo u znacajno nizim udjelima. Heptadekan je bio prisutan u udjelu
od 3,00 %, dok je pentadekan bio prisutan sa 0,11 %. Nadalje, (E)-fitol koji je u hidrodestilatu
bio najzastupljeniji spoj (41,75 %), u CO2 ekstraktu on je zastupljen sa 9,14 % S$to moze
upucivati na razgradnju klorofila a i u CO; ekstraktu liofiliziranog uzorka A. rigida, ali u manjoj
mjeri nego $to je to bilo tijekom HD. B-Jonon bio je prisutan u udjelu od 0,19 % $to je vrlo sli¢no
udjelu u hidrodestilatu svjeZzeg uzorka A. rigida (0,29 %). Tijekom postupka liofilizacije uzorka
A. rigida i ESCO, karotenoidi se nisu degradirali u tolikoj mjeri koliko se to odvilo tijekom
suSenja na zraku i HD suhog uzorka, s obzirom da je tada udio 3-jonona bio veci (2,55 %).
Opcenito, u crvenim makroalgama vrlo je kompleksan sadrzaj isparljivin spojeva, a ranije je
utvrdeno da su glavne skupine spojeva esteri masnih kiselina i ugljikovodici (Kamenarska i

sur., 2006) sto je dobiveno i tijekom ovog istraZivanja prilikom analize CO. ekstrakta A. rigida.
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Sadrzaj estera masnih kiselina moze varirati €ak i izmedu algi koje pripadaju istom rodu, poput
Corallina i Polysiphonia rodova crvenih makroalgi (Riguera i sur., 1984; Kamenarska i sur.,
2000). Dostupna literaturna istrazivanja pokazuju da esteri masnih kiselina imaju vrlo vazne
uloge u algama, kao $to imaju u kopnenim biljkama gdje su odgovorni za komunikaciju izmedu
insekata i biljaka te se pretpostavlja da je sli€an mehanizam i u algama (Kamenarska i sur.,
2006). Kanias i sur. (1992) utvrdili su da se antibiotska aktivnost pojedinih algi moZze pripisati
stearinskoj, linolnoj, palmitinskoj, miristinskoj, laurinskoj i kaprinskoj kiselini, a sve navedene
kiseline pronadene su i u CO> ekstraktu A. rigida (Tablica 24). Kamenarska i sur. (2006)
primijetili su da crvena makroalga Callithamnion granulatum sadrzi jedino kratkolanCane
masne kiseline (4-6 C atoma) te su zakljucili da masne kiseline mogu biti taksonomski markeri

pojedinih vrsta.

Nadalje, terpeni su vrlo vazni isparljivi spojevi, no u crvenim makroalgama nalaze se u niskim
koncentracijama. U CO; ekstraktu A. rigida nadeni su dihidroaktinidiolid (0,36 %) te
heksahidrofarnezil-aceton (0,33 %) za koje je od ranije poznato da se nalaze u vecini crvenih
makroalgi i predstavljaju razgradne produkte B-karotena (Kamenarska i sur., 2006). Takoder,
od strane Sakan i sur. (1967) utvrdeno je da navedeni spojevi posjeduju razli€ite bioaktivnosti
kao feromonski spojevi za prepoznavanje matice Solenopsis invicta Buren (crveni vatreni

mrav) te kao zastitna barijera protiv gljiviCnih patogena.

5.2.4. Sastav masnih kiselina

Ekstrakt ukupnih lipida liofiliziranog uzorka A. rigida analiziran je pomoc¢u GC-FID analize te je
utvrdena prisutnost 14 masnih kiselina, a iste su navedene u Tablici 25. Dominantna masna
kiselina bila je palmitinska kiselina s udjelom od 42,86 %, zatim slijedi eikosapentaenska
(19,14 %) te stearinska kiselina (11,65 %). Ukupni sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina iznosio
je 59,65 %, a zatim su po zastupljenosti utvrdene PUFAs s 33,16 %. Za PUFAs je poznato da
imaju vaznu ulogu u prevenciji razliCitih sr€anih bolesti, ateroskleroze, dijabetesa tipa 2 te
pretilosti. Opéenito, prisutnost razli¢itih esencijalnih masnih kiselina karakteristiCna je za
crvene makroalge rodova Gigartinales, Corallinales i Gracilariales. Alge koje pripadaju
navedenim rodovima poznate su po visokim udjelima eikosapentaenske kiseline i arahidonske
kiseline (Pereira i sur., 2012a; Galloway i sur., 2012). Buduci da A. rigida istrazena tijekom ove
doktorske disertacije sadrzi visoke udjele eikosapentaenske kiseline, potencijalno se moze
koristi kao izvor ove visokovrijedne esencijalne w-3 masne kiseline. Medutim, potrebna su
daljnja istrazivanja kako bi se utvrdila njena bioraspolozivost. A. rigida ispitana u ovom
istraZivanju sadrzavala je znacajno vecu koliinu eikosapentaenske kiseline (19,14 %), u
usporedbi s drugim ranije ispitanim crvenim makroalgama Cije su se vrijednosti

eikosapentaenske kiseline kretale od 0,47 % do 7,95 % (Bernerira i sur., 2020). Jayasree i sur.
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(2012) ispitivali su sastav masnih kiselina A. anceps i utvrdili da je palmitinska kiselina bila
dominatna s 57,57 %, zatim je slijedila arahidonska kiselina (18,67 %), dok je udio
eikosapentaenske kiseline bio nizak i iznosio je 2,46 %. S druge strane, A. beauvoisii istrazena
od strane Jayasree i sur. (2012) imala je veéu koli€inu eikosapentaenske kiseline (25,2 %).
Razlike u koli¢inama masnih kiselina medu vrstama koje pripadaju istom rodu mogu biti uslijed
koristenja razliCitih metoda ekstrakcije, izloZzenosti razliCitim abiotiCkim cimbenicima i
geografskom podrucju Sto rezultira razli€itim profiima masnih kiselina (Fleury i sur., 2011).
Istrazivanja skupine autora Li i sur. (2002) te Schmid i sur. (2014) ukazuju na to da crvene
makroalge sadrze visoke koncentracije arahidonske kiseline koja nije pronadena u ovom

istrazivanju na makroalgi A. rigida.

5.2.5. Sastav pigmenata ekstrahiranih pomoéu SPE

Na primjeru smede alge F. virsoides (odlomak 5.1.5.) objasnjeno je da su za HPLC analizu
pigmenata iz svih makrolagi tijekom ove doktorske disertacije koriStene jedino frakcije F3 i F4
dobivene pomocu SPE. Rezultati dobiveni HPLC analizom frakcija F3 i F4 pokazali su
prisutnost razli¢itih pigmenata s obzirom na primijenjeno otapalo (Tablica 26). Ranijim
istrazivanjima drugih autora (Aburai i sur., 2013; Henriques i sur., 2007), metanol i
metanol:diklormetan pokazali su se kao pogodna otapala za ekstrakciju lipofilnih pigmenata
poput klorofila i karotenoida iz makroalgi, a to je ujedno i razlog njihovog koristenja tijekom ove
doktorske disertacije. Prilikom koristenja metanola bilo je mogucée ekstrahirati lutein i
fukoksantin koji su detektirani u frakciji F3. Lutein je bio dominantan pigment u frakciji F3 s
koncentracijom od 5,83 mg/g suhe frakcije, a fukoksantin je bio prisutan u znatno nizoj
koncentraciji (0,63 mg/g suhe frakcije). Niti lutein niti fukoksantin nisu detektirani u frakciji F4
za Cije je dobivanje koristeno manje polarno otapalo, smjesa metanol:diklormetan. Nadalje, u
frakciji F4 detektiran je klorofil a u koncentraciji od 13,65 mg/g suhe frakcije te B-karoten (6,18
mg/g suhe frakcije). a-Karoten je takoder detektiran u frakciji F4, ali je njegova koncentracija
bila ispod limita detekcije. lako je za crvene makroalge poznato da a- i f-karoten predstavljaju
glavne pigmente, tijekom ovog istrazivanja nisu utvrdene visoke koncentracije a-karotena.
Visoka koncentracija luteina pronadenog u A. rigida tijekom ovog istrazivanja moze se objasniti

hidroksilacijom a-karotena koja je ranije potvrdena od strane autora Takaichi (2011).

Kavalappa i sur. (2019) za ekstrakciju pigmenata iz crvene alge Gracillaria spp. koristili su
sliénu smjesu otapala, metanol:diklormetan:voda. Crvena alga Gracillaria spp. sadrzavala je
B-karoten i lutein kao dominantne pigmente, a Sto je utvrdeno i za A. rigida tijekom ovog
istraZivanja. Opc¢enito, prisutnost B-karotena i luteina karakteristicna je za crvene alge koje
pripadaju rodu Corallinales u koji spada i A. rigida. Vrlo je teSko pronaci povezanost izmedu

profila pigmenata i filogenije crvenih algi, buduci da postoje suprotna istrazivanja vezana uz
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sastav pigmenata. Pojedina istraZivanja tvrde da su glavni ksantofili u crvenim algama
zeaksantin i lutein (Bjegrnland i Aguilar-Martinez, 1976), dok su drugi utvrdili da je profil
pigmenata kompleksniji te da sadrZe fukoksantin i neoksantin (Schubert i sur., 2006). Tijekom
ove doktorske disertacije u A. rigida pronadeni su lutein i fukoksantin, Sto nije bilo u skladu sa
spomenutim istraZivanjima, a to ukazuje na veliku raznolikost profila pigmenata medu crvenim
algama. Nedostatak nekih pigmenata, poput zeaksantina koji je karakteristiCan za crvene alge,
moze biti objasSnjen c&injenicom da pojedine alge nemaju sposobnost sintetiziranja tog
pigmenta, 8to ovisi 0 sposobnosti akumuliranja svjetlosti. Schubert i sur. (2006) nisu detektirali
zeaksantin u vrstama koje su prikupljene u zonama oseke, dok se u vrstama prikupljenim u
zoni plime on nalazio u visokim koncentracijama. Nadalje, u istom tom istraZivanju utvrdeno je
da je lutein bio dominantan karotenoid u algama iz roda Corallinales, dok je zeaksantin bio
prisutan u vrlo niskim koncentracijama ili uopce nije detektiran. Bjgrnland i Aguilar-Martinez
(1976) utvrdili su da prisutnost fukoksantina u nekim algama moze biti posljedica kontaminacije
uzoraka epifitima. Prema literaturnim podacima (Bianchi i sur., 1997), medu klorofilima a, b, ¢
i d koji mogu biti prisutni u algama, jedino je klorofil a prisutan u crvenim makroalgama sto je
potvrdeno i u ovom istrazivanju. Koli¢ina prisutnog klorofila a ovisi o dostupnoj sunéevoj
svjetlosti. Naime, Pereira i sur. (2012b) utvrdili su da je udio klorofila a najvis§i u mjesecima
kada je sunCeva svjetlost ograni¢ena. Roy (2020) je ispitivao udio klorofila a u razli€itim
crvenim algama, a rezultati su pokazali da je udio pronaden u A. fragilissima bio nizi kada se
usporedi s vrijednostima dobivenim ovim istrazivanjem, dok je udio pronaden u drugoj crvenoj

algi Gracilaria foliifera bio vrlo sli¢an udjelu u A. rigida koja je koristena u ovom istrazivaniju.

Prema dobivenim rezultatima spektrofotometrijskog odredivanja pigmenata u frakcijama F3 i
F4, utvrdeno je da su karotenoidi bili viSe zastupljeni u frakciji F3 (0,57 mg/g suhe frakcije),
nego u frakciji F4 (0,24 mg/g suhe frakcije) (Tablica 28). Nadalje, koncentracije klorofila a i b
takoder su bile veée u frakciji F3, a iznosile su 0,75 mg/g suhe frakcije za klorofil ai 0,98 mg/g
suhe frakcije za klorofil b. Osério i sur. (2020) ispitivali su razli¢ita otapala za ekstrakciju
klorofila iz crvene makroalge Porphyra sp. te su utvrdili da se prilikom koriStenja metanola
dobije njihova najvec¢a koncentracija. KoriStenjem otapala koja imaju niski pH, moze doc¢i do
degradacije klorofila ili stvaranja razli€itih kompleksa pri ¢emu se ometa njihova detekcija
tijekom spektrofotometrijskog odredivanja. Taj problem se moze rijeSiti neutralizacijom otapala

koja se koriste tijekom ekstrakcije i spektrofotometrijske analize (Osério i sur., 2020)
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5.2.6. Sastav pigmenata ekstrahiranih pomoéu SC-CO;

Nakon provedene ESCO: liofiliziranog uzorka A. rigida i HPLC analize, uocena je prisutnost
karotenoida koji su detektirani i u frakcijama F3 i F4, no bez prisutnosti klorofila a ¢ime se
potvrdila selektivnost metode za karotenoide (Tablica 27). Fukoksantin je bio prisutan u
koncentraciji od 0,76 mg/g suhog ekstrakta Sto je iznosilo malo viSe od koncentracije dobivene
koriste¢i SPE. Medutim, koncentracije za lutein (0,41 mg/g suhog ekstrakta) i f-karoten (0,90
mg/g suhog ekstrakta) bile su nize u odnosu na one dobivene koriste¢i SPE. Machmudah i
sur. (2018) uodili su da se uz dodatak nekog polarnog kootapala, poput etanola, mogu dobiti
vecCe koncentracije ekstrahiranih karotenoida, ali tada se promijenila i sama selektivnost
metode. Gamlieli-Bonshhtein i sur. (2002) uspjeli su pomoéu ESCO, odvoijiti cis- i trans-
izomere B-karotena pri uvjetima tlaka od 440 bar i temperature ekstrakcije 40 °C. Medutim,
naglasili su da je prilikom ekstrakcije vrlo bitno usitnjavanje uzorka buduéi da o tome ovisi
prijenos zeljenih komponenti iz materijala u otapalo te da se usitnjavanjem povecava povrsina
uzorka i samim time se postizu veca iskoriStenja. Takoder, Mendes i sur. (1995) utvrdili su da
je vece iskoriStenje karotenoida dobiveno iz usitnjene alge, za razliku od iskoriStenja
dobivenog kada je koriStena cjelovita alga pri uvjetima od 40-55 °C i tlakom od 350 bar.
Nadalje, Messyasz i sur. (2018) uocCili su da su vece koncentracije ukupnih klorofila i
karotenoida bile prisutne u CO- ekstraktu prilikom usporedbe s ekstraktima dobivenim Soxhlet
ekstrakcijom iz crvene makroalge Polysiphonia fucoides. Takoder, utvrdili su da je CO;
ekstrakt dobiven pri tlaku 500 bar i temperaturi 40 °C imao optimalan sastav za primjenu u
kozmeti¢kim proizvodima. Dostupna su i istrazivanja koja navode biolo$ki aktivha svojstva CO2»
ekstrakata razliCitih algi. Ekstrakti dobiveni iz crvene makroalge Gracilaria mammillaris
pokazali su antioksidacijska djelovanja i sprijecili oksidaciju jestivog ulja (Ospina i sur., 2017).
Nadalje, Michalak i sur. (2016) pokazali su da su ekstrakti crvene makroalge Polysiphonia
fucoides imali povoljno djelovanje na rast pSenice te na povecanje klorofila i karotenoida u

pSenici prilikom njenog rasta.

U Tablici 29 prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih koncentracija
klorofila i karotenoida u CO» ekstraktu. Moze se primijetiti da su koncentracije klorofila a i b
vrlo niske (0,44 mg/g suhog ekstrakta za klorofil a, 0,01 mg/g suhog ekstrakta za klorofil b),
dok je koncentracija karotenoida bila veca te je iznosila 2,22 mg/g suhog ekstrakta. Istrazivanje
provedeno od strane Vimala i Poonghuzhali (2013) pokazalo je da su ekstrakti crvene
makroalge Amphiroa sp. u 80 % acetonu sadrzavali najnize koncentracije klorofila a, klorofila
b i karotenoida u usporedbi sa smedim i zelenim makroalgama koje su koriStene tijekom

njihovog istrazivanja.
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5.3 KEMIJSKA KARAKTERIZACIJA ZELENE ALGE Codium bursa

5.3.1. Isparljivi spojevi vrsnih para izolirani koriste¢i HS-SPME

Glavni spoj vrénih para svjeZzeg uzorka C. bursa bio je 2-tiapropan (DMS) u udjelu od 36,22 %
koriste¢i PDMS/DVB vlakno te 56,51 % koriste¢ci DVB/CAR/PDMS vlakno (Tablica 30).
Poznato je da alge imaju znacajnu ulogu u biogeokemijskom kruZenju sumpora u prirodi.
Kljuéni kemijski spojevi koji pokre¢u takve cikluse su vec¢inom niskomolekularni i/ili isparljivi
spojevi. Prilikom kruZenja sumpora, glavni spoj je upravo DMS nastao iz
dimetilsulfoniopropionata (DMSP) koji je prisutan u velikom broju vrsta zelenih makroalgi, dok
je u smedim i crvenim pronaden u vrlo niskim koncentracijama (Malin i Kirst, 1997). DMSP i
DMS sluze za smanjenje oksidacijskog stresa uklanjajuci hidroksilne radikale i druge ROS
(Sunda i sur., 2002). DMSP je prisutan i u drugim vrstama zelenih makroalgi, a posebno je
istraZzena njegova raspostranjenost u algi C. fragile koja je prikupljena s razli€itih mjesta Nove
Skotske u razligitim vremenskim periodima (Lyons i sur., 2010). Nadalje, u vr8nim parama
svjezeg uzorka C. bursa heptadekan je bio drugi spoj po zastupljenosti &iji je veéi udio dobiven
pomoéu PDMS/DVB vlakna (32,51 %). Dostupna istraZivanja isparljivih spojeva iz razlicitih
makroalgi (Youngblood i sur., 1971; Youngblood i Blumer, 1973) potvrdila su da su zasiceni
ugljikovodici pronadeni i u drugim vrstama morskih algi bentosa gdje je heptadekan bio
dominantan u crvenim algama, ali je njegov udio bio visok i u C. fragile. Ranijim istrazivanjem
utvrdeno je da alifatski ugljikovodici nastaju procesima dekarboksilacije masnih kiselina §to je
istrazeno posebno za stearinsku Kkiselinu iz koje je prilikom inkubacije direktnom

dekarboksilacijom nastao heptadekan (Han i sur., 1969).

Alifatski aldehidi i alkoholi pronadeni u vrSnim parama svjezeg uzorka C. bursa nastali su
razgradnjom PUFAs. Nonanal (3,51 % koriste¢i DVB/CAR/PDMS vlakno; 2,51 % koristedi
PDMS/DVB vlakno), oktanal (0,81 % koriste¢i DVB/CAR/PDMS vlakno; 0,10 % koristeéi
PDMS/DVB vlakno) i dekanal (1,01 % koriste¢i DVB/CAR/PDMS vlakno; 0,42 % koristeéi
PDMS/DVB vlakno), vjerojatno su nastali razgradnjom linolne kiseline. S druge strane, alifatski
alkoholi poput okt-1-en-3-ola (1,12 % koriste¢i DVB/CAR/PDMS vlakno; 9,71 % koristedi
PDMS/DVB vlakno) i oktan-1-ola (0,62 % koriste¢i DVB/CAR/PDMS vilakno; 0,20 % koristeci
PDMS/DVB vlakno) nastali su iz arahidonske kiseline. Ranija istrazivanja potvrdila su
mehanizme razgradnje linolne kiseline u aldehide (Tanchotikul i Hsieh, 1989), dok se
cijepanjem arahidonske kiseline uz prisustvo vode i lipoksigenaza stvaraju biosintetski putevi
za vinilne alkohole (Barofsky i Pohnert, 2007). U vr8nim parama svjeZzeg uzorka C. bursa
pronadeni su i aromatski spojevi, uklju€ujuci benzaldehid (5,21 % koriste¢i DVB/CAR/PDMS
vlakno; 4,73 % koriste¢i PDMS/DVB vlakno) i benzil-alkohol (9,31 % koriste¢i DVB/CAR/PDMS
vlakno; 0,20 % koriste¢ci PDMS/DVB vlakno). Boatright i sur. (2004) utvrdili su da navedeni
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spojevi nastaju skracivanjem bocnog lanca fenilalanina pomocu oksidacijskih procesa, ali

mogu nastati i neoksidacijskim putem.

Sastav vrdnih para suhog uzorka C. bursa bio je znatno drugaciji od svjeZeg uzorka. Naime,
glavni spoj vrSnih para suhog uzorka bio je heptadekan u udjelu od 52,62 % (Tablica 30),
vjerojatno uslijed gubitka DMS-a. DMS kao glavni spoj u svjezem uzorku, u suhom uzorku je
bio zastupljen sa postotkom do 3,72 % Sto moZze biti posljedica njegove visoke isparljivosti i
niske molekulske mase. Osim DMS-a, jo$ jedan razgradni produkt DMSP-a bio je prisutan u
suhom uzorku, a to je dimetilsufloksid u udjelima od 1,52 % prilikom Kkoridtenja
DVB/CAR/PDMS vlakna i 2,63 % prilikom koristenja PDMS/DVB vlakna. Nadalje, pojavilo se i
nekoliko zasi¢enih ugljikovodika u niskim udjelima, poput pentadekana, heksadekana,
oktadekana i nonadekana, zajedno s dva nezasi¢ena alkena, (E)-heptadec-8-en i nonadec-1-
en. Cqz-norizoprenoidi ukljuéujuci (E)-a-jonon (6,40 % koriste¢i DVB/CAR/PDMS vlakno; 3,02
% koriste¢i PDMS/DVB vlakno), (E)-B-jonon (1,52 % koriste¢i DVB/CAR/PDMS vlakno; 1,02
% koriste¢i PDMS/DVB vlakno) i 4-ketoizoforon (0,10 % koriste¢i DVB/CAR/PDMS vlakno;
0,10 % koriste¢i PDMS/DVB vlakno) upucuju na razgradnju karotenoida tijekom procesa
susenja. Ranijim istrazivanjima je potvrdeno da norizoprenoidi mogu nastati enzimskim
(Schmidt i sur., 2006) ili neenzimskim (Winterhalter i Rouseff, 2001) cijepanjem uz prisutnost
svjetlosti, kisika i poviSene temperature. Oksigenirani alifatski spojevi kao §to su heksan-1-ol,
oktan-2,3-dion, 6-metilhept-5-en-2-on, 2-etilhept-5-en-2-on i (E)-okt-2-enal takoder su

pronadeni u vr$nim parama suhog uzorka C. bursa.

5.3.2. Isparljivi spojevi izolirani koriste¢i HD

Hidrodestilat svjezeg uzorka C. bursa sadrzavao je zasicene alifatske ugljikovodike kao glavne
spojeve medu kojima su heptadekan u udjelu od 23,44 % i dokosan s udjelom od 13,90 %
(Tablica 31). Dokosan je identificiran i ranije u zelenoj makroalgi C. fragile nakon destilacije
vodenom parom dikolormetanskog ekstrakta (Erakin i Guven, 2008), a isto tako bio je prisutan
u manjem udjelu (1,14 %) u etericnom ulju C. fragile (Yilmaz Koz i sur., 2009). Yilmaz Koz i
sur. (2009) utvrdili su prisutnost i drugih dominantnih ugljikovodika u liofiliziranim uzorcima C.
fragile uklju€ujucéi trikosan (11,88 %), 2,2,4-trimetil-1,3-dioksolan (8,53 %), heksadekan (4,07
%), eikosan (3,83 %) i tetrakosan (3,48 %). Nadalje, u hidrodestilatu svjezeg uzorka C. bursa
utvrdena je prisutnost diizooktil-ftalata (13,30 %) i dibutil-ftalata (9,80 %) koji su po
zastupljenosti bili odmah poslije ugljikovodika (Tablica 31). Namikoshi i sur. (2006) utvrdili su
razli¢itim analizama da alge imaju sposobnost prirodnog sintetiziranja dialkil-ftalata. GC-MS
analiza hidrodestilata svjezeg uzorka C. bursa pokazala je prisutnost (E)-fitola u udjelu od 3,31

% zajedno s njegovim derivatom fitonom koji je bio prisutan u nizem udjelu (1,61 %). Prisutnost
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linearnog diterpenskog alkohola trans-fitola i njegovih acetatnih derivata prethodno je

potvrdena u ekstraktu zelene makroalge C. fragile (Yin i sur., 2005).

Nakon provedenog suSenja na zraku uzoraka C. bursa, uoCen je znacajno drugaciji sastav
hidrodestilata. Udio (E)-fitola u hidrodestilatu suhog uzorka znacajno je porastao u odnosu na
hidrodestilat svjezeg uzorka, a njegov udio iznosio je 58,42 %. Osim toga, poveéao se i udio
fitona te je njegov udio iznosio 5,91 %. Ranijim istrazivanjem (Hdrtensteiner, 1999) utvrdeno
je da fitol nastaje razgradnjom klorofila, dok fiton nastaje oksidacijom fitolnog dijela klorofila
¢ime nastaje dugolanc€ani metilirani keton, heksahidrofarnezil aceton. U hidrodestilatu suhog
uzorka doSlo je do znagajnog smanjenja udjela dibutil-ftalata na 1,03 %, dok je diizooktil-ftalat
u potpunosti nestao (Tablica 31). Takoder, postotak benzil-alkohola smanjen je s 18,02 % u
sviezem uzorku na 0,10 % u suhom uzorku, Sto je vjerojatno posljedica njegove visoke

isparljivosti.

5.3.3. Isparljivi spojevi ekstrahirani pomoéu SC-CO;

GC-MS analizom CO; ekstrakta liofiliziranog uzorka C. bursa utvrdena je dominantnost (E)-
fitola u udjelu od 42,30 % te strukturno sliénog neofitadiena u udjelu od 3,20 %. Drugi
dominantni alifatski spojevi bili su palmitinska kiselina u udjelu od 17,51 %, heptadekan (7,20
%), heksadekan-1-ol (3,10 %) i oleinska kiselina (3,02 %). Sastav CO. ekstrakta bio je vrlo
sli¢an hidrodestilatu suhog uzorka (Tablica 31; Tablica 32). Medutim, utvrdena je prisutnost
monoterpena hidroksilaktona loliolida (3,51 %) koji nije bio prisutan u vrdnim parama i
hidrodestilatu C. bursa. Prethodno je pronaden i u etanolnom ekstraktu zelene makroalge C.
divaricatum (He i sur., 2010), a utvrdena je njegova prisutnost i u CO; ekstraktima F. virsoides
(Tablica 16) i A. rigida (Tablica 24) koje su analizirane tijekom ove doktorske disertacije.
Unato€ jednostavnoj strukturi loliolida, istrazivanjima su dokazane razliCite bioloSke aktivnosti
loliloida poput inhibicije klijanja, antirepelentnog djelovanja, imunosupresivnog djelovanja, a
isto tako i inhibicije rasta stanica karcinoma nazofarinksa kod ljudi i leukemije kod miSeva (He
i sur., 2010; Pettiti sur., 1980).

5.3.4. Sastav masnih kiselina

Ekstrakt ukupnih lipida dobiven iz liofiliziranog uzorka C. bursa analiziran je pomoc¢u GC-FID
analize, a rezultati su navedeni u Tablici 33. Identificirano je ukupno 11 masnih kiselina pri
¢emu je palmitinska bila dominantna s postotkom od 27,38 %, zatim slijedi zbroj izomera
oleinske kiseline (24,73 %) te arahidska kiselina (14,49 %). Udio zasi¢enih masnih kiselina bio
je veci u odnosu na nezasi¢ene masne kiseline (58,25 %). Mononezasi¢ene masne kiseline
Cinile su 27,16 %, dok su polinezasi¢ene iznosile 14,59 % medu kojima su w-6 masne kiseline
bile viSe zastupljene (12,25 %) u odnosu na w-3 (2,34 %). Opcenito, za zelene makroalge

karakteristi¢na je dominantnost nezasic¢enih masnih kiselina u odnosu na zasi¢ene (Yazici i
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sur., 2007), §to nije pronadeno u ovom istraZivanju. Razlike u sadrzaju masnih kiselina ovise
o razli¢itim &imbenicima poput uvjeta okoliSa u kojima alge rastu te stadiju sazrijevanja
(Dembitsky i sur., 2003). Nadalje, palmitinska je bila dominantna zasicena masna kiselina u
C. bursa analiziranoj tijekom ove doktorske disertacije, 3to je u skladu s prethodnim
istraZivanjima na razli¢itim vrstama algi roda Codium (Aliya i Shameel, 1993; Xu i sur., 1998).
Tijekom ovog istrazivanja, oleinska kiselina bila je dominantna mononezasicena masna
kiselina u udjelu od 24,73 %, dok je cis-linolna kiselina bila dominantna PUFA s udjelom od
7,42 %. Goecke i sur. (2010) i Banaimoon (1992) isto su potvrdili da je linolna kiselina bila
glavna PUFA u vrstama roda Codium. lako se na temelju prethodnih istraZivanja (Schmid i
sur., 2014; Goecke i sur., 2010; Xu i sur., 1998) smatralo da je heksadekatrienska kiselina
kemotaksonomski marker vrsta roda Codium, tijekom istrazivanja u sklopu ove doktorske
disertacije nije potvrdena njena prisutnost u algi C. bursa. Takoder, Yazici i sur. (2007) nisu ju
potvrdili ni u C. fragile. U obzir se treba uzeti da profil masnih kiselina moze varirati izmedu
vrsta istog roda, ali i unutar iste vrste koja je prikupljena s razli€itih lokacija tijekom istog
godiSnjeg doba (Dembitsky i sur., 2003). Nadalje, Xu i sur. (1998) utvrdili su da postupak
susenja algi moze imati utjecaj na sadrzaj PUFAs buduéi da su one izrazito osjetljive na

oksidacijske procese.

5.3.5. Sastav pigmenata ekstrahiranih pomoéu SPE

Za analizu pigmenata makroalge C. bursa koriStene su frakcije F3 i F4 dobivene pomocéu SPE.
Tijekom HPLC analize frakcije F3 utvrdena je prisutnost fukoksantina u koncentraciji do 1,91
mg/g suhe frakcije te astaksantina u koncentraciji 3,29 mg/g suhe frakcije. Medutim, ta dva
pigmenta nisu detektirana u frakciji F4, nego je jedino klorofil b bio prisutan u koncentraciji od
7,21 mg/g suhe frakcije (Tablica 34). Za sifonalne makroalge, kojima pripada i C. bursa,
karakteristi¢na je prisutnost a- i B-karotena $to je ranije utvrdeno od strane Anderson i sur.
(1985), no oni nisu detektirani u frakcijama dobivenim pomocu SPE tijekom ovog istrazivanja.
B-karoten nije detektiran ni u C. fragile u istrazivanju Benson i sur. (1981) §to moze upudivati
na razli¢ite puteve biosinteze karotenoida u algama, s obzirom da vrste roda Codium imaju
sposobnost sinteze ksantofila koji sadrze B-jononski prsten, poput sifonaksantina i sifoneina.
S druge strane, dostupna literaturna istrazivanja (Hegazi i sur., 2002; Mansour i sur., 2018)
ukazuju da je klorofil b prisutan u veéim koncentracijama od klorofila a u makroalgama roda
Codium, §to je potvrdeno rezultatima HPLC analize tijekom ovog istrazivanja. Anderson i sur.
(1983) utvrdili su da vece koncentracije klorofila b omogucuju apsorpciju svjelosti u zelenom
podrucju te da zelene alge imaju vece koncentracije navedenog pigmenta od nekih kopnenih
biljaka. Mansour i sur. (2018) uocili su da se koncentracija klorofila a nije promijenila kod

Codium vrsta prikupljenih s dva razli€ita podrucja, dok je koncentracija klorofila b i karotenoida
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bila drugacija. ZakljuCili su da salinitet i temperatura mora imaju znacajnu ulogu u sintezi

razliCitih komponenti u algama.

Spektrofotometrijskim odredivanjem ukupnih koncentracija pigmenata utvrdena je
dominantnost klorofila b u odnosu na klorofil a u obje frakcije, F3 i F4 (Tablica 36). U frakciji
F4 pronadene su veée koncentracije klorofila u odnosu na F3, a iznosile su za klorofil a 1,25
mg/g suhe frakcije te za klorofil b 2,66 mg/g suhe frakcije. Koncentracija ukupnih karotenoida
iznosila je 0,56 mg/g suhe frakcije za F3 i 0,39 mg/g suhe frakcije za F4. Veée koncentracije
klorofila b mogu se objasniti €injenicom da makroalge roda Codium vise sintetiziraju navedeni
pigment buduéi da Zive u dubokim i zamucéenim vodama 3&to je potvrdeno istraZivanjem od

strane Marques i sur. (2021).

5.3.6. Sastav pigmenata ekstrahiranih pomocéu SC-CO;

U CO: ekstraktu liofiliziranog uzorka C. bursa utvrdena je prisutnost ksantofila koji su
pronadeni i u SPE frakcijama. Astaksantin je bio prisutan u koncentraciji od 1,18 mg/g suhog
ekstrakta, dok je fukoksantin bio prisutan u nizoj koncentraciji (0,34 mg/g suhog ekstrakta)
(Tablica 35). Klorofil b nije detektiran zbog selektivhosti CO, prema karotenoidima, $to je
potvrdeno i za preostale dvije makroalge koristene u ovoj doktorskoj disertaciji. lako je
spektrofotometrijskom metodom utvrdena vrlo niska koncentracija klorofila a i klorofila b
(Tablica 37), rezultati se ne mogu smatrati reprezentativnim buducéi da se tijekom same analize
mogu dogoditi razliCite interferencije (Connan, 2015). Ranijim istrazivanjem (Ritchie, 2008)
utvrdeno je da se koristenjem otapala acetona dobiju najbolji apsorpcijski pikovi klorofila, ali
postoji moguénost nastanka njihovih derivata koji onda utje€u na rezultat. Zbog toga, u
navedenom istrazivanju metanol i etanol pokazali su se kao ucinkovita otapala koja
sprjeCavaju nastanak derivata klorofila poput feofitina i alomerizacijskih produkata, a koji mogu
ometati oCitanje stvarnih koncentracija prisutnih klorofila. Tijekom spektrofotometrijskih analiza
u ovoj disertaciji koristen je metanol kao otapalo za odredivanje ukupnih klorofila i karotenoida.
lako su Ritchie i sur. (2008) utvrdili nastajanje pojedinih derivata klorofila i tijekom koriStenja
metanola kao otapala, to je bilo u znatno manjoj mjeri nego u slu€aju koristenja acetona. Prema
rezultatima dobivenim za C. fragile od strane Lee i sur. (2008), koriStenjem metanola dobivene
su najvece koncentracije ukupnih klorofila i karotenoida u usporedbi s acetonom i etanolom,
ali su isto tako dobivene i vece koncentracije derivata klorofila, poput feofitina a i feofitina b.
Postoje suprotna istrazivanja gdje pojedini znanstvenici tvrde kako su karotenoidi najvise
zastupljeni u zelenim makroalgama, u odnosu na crvene i smede makroalge (Yokoya i sur.,
2007), dok drugi tvrde da je najveci udio karotenoida u smedim makroalgama, a najnizi u
zelenim (Kumar i sur., 2009). Tijekom ove doktorske disertacije, spektrofotometrijskom

metodom utvrdeno je da je smeda makroalga F. virsoides sadrZavala najveci udio karotenoida
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(6,74 mg/g suhog ekstrakta; Tablica 21), zatim crvena makroalga A. rigida s koncentracijom
od 2,22 mg/g suhog ekstrakta (Tablica 29) te na kraju zelena makroalga C. bursa (1,43 mg/g
suhog ekstrakta; Tablica 37). Ovi su rezultati u skladu s onima dobivenim od strane Kumar i
sur. (2009), dok su Collins i sur. (2016) pretpostavili da do veéeg udjela karotenoida u zelenim
makroalgama dolazi zbog prisutnosti sifonaksantina koji je karakteristiCan za alge roda Codium

i ¢ini oko 60 % od ukupnih karotenoida (Benson i sur., 1981).
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6. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih na smedoj makroalgi Fucus virsoides u ovom

radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Tijekom HS-SPME dobiveno je da je pentadekan bio najzastupljeniji spoj u svjezim i suhim
uzorcima, dok se kemijski profil hidrodestilata svjezih i suhih uzoraka F. virsoides zna¢ajno
razlikovao. U svjezem uzorku utvrdena je dominatnost pentadec-1-ena, a u suhom uzorku
tridekanala. Za razliku od hidrodestilata u kojem su masne kiseline pronadene u manjim
udjelima, one su bile glavni spojevi u CO, ekstraktu, a najveéi udio zauzimala je oleinska

kiselina.

2. GC-FID analizom ekstrakta ukupnih lipida liofiliziranog uzorka F. virsoides utvrdeno je da je
dominantna masna kiselina bila oleinska kiselina. Takoder, utvrdene su vrlo vazne w-3 i w-6
masne kiseline poput eikosapentaenske i arahidonske masne kiseline. w-6 masne kiseline bile
su viSe zastupliene od w-3 masnih kiselina ¢ime F. virsoides ima potencijal za primjenu u

preparatima za poboljSanje ljudskog zdravlja.

3. HPLC analizom frakcija dobivenih pomocu SPE iz liofiliziranog uzroka F. virsoides utvrdena
je dominatnost fukoksantina u frakciji F3. S druge strane, prisutnost fukoksantina utvrdena je

i u CO- ekstraktu liofiliziranog uzorka F. virsoides, no bio je prisutan u niZzoj koncentraciji.

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih na crvenoj makroalgi Amphiroa rigida u ovom

radu, mogu se izvesti sliedeci zakljucci:

1. Heptadekan bio je dominatan spoj vrSnih para svjezeg i suhog uzorka A. rigida, dok su u
hidrodestilatu utvrdene znatno manje koli¢ine. U hidrodestilatu svjezeg i suhog uzorka bio je
najzastupljeniji (E)-fitol, no u znatno vec¢em udjelu u svjezem uzorku. Hidrodestilat suhog
uzorka pokazao je porast udjela razgradnog produkta fitona, $to upucuje na degradaciju fitola
tijekom postupka suSenja. U CO; ekstraktu liofiliziranog uzorka A. rigida utvrdena je
dominantnost palmitinske kiseline. (E)-Fitol bio je prisutan u nizem udjelu u usporedbi s

hidrodestilatom, a to moze upudivati na smanjenu degradaciju klorofila a tijekom ESCO..

2. GC-FID analizom ekstrakta ukupnih lipida liofiliziranog uzorka A. rigida utvrdeno je da je
palmitinska kiselina bila dominantna. Zbog visokog udjela eikosapentaenske kiseline, ova se

alga moze smatrati izvorom te esencijalne w-3 masne kiseline.

3. HPLC analizom frakcija dobivenih pomo¢u SPE iz liofiliziranog uzorka A. rigida utvrdena je
prisutnost luteina i fukoksantina u frakciji F3 te klorofila a i B-karotena u frakciji F4. U CO2
ekstraktu liofiliziranog uzorka A. rigida primijeceni su jedino karotenoidi; fukoksantin, lutein te

B-karoten.
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Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih na zelenoj makroalgi Codium bursa u ovom

radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. GC-MS analizom vr3nih para svjeZzeg uzorka C. bursa utvrdeno je da je DMS bio dominantan
spoj, dok je u suhom uzorku njegov udio znac¢ajno smanjen, a uslijed toga povecao se udio
heptadekana. Hidrodestilat svieZzeg i suhog uzorka znacajno se razlikovao, pri ¢emu je
heptadekan bio najzastupljeniji u svieZzem uzorku, dok je (E)-fitol bio dominantan u suhom
uzorku zbog degradacijskih promjena tijekom postupka susenja. (E)-Fitol bio je dominatan i u
CO. ekstraktu liofiliziranog uzorka C.bursa. Sastav CO; ekstrakta bio je vrlo sli¢an
hidrodestilatu suhog uzorka, ali je u ekstraktu utvrdena prisutnost loliolida koji nije pronaden ni

u vrénim parama ni u hidrodestilatu.

2. GC-FID analizom ekstrakta ukupnih lipida liofiliziranog uzorka C. bursa utvrdena je
dominantnost palmitinske kiseline. Dok je oleinska bila dominantna mononezasi¢ena masna

kiselina, cis-linolna bila je dominantna PUFA.

3. HPLC analizom frakcija dobivenih pomocu SPE iz liofiliziranog uzorka C. bursa utvrdena je
prisutnost fukoksantina te astaksantina u frakciji F3. Klorofil b bio je prisutan u frakciji F4.
Nadalje, rezultati HPLC analize CO- ekstrakta dobivenog iz liofiliziranog uzorka C. bursa

utvrdili su prisutnost ksantofila, fukoksantina i astaksantina.

Sukladno svim dobivenim rezultatima za sve 3 alge moze se zakljuciti da se makroalge koje
pripadaju razli¢itim skupinama znacajno razlikuju u dobivenim kemijskim profilima ispitivanih
spojeva. Medutim, mogu se izvuci pojedini zajednicki zaklju€ci koji se mogu primijeniti za sve

3 vrste makroalgi koje su ispitane tijekom ovog istrazivanja:

1. Primjenom HS-SPME, HD i ESCO:; bilo je moguce dobiti ukupni kemijski profil isparljivih
spojeva za sve 3 vrste makroalgi. Takoder, utvrdeni su degradacijski procesi masnih kiselina i

pigmenata tijekom susenja uzoraka na zraku iz kojih su dobiveni razliciti isparljivi spojevi.

2. Prema rezultatima dobivenim za profile masnih kiselina, moze se zakljuciti da se makroalge

koriStene u ovom istraZivanju mogu smatrati izvorima w-3 i w-6 masnih kiselina.

3. Upotrebom ESCO; utvrdena je njezina selektivhost prema karotenoidima s obzirom da
klorofili nisu detektirani ni u jednom ekstraktu makroalgi. Takoder, zbog primijenjene nize
temperature ekstrakcije (40 °C) i visokog tlaka (300 bar), degradacija pigmenata bila je

smanjena.
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Abstrack The endemic brown macroalga Ficis mirsoides [. Agardh from the Adnatic Sea was in the
focus of the present research. The volatiles of fresh (Frfv) and air-dried (DeFv) samples of E. mirsoides
obtained by headspace solid-phase oucroextracion (H5-5SPME) and hydrodistllation (HI¥) wene
analyzed by gas chromategraphy equipped with flame ionization detector and mass speclromebry
{GC-FIDYMS). The major HS-FrFv compouwnd was pentadecans (61.9%0-71.55%) followed by pentadac-
l-eme (1L00-7.98%) In H5-Drby, pentadec-1-ene was not present, and few lower aliphatic compounds
appeated, as well as benzaldehyde and benayl alcohol. In HD-FrFv, particularly abundant wene
alkenes (such as pentadec-1-ene (19.37%), or (E} pentadec-T-ene (3.35%])) In HD-DeFy, more oxadation
products werne present (e, carbonyl compounds such as tridecanal (T851%)). The fatty acds profile
of freeze-dried sample (FdFv) afler conversion o methyl esters was determined by GC-FID, and
oleie acid was dommant (42.28%), follewed by arachidonie aced (15.00%). High-performance hquad
chromatography -hagh-resolution mass spectrometry wath electrospray icnization (HPLC-ESFHREMS)
was used for the screening of less polar fractions (F3 and F4) of E oirsaides. Mone- and digly cerides
of skearic, palmitic, oleic, and arachidonic acds wene found. Terpencids and stercids comprised
the compounds CxyHagpny Oy and CaHgg(hs. Among carotenoids, fucoxanthin was identifhed.
Chlorophyll derivatives wene also found (CrasHrgmmyNeOig 7)), dominated by pheophytin a. The
antioxidant activity of the frachions was mvestigaked by in vitro assays {oxy gen radical absorbance
capacity (ORAC), reduction of radical cabon (ABTSe*), 22-diphenyl-1-picry-hydrazyl-hydrage
{DPPH) assay, and fernc peducng anboidant power (FRAP)) and by in vivo zebrafish model (along
with fshembryotoxicity). In vibro experiments proved good radical scavenging abilities of F3 and
F4 fractions, which were addibonally supported by the protective e fect against hy drogen pesosade-
induced oxidalive siness in zebrafish embryos

Keywords: brown algae; volatiles; faity acads; pigments; baoassays; embryoboicly; freactive oxy gen
species
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Abstract: Due to the lack of phy tochemical composition data, the major goals of the present study on
Amphirea rigida ]V, Lamouwrows were bee (a) investigate and compane volabilome profiles of fresh and
air-dried samples oblained by headspace solid-phase microex traction (H5-SPME) and hy drodastilla-
tion (HI) followed by gas chromatography and mass spectrometry (GC/MS) analysis; (b} determine
fatty acids profile by gas chromatography with flame ionization detector (GC-FID); (c) obtain the
pigment profiles of semupunfed extracts by high performance hquad chromatography (HPLC) and
(d) evaluate the antioxidant and anbimicrobial activibes of 11s kess polar fractions. The comparison
of headspace of fresh (FrAs) and air-dned (DrAr) samples revealed many aamilanbes regarding the
presence and abundance of the major (heptadecane and pentadecane ) and minor compounds. The
hydrodastallate (HD) of DeAr profile was quile diflerent in comparison to HD-FrAc The peedomanant
compound in HD-FrAr was (E}-phytol. In HD-DirAx, its percentage was approximately one-half
reduced, bul the abundance of its degradation product phytone and of unsaturated and oxygenated
compounds increased indicating mode miense fatty aad decomposition and oxadation during drying,
The fatty acid delermination sevealed that the most domanant was palmatic acid (42 B5%) followed
by eicosapentaenoic acid (19.14%) and stearic acid (11.65%). Among the pigments, A. rigida con
tained fucoxanthin (.63 mg g~ of dry fraction), lutein (5.83 mg g1, pcarotene (518 mg 1) and
chlorophy [l @ (13.65 mg ') The analyzed less polar fractions of A. rigida exhibited antioxidant
scavenging activity with diammenium salt of 2,2 azime-bis {3-ethy Ibenzthiazolin-6-y1) sulfone acid
(ABTS) assay up to 3.57 mg g~ trolox equivalents (TE), and with the oxygen radical absorbance
capacity (ORAC) assay up to 82563 pmel g~ TE jwith carotenoids as the major contributors).

Keywords: red algae; extraction; volable compounds; fatty acids; pigments; antioadant activaty

L Introduction

In marine ecosystems, algae can release a wide spectrum of volatile organic com-
pounds (VOCs) with ecological functions to increase the tolerance to abiotic stresses,
transfer stress information to induce defense, play allelopathic roles or protect against the
predators [1]. Macroalgae are known for their content of long-chain pelyunsaturated fatty
acids (PUFAs) such as omega-3 fatty acids that are associated with the several biological
activities and health benefits including antioxidant [2], antibacterial, antitumor and ant-
inflammatory effects [3]. Red algae, especially species belonging to the order Corallinales,
are rich in eicosapentaenoic acid (EPA) that is known as omega-3 essential fatty acid [4].

Molecyles 2021, 26, 520. https:/ / doi orgy 10,3390 molecules 26030520
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Abstract The focus of present study is on Codium bursa collected from the Adriatic Sea. C. bursa
volatiles weme identified by gas chromatography and mass spectrometry (GC-FID; GC-MS) after
headspace solid-phase microextraction (H5-5PME), hydrodistillation (HD), and supercritical COy
extraction (SC-C04). The headspace composition of dried (HS-D) and fresh (H5-F) C. bursa was
remarkably different. Dimethyl sulfide, the major H5-F compound was present in H5-IY only as
a minor constituent and heptadecane percentage was raised in HS-I). The distillate of fresh C. bursa
contained heptadecane and docosane among the major compounds. After air-drying, a significantly
different composition of the volatile oil was obtained with (E}-phytol as the predominant compound.
It was also found in SC-CO; extract of freeze-dried C. bursa (FD-CB) as the major constituent.
Loliolide (3.51%) was only identified in 5C-C0; extract. Fatty acids wemne determined from FDHCB
after derivatisation as methyl esters by GC-FID. The most dominant acids were palmitic {25.4%),
oleic (36.5%), linoleic (11.6%), and stearic ($.0%:). FD-CB HyO extract exhibited better antifungal
effects against Fusarium spp., while dimethy] sulfoxide (DMS0) extract was better for the inhibition
of Paricillium expansum, Aspergillus flaous, and Rhizophius spp. The extracts showed relatively good
antifungal activity, especially against P. expansum (for DMS0 extract MICsp was at 50 ug,/mlL).

Keywords: headspace solid-phase microextraction (H5-SPME); distillation; supercritical COy
extraction; gas chromatography and mass spectrometry (GC-MS)

L Introduction

Due to their biological and chemical variations, algae have drawn attention as a source of
binactive compounds whose concentration depends on the season, growth conditions, location,
and environmental changes [1]. The algae are momre frequently represented by thmee groups
{green (Chlorophyta), brown (Phacophyts), and red (Rhodophyta)). They contain specific bioactive
compounds (e.g., brown algae contain specific polyphenols called phlorotannins [2], red algae have

Muolerules 2019, 24, 842; dot 103390/ moleculesT 4050842 wwwmdpicom, joumnal fmolecules
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Abstract Marine macroalgae represent a rich source of bicactive compounds that can be implemented
in various food, cosmetic, and pharmaceutical products for health improvement It has been proven
that these bioactive compounds, such as polyphenols, polysaccharides, carotencids, and w-3 fatty
acids possess bicactivity. For the extraction of these compounds, modern methods (Supercritical
Fluid Extraction (SFE), Subcritical Water Extraction (SWE), Ultrasound- Assisted Extraction (UAE),
and Microwave-Assisted Extraction (MAE)) have been used due to their advantages over the
conventional methods. The process parameters of each method must be optimized for obtaining
the extracts with the targeted bicactive compounds. In distinction from the existing reviews,
the present review provides novelty with respect to: (a) presenting systematically the selected
process parameters of SFE (emperature, time, pressure, use of co-sohvents), SWE (temperature,
time, pressure, solid-solvent ratio), UAE (temperature, time, frequency, power, solid-solvent ratio),
and MAE (temperature, time, frequency, power, sohvent type) applied for the extractions of marine
macroalgae; (b) reporting the major groups or individual compounds extracted with their biological
activities (if determined); and, (c) updating available references.

Keywords: marine macroalgae; supercritical C0: extraction; subcritical water extraction;

ultrasound-assisted extraction; microwave-assisted extraction; bicactive compounds; biological
activity

L Intreduction

Theme is growing interest for new products with various bioactive compounds with potential
for health improvement. It has been noticed that marine algae, except for consumption, can be used
for functional products due to their bioactive compounds [1]. Our ancestors used marine algae for
therapeutical purposes [2], and today they are the part of everyday diet in Asian culture. Marine algae,
also called seaweeds, are divided into three classes depending on their chemical structure and pigment
distribution. These classes are brown algae (Phaeophyta), red algae (Rhodophyta), and green algae
{Chlorophyta) [3]. Red algae are the largest producers of bicactive compounds [4], which can be applied
for the cosmetic, pharmaceutical, and food industry [5].

Dhe to the presence of biccompounds in macroalgae, they possess a wide range of binactivities,
such as anti-aging, antiowidant, antimicrobial, antiproliferative, anti-inflammatory, antidiabetic,
and neuroprotective activity [5-7]. Since macroalgae live in extreme conditions, they must develop
mechanisms of defense and learn how to adapt to these fluctuations in the environment. Because of
that, macroalgae produce secondary metabolites that possess bioactivity [3].

Mur Drugs 2008, 16, 348 doi10.3390/md 16100548 ww w.mdpi.com/ journal f marinednsgs
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Abstract Macroalgae produce a wide range of monoterpenes as secondary metabolites of mevalonate
(MVA) and/or methylerythritol phosphate (MEF) pathway (often including haloperoxidase action).
Great biodiversity of macroalgal monoterpenes was meported induding acyclic, monocyclic, and
bicy clicstructures. Halogenated monoterpenes exhibited significant biological activity (e.g., anticancer,
antiplasmodial, and insecticidal} that is influenced by the number of present halogens (higher
halogen content is preferable, especially bromine) and their position within the monoterpens
skeleton. In distinction from the existing reviews, the present review provides novelty with respect
tor (a) exclusively monoterpenes from red macroalgae are targeted; (b) biosynthesis, isolation,
and analysis, as well as bicactivity of monoterpenes are represented; (c) the methods of their
isolation, analysis, and structure elucidation are summarized; (d) the bivactivity of macroalgal
monoterpenes is systematically presented with emphasis on anticancer activity; () the literature
references were updated.

Keywords: macroalgae; monoterpenes; biosynthesis; isolation; bioactivity

1. Introduction

Matural organic compounds exhibited a significant role in the development of new drugs [1]
and often serve as a model for making new semi-synthetic and synthetic compounds with improved
biological activity [2]. The search for new drugs has led to the testing of naturally occurring compounds
from marine environment [3]. Marine macroalgae produe a number of structurally different
compounds that exhibit various pharmacological properties [4-6], including antiviral, antibacterial,
antifungal, cytotoxic [7], insecticidal, antihelmitic, antifeedant, antioxidant, anti-inflammatory [5,7],
and antitumor properties [£]. The algae are also source of nutrients [¥], containing carbohydrates,
amino acids, fatty acids, fibers, vitamins (A, C, B1, B2, B6, and niacin), and minerals (iodine, potassium,
magnesium, and calcium). In addition to primary metabolites, algae also produce a large variety
of natural organic compounds, which do not play a prominent ok in primary metabolism [10].
Such substances are called secondary (specialized) metabolites and are produced in specialized
cells. Terpenes (monoterpenes, sesquiterpenes, and diterpenes) are algal and plants specialized
metabolites [10,11]. They are a large and structurally diverse group of compounds (isoprenoids) of the
general formula (CsHg ), containing isoprene unit (2-methylbuta-1,3-diene) that are found in the volatile
oils from land plants and seaweeds [11]. Marine monoterpenes remained undiscovered until 1955
when seven monoterpenes of green alga UToa perfusg Kjellman weme reported [12]. The first unusual

Mz Drugs 2019, 17, 537; doi 10,3300 md 1 7090537 www.mdpi.comfjournasl marmednags
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ARTICLE INFO ABETREACT

Feywords: Lewrencin genus has been the most promising source of sssquiterpenes (amang all macrealgss) including thos:
Lemgtio grans with high degree of halogenation, especially bromination. Related published reviews do not report novel re-
El.nws“ T - searches included in this study and are oot focesed exclngvely on this genes or ssauiterpenes. The pressnt
i patarad products {differet . . . . - . . 2 .
sesqut ‘] review reports novel stroctures of Lourencie derived sesquiterpenes exclusvely in the pericd of 2015-2020, with

emphasis oa their stroctural diversity and different skeleton types incloding chemical biomarkers along with the
methods for their strectural analysis. Their cytotoxic, anti-inflammatory, antibacterial, antifangal, antidial=tic,
anthelmintic activities and others are summarised indiciting determined structure - activity relaticnships along
with emlogical rale of targeted sesquiterpenss. Ferthermare, possible stages of ssquiterpene bicsynthesis are
presented for better understanding of their chemodiversity.

Bloactive sompounds [sytotoxic, antl-
inflammaatoey, antibacterial, antifungal, antidi-
abecic, anthedmintie, others)

1. Introduchon

The genus Lourenciz {Rhodophyta, Ceromiales, and Rhodomelaceas)
comprize around 140 species dictributed throughout the warm sea wa-
terz, particularly from temperate to tropical shores [1]. It haz been rich
source of unigue specialised metabolites with high degres of haloge-
nation, especially bromination, and wide range of the ckeleton types [2].
Within more than 60 speciea investigated, 700 compounds with unigue
structures have been icolated from thiz genus [3] with ceaquiterpenes ao
the most abundant terpenes along with diterpenes, witerpenes, steroids,
alkaloids and Cyz acetogening [4). The comprehensive review of Har-
izani et al [5] present the chemical diversity and the bioactivity of the
secondary metaboliter isolated from species of the genus Laurencic
including more than 500 zecquiterpenss, about 100 diterpenes (par-
gueranes, isopargueranes, and related diterpenes; labdanes, pimaranes,
and related diterpenes; irieanes and neoirieanes; dactylomelanes;
obtuzanes, 15,14-friedoobruzanes, and related diterpenes; prevezansc
and necrogiolanes; miscellaneous diterpenes), about 50 triterpensc
(miterpenes posgessing 2,7-dicxabicyclo[4.4.0]decane ring syatem and
related metabolites; triterpenes possessing  2,G-dioxabicyclo[5.4.0]
undecane ring eystem; triterpenes pomeming symmeiry elements;
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mizcellaneouz triterpeneal, around 240 Cjs acetogening [acetogeninz
containing tetrahydrofuran ring and tetrahypdropyran ring; acetogening
containing oxepane ring; acetogening containing oxocane ring; aceto-
geninz containing nine- or ten-membered cyclic ather ring; acetogening
containing twelve-membered cyclic ether ring; linear acetogening),
around 30 indols, 5 aromatic compounds, 15 steroids, and 35 mizcel-
laneous metabolites. Among them, biologically active metabolitez have
been icolated with anticancer [6,7,3], antdiabedc [9], antibactesial
[10], antimalarial [11], anthelmintic [12] and other biclogical activ-
ities. Harizani et al. [5] reported their cytotoxic activity, antibacterial
and antifungal activity, antiviral activity, activity againet parazites and
their vectars, anti-inflammatory activity, miscellaneous biological ac-
dvitien, ecological functions, antifesdant activisy and toxicity to marine
organiomzm, brine shrimp toxicity, and antifouling activity. The pro-
duction of zpecialived metabolites obeerved in thiz genuz can be
explained in general az an ecological adaptive response to the environ-
mental changes and oeocillationz. The specific metabolites are produced
only by certain Laurencia opecies indicating tham az chemical markers.
Several reviews provide informasion about sesquiterpenes found in
different macroalgae [13,14,15]. Phytochemical and biological prop-
erties of sesquiterpenes isolated from Laurencia genua were precented by
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8. Prilozi
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
There is a significant interest in the usage of algae in everyday — Received 19 April 2019
diet because of their positive influence on the gastrointestinal sys-  Accepted 13 July 2019
tem due to the presence of high amounts of dietary fibres, while

the presence of -3 fatty acids contributes to the protection of KEYWORDS
cardiovascular system. Algal derived polysaccharides are found jn ~ Macroalgae; bisactive
the food products as stabilisers, thickening agents and emulsifiers. &mmﬁsﬁ:;mm;
In the cosmetic industry, algae are used in sunscreen, anti-age, polyphencls; in
anti-cellulite, moisturising and skin whitening products. These g
products can be used for the development of cosmeceuticals
which contain algal derived bicactive compounds and they can
exert a phamaceutical therapeutic benefit. However, these com-
pounds also have potential for being isolated and used for devel-
opment of novel drugs against diseases such as cancer,
neurodegenerative disorders, and diabetes. Present review pro-
vides information about algal compounds incorporated into vari-
ous food, cosmetic or medicinal products, as well as their
potential for health improvement was evaluated.

care; drugs
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