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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

» Pregledati znanstvenu literaturu vezanu za istrazivanja isparljivih organskih
spojeva odabranih vrsta smedih alga iz porodice Dictyotaceae Padina pavonica i
Dictyopteris polypodioides.

» Dati pregled isparljivih organskih spojeva odabranih vrsta smedih makroalga i
navesti metode koje su primijenjene za izolaciju isparljivih organskih spojeva.

» Navesti glavne organske spojeve identificirane u kemijskim profilima isparljivih
spojeva odabranih vrsta makroalga.

» Prikazati strukture glavnih organskih spojeva identificiranin u kemijskim

profilima isparljivih spojeva odabranih vrsta makroalga.



SAZETAK

Alge ¢ine raznoliku skupinu organizama te predstavljaju bogati izvor spojeva. U
ovom radu je dan pregled istrazivanja isparljivih organskih spojeva dviju smedih morskih
makroalga iz porodice Dictyotaceae: Padina pavonica i Dictyopteris polypodioides.
Isparljivi spojevi identificirani u kemijskim profilima odabranih vrsta alga pripadaju
razli¢itim grupama organskih spojeva medu kojima se mogu istaknuti Cg-spojevi, spojevi
sa sumporom, visi alifatski alkoholi, terpeni, esteri, Ci1-ugljikovodici, masne Kiseline i
aromatski spojevi. Pregledom literature glavni isparljivi spojevi identificirani u
kromatografskim profilima alge P. pavonica su oktan-1-ol, oktanal, dimetil-sulfid, trans-
fitol, pacidiktol A, (Z)-oktadec-9-en-1-ol, heksadekan-1-ol, (Z,Z)-oktadeka-3,13-dien-1-
ol, di-(2-etilheksil)-ftalat, benzil-acetat, benzil-formijat te palmitinska kiselina. Kod alge
D. polypodioides glavni identificirani isparljivi spojevi su diktiopteren A, diktiopteren B,
diktiopteren C, diktiopteren D', undec-1-en-3-on, tribrommetan, 3-heksil-4,5-
ditiacikloheptanon i albikanol. Za izolaciju isparljivih organskih spojeva najcesce je
koristena hidrodestilacija (HD), a navedene su i druge metode kao §to su istovremena
destilacija-ekstrakcija (SDE), mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME),
superkriticna ekstrakcija fluidima (SFE) i hidrodestilacija potpomognuta usmjerenim
mikrovalovima (FMA-HD). Svi izolati isparljivih spojeva odabranih vrsta makroalga
analizirani su uglavnom primjenom plinske kromatografije-spektrometrije masa (GC-
MS). Unutar iste vrste morskih makroalga uocene su razlike u kemijskom sastavu
isparljivih organskih spojeva sto se moze pripisati primijenjonoj metodi izolacije, kao i

genetskim ¢imbenicima populacije ili razliitim uvjetima u morskim stanistima.

Kljuéne rijefi: morske makroalge, porodica Dictyotaceae, Padina pavonica,

Dictyopteris polypodioides, isparljivi organski spojevi

SUMMARY



Algae form a diverse group of organisms and represent rich source of compounds.
This study represents rieview on studies of volatile organic compounds of two brown
seaweeds from the family Dictyotaceae: Padina pavonica and Dictyopteris
polypodioides. Volatile organic compounds identified in chemical profiles of selected
species of algae belong to different groups of organic compounds among which Cg-
compounds, sulphur compounds, higher aliphatic alcohols, terpenes, esters, Cii-
hydrocarbons, fatty acids and aromatic compounds can be highlighted. According to
literature the main compounds identified in chromatographic profiles of alga P. pavonica
were octan-1-ol, octanal, dimethyl sulfide, trans-phytol, pachydictol A, (Z)-octadec-9-en-
1-ol, hexadecan-1-ol, (Z,Z2)-octadeca-3,13-dien-1-ol, di-2-(ethylhexyl)-phthalate, benzyl
acetate, benzyl formate and palmitic acid. The main volatile compounds identified in the
alga D. polypodioides are dictyopterene A, dictyopterene B, dictyopterene C,
dictyopterene D', undec-1-en-3-on, tribromomethane, 3-hexyl-4,5-dithiacycloheptanone
and albicanol. The most commonly used method for isolation of volatile organic
compounds was hydrodistillation (HD), and also other methods were reported such as
simultaneous distillation-extraction (SDE), headspace solid-phase microextraction (HS-
SPME), supercritical fluid extraction (SFE) and focused microwave-assisted
hydrodistillation (FMA-HD). The extracts of volatile organic compounds of selected
algal species were analysed mainly by gas chromatography — mass spectrometry (GC-
MS). Differences in chemical composition of volatile organic compounds were observed
within the same species of seaweeds, which can be atribbuted to extraction method used,
genetical factors of the populations or to different conditions of the habitats.

Keywords: marine macroalgae, family Dictyotaceae, Padina pavonica, Dictyopteris

polypodioides, volatile organic compounds
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uvoD

Morski okolis, u kojem se nalazi mno$tvo organizama, predstavlja nedovoljno
iskoristen bioloski resurs.! Poznato je da se morske alge u azijskim zemljama
tradicionalno koriste kao hrana. Danas je koriStenje morskih alga kao hrane, posebice kao
zaCina 1 delicija, raSireno i u zapadnim zemljama kako zbog promjene Zivotnog stila tako
i prehrambenih navika.? Velika bioloska raznolikost vrsta makro- i mikroalga, zajedno sa
specificnim staniStima koja nasaljevaju, ¢ine ih predmetom interesa za istrazivanje
bioloski aktivnih spojeva.t U literaturi se morske makro- i mikroalge navode kao izvori
bioloski aktivnih spojeva koji svoju primjenu nalaze kao sastojci funkcionalne hrane?, te
u proizvodnji farmaceutskih i medicinskih proizvoda.? U makroalgama je identificirano
gotovo 3000 spojeva, a vise od 1140 sekundarnih metabolita je identificirano u smedim
algama.®> Smede alge oslobadaju isparljive spojeve koji pripadaju razli¢itim grupama
organskih spojeva kao §to su alifatski i aromatski ugljikovodici, kiseline, esteri, fenoli,
alkoholi, aldehidi, ketoni i terpeni.* Terpeni predstavljaju glavnu grupu spojeva u
isparljivim uljima makroalga.® Isparljivi spojevi makroalga imaju vaznu ulogu u
kemijskoj komunikaciji u morskom ekosustavu.® Opcenito, isparljivi organski spojevi
(engl. volatile organic compounds, VOCSs) su spojevi male molekulske mase, te niske do
umjerene hidrofilnosti.” Medu isparljivim spojevima se &esto nalaze bioloski aktivni

spojevi.®

Ovaj rad daje pregled dosadasnjih znanstvenih istraZivanja isparljivih organskih
spojeva odabranih vrsta smedih alga porodice Dictyotaceae. Za istrazivanje su odabrane
dvije vrste morskih makroalga Padina pavonica i Dictyopteris polypodioides. Navedene
vrste alga pripadaju razli¢itim rodovima porodice Dictyotaceae i rasprostranjene su u
Sredozemnom i Jadranskom moru. P. pavonica je Siroko rasprostranjena vrsta u
Jadranskom moru.® Smede alge roda Dictyopteris spadaju medu nekoliko mirisnih vrsta
makroalga i zanimljive su zbog karakteristi¢nog mirisa koji podsjeé¢a na “miris oceana”.°
Karakteristi¢ni “miris oceana” osobito potjece od acikli¢kih i cikli¢kih neizoprenoidnih
Cu-ugljikovodika koji djeluju kao feromoni i imaju vaznu ulogu u kemijskoj

komunikaciji.!*

Cilj ovog rada je dati pregled isparljivih organskih spojeva, s naglaskom na

najzastupljenije spojeve i grupe spojeva identificirane u kemijskim profilima odabranih



vrsta smedih alga. Takoder, u radu su istaknute metode koje su primijenjene za izolaciju
I identifikaciju isparljivih organskih spojeva u svrhu dobivanja isparljivih izolata, tj.
isparljvih ulja, destilata i ekstrakata. Ovaj rad doprinosi poznavanju kemijske raznolikosti
odabranih vrsta morskih makroalga koje se mogu prona¢i u Jadranskom moru i

predstavlja vrijedan literaturni pregled koji moze posluziti za buduca istrazivanja.

1. OPCI DIO

1.1. Morske alge

Alge ¢ine raznoliku skupinu organizama, kako zbog svoje stani¢ne strukture,
razli¢itih morfotipova, tako i zbog razli¢itih dimenzija koje sezu od nekoliko centimetara
do nekoliko desetaka metara.? Morske alge Zive od dubina, na kojima jo§ dobivaju
dovoljno svjetlosti za fotosintezu, pa sve do kopna, odnosno do supralitoralnog pojasa
(pojasa rasprsivanja). U Sredozemnom moru granica do koje alge rastu je na dubini oko
200 metara. U moru prevladavaju jednostani¢ne alge, koji su vazan sastavni dio planktona
i vrlo su vazne kao primarni proizvodaci hrane i kisika u procesu fotosinteze. Nazivamo
th 1 fitoplankton. Vecina ostalih fotosintetskih organizama u moru pripada medu
bentonske makroalge. Alge se razlikuju po osnovnoj boji koja je svojstvena za pojedinu
skupinu. Boje ovise o pigmentima u stani¢nim organelima koji se zovu plastidi 1 u kojima
se odvija fotositeza. Sistematsko svrstavanje alga u pojedine razrede temelji se na
razlikama u fotosintetskim plastidnim pigmentima. Glavni su razredi makrobentonskih
alga: zelene alge (Chlorophyceae), smede alge (Phaeophyceae) i crvene alge
(Rhodophyceae).*?

Tijelo makrobentonskih alga zove se steljka ili talus. Steljke mogu biti razli¢itih
oblika 1 dijelimo ih na nitaste, vrpCaste, cjevaste, plosnate, grmolike, valjkaste, 1
okruglaste. Steljke imaju izrasline sli¢ne korijenju. Rije¢ je o rizoidima pomocu kojih se
alge ukopavaju u podlogu, no nemaju razvijen sustav za crpljenje vode i hrane iz podloge.
Dijelovi steljki sliéni lis¢u nazivaju se filoidi, a dijelovi sli¢ni stabljici kauloidi. 1z
kauloidnog dijela steljke izrasta jedan ili vise glavnih izdanaka. Ti se izdanci mogu
razli¢ito razrasti i upravo je oblik njihova razrasta jedan od znakova za odredivanje alga.

Zivotna je dob alga od jedne do vise godina. Pritom razlikujemo razdoblje rasta, razdoblje



razmnozavanja i razdoblje mirovanja. Ve¢inom se pojavljuju sezonski i zive od nekoliko

dana do nekoliko mjeseci.*?

1.1.1. Smede alge (Phaeophyceae)

Phaeophyceae ili smede alge zastupljene su s oko 240 rodova i preko 1500 vrsta
od kojih su 99,7% morske alge. Smede alge Se obi¢no razvijaju pri¢vriéene za stijene, ali
takoder mogu biti pri¢vrscene i za nasipe, mekuSce koji su i sami pricvrséeni za obalu,
morske trave ili ¢ak druge morske alge. Ove viSestanicne alge sadrze smedi pigment,
fukoksantin koji je odgovoran za njihovu karakteristicnu smedu boju po kojoj su dobile
naziv smede alge. Fukoksantin je prisutan u velikoj koli¢ini i prekriva zelenu boju
klorofila. Ostali pigmenti uklju¢uju klorofil a, klorofil c, B-karoten, violaksantin,
flavoksantin i dr. Fotosintetski produkti su polisaharidi, masti, veoma male koli¢ine

jednostavnih $eéera i alkoholi.*?

1.1.1.1. Padina pavonica

Padina pavonica, hrvatskog naziva paunov rep, pripada razredu Phaeophyceae,
redu Dictyotales, porodici Dictyotaceae.!* Steljka je plosnata i gradena od vise krpastih
dijelova. Pri¢vrs¢ena je za podlogu pomocu kratke peteljke, a prema vrhu
se §iri u obliku lijevka i zavrsava uskim rubom.'> Na rubu alge vidljivi su paperjasti

produzeci. Povriina joj je sluzava.'*

Slika 1. Smeda alga Padina pavonica (Linnaeus) Thivy, 1960
(Lokacija, dubina: Viska luka, 1 m; Fotografirao: Donat Petricioli)



Mekana steljka bijele do svjetlosmede boje visoka je do 150 mm i gotovo jednako toliko
Siroka. Na cijelom talusu s obje povrSine ima karakteristicne koncentri¢ne tamne
smede pruge u kojima se razvijaju organi za razmnozavanje.!>*® Nalazimo je tijekom
cijele godine na dobro osvijetljenim mjestima od donjeg pojasa plime i oseke pa do kraja

obalnog pojasa.'? Nalazi se obi¢no u veéim skupinama u rasponu dubina od 1 m do 25
m.12.15

Padina pavonica (Linnaeus) Thivy, 1960 (Slika 1.) je karakteristicnog oblika
talusa i boje te ju je tesko zamijeniti s nekom drugom vrstom.’® Ona je kozmopolitska

vrsta, te se osim u Jadranskom moru, nalazi i u svim drugim morima i oceanima.'®

1.1.1.2. Dictyopteris polypodioides

Rod Dictyopteris je vazna skupina morskih makroalga i Siroko je rasprostranjena
u tropskim, suptropskim i umjerenim podru¢jima.l’® Smeda alga Dictyopteris
polypodioides je jedina vrsta iz roda Dictyopteris koja zivi u Sredozemnom moru.*’
Dictyopteris polypodioides, poznata i po taksonomskom sinonimu Dictyopteris
membranacea,’® pripada razredu Phaeophyceae, redu Dictyotales, porodici
Dictyotaceae.’® Uzorak svjeze alge Dictyopteris polypodioides (A.P.De Candolle)

J.V.Lamouroux 1809 je prikazan na slici 2.

Slika 2. Uzorak svjeze alge Dictyopteris polypodioides (A.P.De Candolle)
J.VV.Lamouroux 1809
(Lokacija, dubina: Ciovo, 2 m)



Steljka je u obliku vrpce, smeda do maslinasto zelena, rasljasto razrasla i visoka
do 200 mm. Grananje je dihotomno i nepravilno, a nove grane se regeneriraju pri dnu
alge, blizu mjesta gdje je alga pri¢vrs¢ena za morsko dno. Vrpce su gotovo jednolike
Sirine po cijeloj duZini i zaobljene su na krajevima.'® Po sredini vrpci, $irokih do 10 mm,
teku jaka srediSnja rebra koja su tamna i istaknuta te omogucuju jednostavnu

identifikaciju vrste.!2!° Na povr§ini alge mogu se vidjeti tamne tockice.*®

Smeda alga Dictyopteris polypodioides naseljava stjenovita mjesta gornjeg
obalnog pojasa, a pojedini grmic¢i se mogu naci i dublje. Obi¢no se nalazi U rasponu
dubina od 3 do 25 m.'? Rasprostranjena je u Juznoj Americi (Brazil), Atlantskim otocima,

Sjevernoj Americi, Karipskim otocima, Africi, Aziji i Europi.'°

1.2. Kemijski sastav morskih alga

Morske makroalge imaju visoku nutritivnu vrijednost zbog svog kemijskog
sastava i pridonose nutrijentima (hranjivim tvarima) potrebnim za ljudski organizam kao
Sto su proteini, minerali i vitamini. Takoder, morske makroalge sadrze bioaktivne
sekundarne metabolite i mnoge druge spojeve koji imaju pozitivan u¢inak na zdravlje.
Kemijski sastav morskih algi je promjenjiv te ovisi o vrsti, vremenu sakupljanja,
geografskom staniStu 1 mnogim vanjskim ¢imbenicima kao $to su temperatura vode,
intenzitet svijetla i koncentracija hranjivih tvari u vodi. Uobicajeno je da unutar istog roda

morskih makroalga postoji velika razlika u kemijskom sastavu.?

Proteini su vazni i esencijalni faktori nutritivne vrijednosti hrane.? Opéenito se za
crvene i zelene morske alge navodi da imaju relativno visoku koncentraciju proteina i
prosjek doseze 10-30% suhe tvari. S druge strane, kod smedih morskih alga sadrzaj
proteina je obi¢no nizak i iznosi 5-15%.2 Poznato je da su morske makroalge znacajan
izvor minerala zbog njihove sposobnosti da apsorbiraju anorganske tvari iz okoline.?
Sadrzaj minerala u morskim makroalgama je opéenito visok i krece se izmedu 8-40%.
Minerali ukljuéuju natrij, kalcij, magnezij, kalij, klor, sumpor i fosfor.?® Alge imaju visok
udio joda, a najzastupljeniji je u smedim algama.?! U stani¢nim stijenkama nalaze se
polisaharidi s kojima se povezuje sposobnost alga da apsorbiraju minerale. Polisaharidi
imaju i ekonomski znacaj. Agar i karagenan iz crvenih morskih algi i alginati iz smedih
alga koriste se u prehrambenoj i kozmetickoj industriji te u medicini i farmaciji.

Polisaharidi iz morskih makroalga imaju vaznu ulogu kao dijetalna vlakna.2



Morske makroalge su znacajan izvor nekih vodotopljivih vitamina i vitamina
topljivih u mastima.? Vitamini topljivi u vodi u morskim makroalgama predstavljeni su
vitaminom C i vitaminima iz skupine B, osobito vitaminima B, B2 i B12. Zbog obilne
kolicine L-askorbinske kiseline, bioloski aktivnog oblika vitamina C, morske su se alge
dugo vremena koristile u prevenciji skorbuta. Prema literaturi, neke zelene i smede
morske makroalge sadrze visoke koli¢ine vitamina C — u prosjeku izmedu 500 i 3000 mg
kg™ suhe tvari. Veéina crvenih i smedih makroalga sadrzi druge vodotopljive vitamine iz
skupine B i to uglavnom tiamin (B1) i riboflavin (B2). Morske makralge su znacajan izvor
vitamina E, kao i karotenoida. Vitamin E, vitamin topljiv u mastima, ima jaku
antioksidacijsku aktivnost, a vece koli¢ine se nalaze u smedim, nego u zelenim i crvenim
morskim makroalgama. Karotenoidi predstavljaju pigmente koji algama, uz klorofil, daju
karakteristiénu boju. Karotenoidi su takoder veoma jaki oksidansi. Karotenoidi
fukoksantin, B-karoten i violaksantin su pronadeni u smedim morskim makroalgama.
Glavni karotenoidi crvenih morskih algi su a- i B-karoten i njihovi derivati kao $to su
zeaksantin i lutein. Zelene alge imaju sli¢an sastav karotenoida kao vise biljke.? Boja
zelenih makroalga potjece od klorofila a i b u jednakom omjeru, B-karotena i razli¢itih
karakteristi¢nih ksantofila.?® Fukoksantin je glavni karotenoid u smedim makroalgama,
koji ima dokazane pozitivne u¢inke na zdravlje.> Kemijska struktura fukoksantina je

prikazana na slici 3.
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Slika 3. Fukoksantin- glavni karotenoid smedih alga

Lipidi su u morskim makroalgama prisutni u vrlo malim koli¢inama, izmedu 115
% suhe tvari. Medutim, to su uglavnom visestruko nezasi¢ene ®-3 i -6 masne kiseline.
Crvene 1 smede makroalge pretezno sadrze viSestruko nezasi¢ene masne kiseline s 20
ugljikovih atoma i to eikosapentaensku kiselinu (EPA, ®-3, C2o:5) i arahidonsku kiselinu
(AA, ® -6, C20:4).2



Kemijske strukture EPA i AA su prikazane na slici 4.

Slika 4. Kemijske strukture: a) eikosa-5,8,11,14,17-pentaenska kiselina (EPA ) i b) -
eikosa-5,8,11,14-tetraenska kiselina (arahidonska kiselina, AA)

1.3. Istrazivanje isparljivih spojeva morskih alga

U posljednje vrijeme objavljen je sve veéi broj istrazivanja isparljivih spojeva
podrijetlom iz nearomati¢nog bilja i morskih alga. Primjenom plinske kromatografije —
spektrometrije masa (engl. gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS) i drugih
tehnika identificirano je stotine spojeva. Neki od identificiranih isparljivih spojeva
karakteristi¢ni su za odgovaraju¢i organizam, a podaci o0 sastavu isparljivih spojeva
srodnih organizama mogu biti korisni za taksonomska istrazivanja.® Isparljivi spojevi
makroalga u morskom ekosustavu mogu djelovati kao alelokemikalije, feromoni,
atraktanti, zastita od predatora, te inhibitori bakterija, kvasaca i plijesni.®® Pored cikli¢kih
i aciklickih terpena, u isparljivim uljima makroalga identificirani su benzaldehid, fenol,
p-krezol, organske kiseline, alkoholi, aldehidi, amini, ketoni, spojevi sa sumporom i
halogenirani spojevi.® Halogenirani ugljikovodici su uobiajeni spojevi u sastavu
isparljivih spojeva morskih alga.?? Crvene alge su impresivni proizvodaéi halogeniranih
spojeva. Preko 90% spojeva identificiranih u crvenim algama sadrze brom ili klor, u
usporedbi sa samo 7% takvih spojeva identificiranih u zelenim algama i manje od 1% u
smedim algama. U smedim algama identificirani su Cii-ugljikovodici, spojevi sa
sumporom, te niz diterpena. Mnostvo Cs- i C11-ugljikovodika je identificirano u smedim
algama rodova Dictyopteris, Ectocarpus i Cutleria. Navedeni metaboliti su ¢esto vazni
za reprodukciju algi, djeluju kao feromoni, te kemotakticni agensi. Linearne su i
nerazgranate strukture, cikli¢ke ili acikli¢ke, te razli¢itog stupnja nezasi¢enosti.?®

Karakteristi¢an primjer spoja iz smedih alga je diktiopteren C, koji ima ulogu feromona.?*
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Selinan i kadinan su dva glavna strukturna tipa seskviterpena identificirana u smedim

algama.?®

Gotovo tre¢ina kemijskih spojeva identificiranih u smedim algama potjece iz roda
Dictyota, koji otkriva mnos$tvo terpena. Drugi rod porodice Dictyotaceae, Dictyopteris,
proizvodi Cii-ciklicke ili aciklicke spojeve koji se biosintetski izvode iz visih masnih
kiselina. Primjeri ukljucuju ugljikovodike diktiopteren A i diktopteren D' koji takoder
imaju ulogu feromona.® Ovi spojevi su kratkog Zivotnog vijeka i lako podlijezu
oksidativnoj degradaciji pri ¢emu nastaju spojevi kao $to su diktioprolen i dihidrotropon.

Navedeni razgradni produkti imaju ulogu u kemijskoj obrani.?

Kemijski profil isparljivih spojeva razlicitih vrsta morskih makroalga moze se
veoma razlikovati.?® Isparljivi spojevi pronadeni u morskim makroalgama ovise o vrsti,
okoli$nim uvjetima, geografskom podrijetlu vrste, procesu predobrade uzoraka kao §to je
susenje, te 0 primijenjenoj metodi izolacije isparljivih spojeva.®?® Cilj izolacije isparljivih
spojeva iz makroalga je dobivanje aromatskog profila vrste iz svjezih ili predobradenih
uzoraka.?” Za izolaciju isparljivih organskih spojeva iz morskih alga u literaturi se mogu
pronaci razli¢ite metode kao §to su ekstrakcija s otapalom (engl. solvent extraction, SE),
destilacija s vodenom parom ili parna destilacija (engl. steam distillation, SD),!%%
hidrodestilacija (engl. hydrodistillation, HD), hidrodestilacija potpomognuta usmjerenim
mikrovalovima (engl. focused microwave-assisted hydrodistillation, FMA-HD),
mikroekstrakcija vrsnih para na krutoj fazi (engl. headspace solid-phase microextraction,
HS-SPME), dinamicka i staticka izolacija vr$nih para (engl. static and dynamic
headspace extraction, SHE and DHE), istovremena destilacija-ekstrakcija (engl.
simultaneous distillation-extraction, SDE), superkriticna ekstrakcija fluidima (engl.
supercritical fluid extraction, SFE), tlacna ekstrakcija otapalom (engl. pressurized
solvent extraction, PSE) te visestruka sorpcijska ekstrakcija vr$nih para (engl. multiple
headspace sorptive extraction, MHSSE).?"?° Isparljivi spojevi izolirani iz morskih alga
obi¢no se analiziraju vezanim sustavom plinska kromatografija — spektrometrija masa
(GC-MS).



1.3.1. Isparljivi organski spojevi odabranih vrsta alga porodice Dictyotaceae

1.3.1.1. Isparljivi spojevi alge Padina pavonica

Isparljivi spojevi makroalge Padina pavonica predstavljaju slozene smjese
spojeva, od kojih neki spojevi mogu imati obrambenu ulogu.® Jerkovié i suradnici® su po
prvi put istrazili kemijski sastav vrSnih para svjezih uzoraka alge P. pavonica iz
Jadranskog mora primjenom mikroekstrakcije vr$nih para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME).
Kod mikroekstrakcije vr$nih para na ¢vrstoj fazi uzorak se nalazi u hermeticki zatvorenoj
bogici, tzv. vijalici, a isparljivi spojevi se sakupljaju u praznom prostoru iznad uzorka.*
Ova tehnika koristi silikonsko vlakno prekriveno polimernim filmom za ekstrakciju
isparljivih spojeva iz uzoraka.®! Odabirom najpogodnijeg vlakna utjece se na ekstrakciju
spojeva razlicitih veli¢ina, polarnosti i isparljivosti.®® Za izolaciju isparljivih spojeva alge
P. pavonica su  upotrijebljena dva  vlakna  razlicite polarnosti
polidimetilsiloksan/divinilbenzen (PDMS/DVB) i divinilbenzen/
karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS).® Na slici 5 su shematski prikazani
koraci mikroekstrakcije vrs$nih para na krutoj fazi, koji uklju¢uju busenje septe na bocici
i uvodenje vlakna u sastavu igle u vr$ne pare iznad uzorka, izlaganje SPME vlakna i

ekstrakciju isparljivih spojeva te povlaéenje vlakna u iglu.
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Slika 5. Metoda izolacije isparljivih spojeva iz alga: Mikroekstrakcija vrsnih

para na krutoj fazi (preuzeto i prilagodeno iz M. Kranjac)®



Mikroekstrakcija vrsnih para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME) predstavlja pogodnu metodu za
istrazivanje niskomolekularnih i lakoisparljivin spojeva vrSnih para, dok je
hidrodestilacija (HD) pogodna za izolaciju isparljivih i poluisparljivih spojeva.
Primije¢ena je znatna razlika u kemijskom sastavu vrsnih para i isparljivog ulja. Tako,
glavni spojevi identificirani u vr$nim parama su oktan-1-ol, oktanal i dimetil-sulfid
(DMS), dok ulje sadrzi ve¢inom vise alifatske alkohole, trans-fitol i pacidiktol A. Oktan-
1-ol, oktanal i dimetil-sulfid se po prvi put navode za ovu vrstu alge, a identificirani su
samo u vr$nim parama. Medutim, Cg-ugljikovodici su prethodno identificirani u raznim
vrstama morskih alga. DMS, lako isparljivi organosumporni spoj, sluzi kao
kemoatraktnant za fitoplankton, bakterije, zooplankton, ribe i morske ptice.® U ranijem
istrazivanju isparljivih spojeva alge P. pavonica iz Jadranskog mora, primijenjena je
metoda istovremene destilacije-ekstrakcije na toleuenski ekstrakt suhe alge. Isparljivi
spojevi su iz destilata ekstrahirani sa dietil-eterom®, a GC-MS analizom su u nizim
postotcima identificirana tri spoja sa sumporom (metiletil-disulfid, dietil-disulfid i
benzotiazol), ali ne i DMS. (E)-B-Farnezen je glavni seskviterpen identificiran u vr§nim
parama alge, a potom slijede p-bisabolen, o-farnezen i cis- i trans-kalamenen.® U vr$nim
parama su identificirani i diktopteren A i diktiopterena D', ali u niskim postotcima. U
niskom postotku je identificiran i benzaldehid®, a prethodno je identificiran nakon
primjene SDE toluenskog ekstrakta suhe alge P. pavonica.® Prethodno su Cii-
ugljikovodici diktiopteren A i D identificirani po prvi put u ovoj algi nakon primjene SDE
u modificiranoj Likens-Nickerson aparaturi.* Likens i Nickerson su 1964. god. dizajnirali
originalnu aparaturu za istovremenu destilaciju- ekstrakciju isparljivih spojeva (engl.
simultaneous distillation-extraction, SDE), slika 6. Ova metoda omogucava izolaciju i
koncentraciju isparljivih spojeva u jednom koraku, a zbog kontinuiranog recikliranja
otapala i vode postizu se znacajne ustede otapala. Danas postoje mnoge modifikacije ove

originalne metode.>!
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Slika 6. Metoda izolacije isparljivih spojeva iz alga: Likens-Nickerson aparatura za

istovremenu destilaciju-ekstrakciju (preuzeto i prilagodeno iz I. Jerkovi¢)®

Jerkovié i suradnici® (2019) su za izolaciju isparljivog ulja alge P. pavonica
primijenili hidrodestilaciju svjezeg uzorka u modificiranoj aparaturi po Clevengeru. Za
izolaciju isparljivin spojeva iz alga primjenom hidrodestilacije koriste se razlicite
aparature kao S§to su aparatura po Clevengeru i Dean-Stark aparatura. Kod
hidrodestilacije, tj. vodene destilacije zagrijana vodena para pospjeSuje isparavanje
isparljivin organskih spojeva.?® Sheme modificirane aparature po Clevengeru i
modificirane Dean-Stark aparature za hidrodestilaciju su prikazane na slici 7. Glavni
spojevi identificirani u isparljivom ulju alge su visi alifatski alkoholi: (Z)-oktadec-9-en-
1-ol, heksadekan-1-ol i (Z,2)-oktadeka-3,13-dien-1-0l te u manjim postotcima
tetradekan-1-ol, pentadekanal, heksadekan-2-on, pentadekan-1-ol, (Z)-heksadec-11-en-
1-ol, (E)-heksadec-11-en-1-ol, oktadekanal i (Z,Z)-oktadeka-9,12-dien-1-ol. Uz trans-
fitol 1 pacidiktol A, u manjem postotku je identificiran i izopacidiktol A. U isparljivom
ulju su, u manjim postotcima identificirani i visi alifatski esteri, kao §to su: metil-eikosa-
5,8,11,14-tetraenoat, metil-eikosa-5,8,11,14,17-pentaenoat i metil-eikosa-8,11,14,17-
tetraenoat.® U ovoj algi su i u ranijim istraZivanjima pronadeni visi esteri kao $to su metil-
eikosa-5,8,11,14-tetraenoat, metil-eikosa-5,8,11,14,17-tetraenoat te diterpen fitol.*° U
isparljivom ulju alge identificirano je i nekoliko seskviterpena: trans-a-bergamoten, epi-
B-santalen, o-humulen, B-santalen, (E)-p-gvajen, B-bisabolen i (E)-oa- bisabolen.
Navedeni seskviterpeni, kao i dva diterpenska alkohola pacidiktol A i izopacidiktol A su

pronadeni po prvi put u destilatu alge P. pavonica.® U usporedbi s prethodnim radovima
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drugih autora postoji samo djelomi¢na sli¢nost u kemijskim profilima isparljivih

organskih spojeva alge P. pavonica.

Slika 7. Razlicite aparature za hidrodestilaciju alga: a) modificirana aparatura po
Clevengeru (preuzeto i prilagodeno iz M. Zeki¢)*, b) modificirana Dean-Stark aparatura

(preuzeto i prilagodeno iz N. T. Faithfull i V. Gressler i sur. )2
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U istrazivanju Awarda i suradnika® (2009) glavni spoj SDE izolata svjeze alge P.
pavonica iz Crvenog mora je di-(2-etilheksil)-ftalat. GC-MS analizom SDE izolata alge
identificirana su 54 isparljiva spoja, a sastav isparljivih spojeva ¢ine uglavnom esteri,
ugljikovodici, alkoholi i masne kiseline.* Seskviterpenski spojevi p-kubeben, germakren
D i santalol su pronadeni po prvi put u SDE izolatu alge P. pavonica, dok je u istrazivanju
Jerkoviéa i suradnika® (2019) nadeno nekoliko drugih seksviterpena. Takoder su u
istrazivanju Awarda i suradnika (2009) po prvi put u algi P. pavonica identificirani anetol
i njegov izomer estragol.* Glavni spojevi identificirani nakon SDE toluenskog ekstrakta
suhe alge P. pavonica iz Jadranskog mora su aromatski esteri benzil-acetat i benzil-
formijat. Uz estere benzojeve kiseline u znacajnom su postotku pronadeni biogenetski
prekursori benzaldehid i benzil-alkohol. U isparljivoj frakciji smede alge P. pavonica, u
veéem postotku su identificirane i slobodne masne kiseline, te u nizim postotcima terpeni,
fenoli i spojevi sa sumporom. Medu identificiranim masnim kiselinama najzastupljenija
je palmitinska kiselina. Uz oleinsku kiselinu, palmitinska kiselina je u manjem postotku
identificirana i u destilatu svjeze alge P. pavonica iz Crvenog mora.* U literaturi se navodi
da se antibiotska aktivnost nekih vrsta alga moze pripisati sadrzaju razli¢itih organskih
kiselina kao $to su: kaprinska, laurinska, linolenska, miristinska, oleinska, palmitinska i
stearinska kiselina.® 2-Formilbenzojeva kiselina je pronadena u niskom postotku u SDE
izolatu toluenskog ekstrakta alge iz Jadranskog mora. Ova rijetka kiselina vjerojatno ima
obrambenu ulogu, barem protiv odredenih bakterija i gljivica. Identificirana su i dva
fenola sa metilnom skupinom o-krezol i p-krezol. Takvi spojevi nedvojbeno imaju
obrambenu ulogu budu¢i da posjeduju antibakterijsku i antifugalnu aktivnost. U niskom
postotku su identificirani uobicajeni terpeni morskih alga dihidroaktinidiolid i B-jonon.?
U destilatu svjeze alge Jerkovic¢ i suradnici (2019) su identificirali C13-norizoprenoid 3-

okso-a-jonol.®
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Tablica 1. Glavni organski spojevi identificirani u kemijskim profilima isparljivih i

poluisparljivih spojeva alge Padina pavonica

Redni Metoda
broj Naziv spoja Struktura spoja izolacije
OH
1. oktan-1-ol HS-SPME®
o]
2. oktanal U HS-SPME?®
N ™~y
3. dimetil-sulfid N HS-SPME?®
4, trans-fitol HD®
HO. N
HO
.
5. pacidiktol A HD®
(E)-p- h
6. P P HS-SPME®
farnezen |
7. (Z)-Oktadec- N PV e P P HD?®

9-en-1-ol
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heksadekan-
1-ol

A P e P HD®

(Z’Z)_
9. oktadeka- RN e P e e e\ HDg

3,13-dien-1-ol

di-(2-
10 etilheksil)- ) SDE*
ftalat

O)J\ SDE®

11. benzil-acetat

12. H SDE®

formijat

-

13.  benzaldehid SDE?

OH
14. benzil-alkohol Oﬂ SDE®

0

palmitinsia WW)J\ SDE®
Kiselina oH

HS-SPME-mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi; HD-hidrodestilacija; SDE-—

istovremena destilacija-ekstrakcija
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1.3.1.2. Isparljivi spojevi alge Dictyopteris polypodioides

Dictyopteris polypodioides je Siroko rasprostranjena vrsta. Medutim, kemijska i
bioloSka istrazivanja alge D. polypodioides odnose se uglavhom na uzorke iz
Sredozemnog mora. Za ovu vrstu su opisana 83 spoja, a posebno se isti¢u tri grupe

spojeva C11-ugljikovodici, spojevi sa sumporom i terpeni.°

Prva istrazivanja isparljivih spojeva alge D. polypodioides su proveli Boland i
Miller (1987).3* Uocgene su znacajne kvalitativne i kvantitativne razlike u sastavu
isparljivih spojeva svjezih uzoraka alga sa razli¢itih morskih stanista. Spomenute razlike
su pripisali genetskim c¢imbenicima populacije ili razli¢itim uvjetima u morskim
stani§tima.’® Pored ve¢ poznatih glavnih spojeva (diktiopteren A, diktiopteren D',
diktiopteren B, diktiopteren C) (Tablica 2.)**, GC-MS analizom isparljivih spojeva alge
po prvi put su identificirani undekan-3-on, diktioprolen, 4-((E)-heks-1-enil)ciklopenten i
6-((E)-but-1-enil)ciklohepta-2,5-dien.3* Hattab i suradnicit}®3¢ (2020, 2002 i 2007) su
istrazivali isparljive spojeve suhih uzoraka alge D. polypodioides. Uz konvencionalnu
metodu hidrodestilacije, za izolaciju isparljivog ulja alge sakupljene uz atlantsku obalu
(Ujedinjeno Kraljevstvo) primijenjena je hidrodestilacija potpomognuta usmjerenim
mikrovalovima (FMA-HD).® Navedene metode su primijenjene na kruti eterski ekstrakt
suhe alge. Kod FMA-HD alga ili ekstrakt alge se mijesa s vodom u Clevenger ili Dean-
Stark aparaturi koja je povezana sa uredajem za mikrovalno zagrijavanje. Energija
mikrovalova uzrokuje puno brze isparavanje isparljivih organskih spojeva u usporedbi sa
uobicajenom hidrodestilacijom.?® Shema FMA-HD sustava je prikazana na slici 8. GC-
MS i GC-FID (plamenoionizacijski detektor engl. flame ionization detector, FID)
analizom isparljivih ulja dobivenih primjenom HD i FMA-HD identificirana su 23 spoja.
Glavnu grupu organskih spojeva u oba ulja ¢ine C11-ugljikovodici i derivati, medu kojima
su najzastupljeniji diktiopteren A i undec-1-en-3-on. U FMA-HD izolatu identificirani su
halogenirani metaboliti tribrommetan (bromoform) i 8,8-dibromokt-5-enska kiselina.
Prisustvo halogeniranih spojeva nije uobicajeno za smede alge, $to se dijelom mozZe
objasniti niskom aktivnos¢u bromoperoksidaza.’®®*® Medutim, u literaturi se navode
spojevi sa bromom za alge roda Dyctiopteris.'® C11-ugljikovodik diktiopteren C je glavni
spoj isparljivog ulja suhih uzoraka alge D. membranacea iz Sredozemnog mora

(Turska).?®
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Slika 8. Metoda izolacije isparljivin spojeva iz alga: hidrodestilacija
potpomognuta usmjerenim mikrovalovima: (1) magnetron, (2) valovod, (3) usmjereni
mikrovalovi, (4) hladilo, (5) pyrex tuba, (6) kvarcna tuba, (7) uzorak, (8) voda, (9) magnet

za mijesanje, (10) isparljivi spojevi (preuzeto i prilagodeno iz Hattab i sur.)®®

U svom drugom istrazivanju®, Hattab i suradnici (2007) su za izolaciju isparljivih
spojeva alge D. polypodioides iz Sredozemnog mora (Alzir) primijenili tri razlicite
metode: hidrodestilaciju, hidrodestilaciju potpomognutu usmjerenim mikrovalovima i
superkriti¢nu ekstrakciju fluidima (SFE). Isparljivi spojevi su izolirani iz krutog eterskog
ekstrakta alge primjenom navedenih metoda.®® SFE se temelji na poveéanju modi
otapanja fluida iznad njihove kriti¢ne tocke. Ve¢ina SFE metoda za ekstrakciju koristi
CO2 zbog niske toksi¢nosti i kemijske inertnosti. Promjenom tlaka i temperature, kao
procesnih parametara, mijenja se mo¢ otapanja superkriti¢cnog CO> (visokokomprimirani
CO2 (t>txi p > pk)), bez mijenjanja sastava otapala.®! Za vrijeme SFE uzorak se postavlja
u ekstrakcijsku posudu, superkriti¢ni fluid prolazi kroz uzorak, otapa spojeve od interesa
i nosi ih u posudu za sakupljanje.?®3! Kako bi se ostvario veéi ekstrakcijski iscrpak
potrebno je optimizirati tlak, temperaturu i vrijeme ekstrakcije.?® Hattab i suradnici®® su
u svom istrazivanju koristili sljedece vrijednosti tlaka, temperature i vremena ekstrakcije:
eksperimentalna temperatura: 40 °C, vrijeme ekstrakcije: 30 min i tlak: 91 i 104 bar.?
Usporedbom rezultata GC-MS analize razli¢itih izolata primjecene su razlike u
kemijskom sastavu isparljivih spojeva ovisno o primijenjonoj metodi izolacije. Tako su
Cu-ugljikovodici glavna grupa spojeva identificirana GC-MS analizom HD izolata. Kod

primjene FMA-HD metode glavnu grupu spojeva ¢ine seskviterpeni, dok su spojevi sa
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sumporom najzastupljenija grupa spojeva u SFE izolatu.®® Medu Cii-ugljikovodicima
identificiranim u HD izolatu najzastupljeniji je diktiopteren A. Spoj sa sumporom 3-
heksil-4,5-ditiacikloheptanon predstavlja glavni spoj identificiran u SFE ekstraktu, dok
je u FMA-HD izolatu najzastupljeniji seskviterpen albikanol. Strukture najzastupljenijih

spojeva identificiranih u HD, SFE i FMA-HD izolatima prikazane su u tablici 2.

(.F) “ (G) l‘

©)

(0)

Slika 9. Metoda izolacije isparljivih spojeva iz alga: superkriticna ekstrakcija s
fluidima: A i B-ventili; C-spremnik plina, D-pumpa; E-pe¢; F-svitak za termicko
ujednacavanje; G-ekstrakcijska posuda; H-termostat; I-posuda za sakupljanje (preuzeto i

prilagodeno iz I. Jerkovi¢)®!

U novijem istrazivanju alge D. polypodioides s iste lokacije (Sredozemno more,
Alzir) dana je usporedba kemijskog sastava i antibakterijske aktivnosti dva isparljiva
izolata. Isparljiva frakcija (engl. volatile fraction, VF) je dobivena parnom destilacijom
krutog eterskog ekstrakta, dok je eteri¢no (isparljivo) ulje (engl. essential oil, EO)
dobiveno hidrodestilacijom suhog uzorka alge. GC-MS analizom VF i EO dobiveni su
razli¢iti kromatografski profili. Glavne grupe spojeva identificirane u oba izolata (VF i
EO) su Cii-ugljikovodici, terpeni, masne kiseline, spojevi sa sumporom, alkani i drugi.
Glavni sastojci identificirani u oba isparljiva izolata su C11-spoj sa sumporom 3-heksil-
4,5-ditiacikloheptanon i diktiopteren A. Najzastupljeniju grupu spojeva identificiranu u
EO alge cine spojevi sa sumporom u usporedbi sa svim drugim grupama organskih
spojeva u oba izolata.!' Sadrzaj terpena je priblizno isti u oba izolata, dok su Cii-
ugljikovodici vaznija grupa spojeva u VF u usporedbi sa EO. Postotak masnih kiselina je
veéi U VF nego u EO. Takoder, ispitivanje antibakterijske aktivnosti izolata je pokazalo
da je antibakterijska aktivnost EO prema svim testiranim mikroorganizmima veca u

usporedbi sa VF. Jaka antibakterijska aktivnost EO alge se moze povezati sa visokim
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postotkom spojeva sa sumporom, poznatih po njihovom Sirokom spektru bioloske

aktivnosti.1t

Tablica 2. Glavni organski spojevi identificirani u kemijskim profilima isparljivih

i poluisparljivih spojeva alge Dictyopteris polypodioides

Redni
broj Naziv spoja

Struktura spoja

Metoda

izolacije

1. diktiopteren A

CLSA%

SE, FMA-
HD35

HD11,35,36

SE,
HD11,35,36

SE, SD*

2. diktiopteren B

CLSA%

3. diktiopteren C

\K/\/Q/\
w
A

CLSA%

SE, FMA-
HD*

SD28

4. diktiopteren D'

X X
X X
- \(2/

CLSA%
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SE, HD%®

5. undec-1-en-3-on M SE, FMA-

HD35
_ 5 . SE, FMA-
6. tribrommetan 55
2 HD
. SE,SFE®
7 3-heksil-4,5- HD1!
ditiacikloheptanon
T SE, SDU
OH
SE, FMA-
8. albikanol HD

CLSA-closed-loop stripping analiza; FMA-HD-hidrodestilacija potpomognuta
usmjerenim mikrovalovima; HD-hidrodestilacija; SFE—superkritiéna ekstrakcija s

fluidima; SD—destilacija s vodenom parom; SE—ekstrakcija s otapalom
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2. ZAKLJUCAK

e Pregledom literature glavni spojevi identificirani u kromatografskim profilima
isparljivih spojeva alge Padina pavonica su oktan-1-ol, oktanal i dimetil-sulfid
(HS-SPME), (2)-oktadec-9-en-1-ol, heksadekan-1-ol i (Z,Z)-oktadeka-3,13-dien-
1-ol, trans-fitol i pacidiktol A (HD), di-(2-etilheksil)-ftalat (SDE), benzil-acetat,

benzil-formijat i palmitinska kiselina (SDE toluenskog ekstrakta).

e Pregledom literature glavni spojevi identificirani u kromatografskim profilima
isparljivih spojeva alge Dictyopteris polypodioides su diktiopteren A, diktiopteren
D', diktiopteren B, diktiopteren C (CLSA), diktiopteren A, undec-1-en-3-on (HD
i FMA-HD), tribrommetan (FMA-HD), diktiopteren C (SD), diktiopteren A (HD),
3-heksil-4,5-ditiacikloheptanon (SFE), albikanol (FMA-HD), 3-heksil-4,5-
ditiacikloheptanon i diktiopteren A (SD eterskog ekstrakta i HD).

e Za izolaciju isparljivih organskih spojeva odabranih vrsta makroalga porodice
Dictyotaceae u literaturi se najces¢e navodi metoda hidrodestilacije (HD), a
koriste se i novije metode kao $to su hidrodestilacija potpomognuta usmjerenim
mikrovalovima (FMA-HD), mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (HS-
SPME) te superkriti¢na ekstrakcija fluidima (SFE). Svi izolati isparljivih spojeva
odabranih vrsta makroalga analizirani su primjenom plinske kromatografije-

spektrometrije masa (GC-MS).

e Usporedbom razliitih istraZzivanja uocena je samo djelomi¢na slicnost u
kemijskim profilima isparljivih organskih spojeva za istu vrstu alge. Razlike u
kemijskom sastavu isparljivih organskih spojeva za istu vrstu alge autori pripisuju
primijenjonoj metodi izolacije, kao i genetskim ¢imbenicima populacije ili

razli¢itim uvjetima u morskim stanistima.

o Kemijski profili razlicitih vrsta makroalga porodice Dictyotaceae otkrivaju
mnostvo isparljivih spojeva koji pripadaju razli¢itim grupama organskih spojeva.
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Kvantitativno vazni spojevi i grupe spojeva identificirani u kemijskim profilima
alge P. pavonica su Cg—spojevi, dimetil-sulfid, visi alifatski alkoholi, trans-fitol,

pacidiktol A, esteri, ugljikovodici, masne kiseline i aromatski spojevi.
Kvantitativno vazne grupe spojeva identificirane u kemijskim profilima

isparljivih spojeva alge D. polypodioides su Cii-ugljikovodici i derivati, terpeni/

seskviterpeni, spojevi sa sumporom, masne kiseline i alkani.
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