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1ZVESTAJ

A. SADRZAJ DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija je napisana na 122 strane kucanog teksta formata A4, fontom Times
new Roman, veli¢ine 12 i jednostrukim proredom. Sadrzi 30 tabela, 28 slika i 187 literaturnih
navoda. Sadrzaj teze je izloZen u slede¢im poglavljima: UVOD (22 strane), CILJ] RADA (1
strana), MATERIJALI I METODE (26 strana), REZULTATI I DISKUSIJA (41 strana),
ZAKLJUCAK (2 strane) i LITERATURA (16 strana). Na pocetku doktorske disertacije su
priloZene: zahvalnica, saZetak/abstract i sadrzaj, a na kraju se nalazi kratka biografija kandidata, i
potpisane izjave kandidata o autorstvu, istovetnosti Stampane i elektronske verzije i koriS¢enju
doktorske disertacije.

Poglavlje UVOD sastoji se iz tri dela. U prvom i drugom delu ovog poglavlja, dat je uvid
u biologiju i biodiverzitet morskih algi (pvi deo), morskih trava (drugi deo), a u treCem delu je
prikazana je primena morskih algi i morskih trava u ishrani i farmaciji. U prvom delu istaknute su
karakteristke morskih algi, opis grade talusa (telo algi), uloga algi u morskom ekosistemu, kao i
podela algi na osnovu pigmenata koje poseduju. Takode, u prvom delu prikazana i klasifikacija
zelenih, mrkih i crvenih algi. U okviru ove doktorske disertacije ispitane su dve zelene alge:
Halimeda tuna 1 Codium bursa, jedna mrka alga, Cystoseira barbata, a u okviru prvog dela
uvoda, detaljno su opisane morfoloske karakteristike navedenih vrsta i njihov biodiverzitet. U
drugom delu uvoda prikazane su morfoloske karakteristike morskih trava i dat je detaljan prikaz
biologije i biodiverziteta morske trave Cymodocea nodosa koja je ispitivana u ovoj doktorskoj
disertaciji. Tre¢i deo uvoda odnosi se na primenu morskih algi i morskih trava u ishrani i
farmaciji. U ovom delu dat je literaturni pregled hemijskog sastava morskih algi i morskih trava i
dat je prikaz identifikovanih nutrijenata i sekundarnih metabolita kroz literaturu. Nutritivni sastav
je predstavljen kroz prikaz tipova molekula ugljenih hidrata identifikovanih u jestivim algama i

morskim travama, kao i kroz prikaz lipidnog, proteinskog, mineralnog i vitaminskog sastava.
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Pregled sekundarnih metabolita, identifikovanih u ispitivanim vrstama algi i morske trave, kao i u
njima srodnim vrstama, dati su tabelarno. Hemijske strukture, najznacajnijih metabolita,
identifikovanih u ispitivanim vrstama algi i morske trave prikazane su graficki. U tre¢em delu
uvoda dat je literaturni pregled bioloskih aktivnosti koje su potvrdene kod navedenih vrsta algi i
morske trave, kao S§to su: antioksidativna, antimikrobna, antitumorska, antikoagulantna,
hipoholesterolemijska, antikoagulantna i anti a- glukozidazna aktivnost.

CILJ RADA je jasno definisan. Prvi cilj se odnosio na preliminarnu procenu bioloskih
aktivnosti izolovanih ekstrakata morskih algi (H. tuna, C. bursa, C. barbata) i morske trave (C.
nodosa). Jedan od vodecih ciljeva ove doktorske disertacije bio je odredivanje nutritivnog
potencijala i energetske vrednosti izabranih uzoraka morskih algi (H. tuna, C. bursa, C. barbata) i
morske trave (C. nodosa), kao i hemijska karakterizacija i izolacija dominantnih jedinjenja iz
ekstrakata i uzoraka morskih algi (H. tuna, C. bursa, C. barbata) i morske trave (C. nodosa), i na
kraju i procena potencijalne bioloske aktivnosti izolovanih jedinjenja.

U poglavlju MATERIJALI I METODE dat je jasan i detaljan prikaz odabranog biljnog
materijala i metodologije ispitivanja koja je koris¢ena. Poglavlje je podeljeno u sedam delova koji
se odnose na: 1) biljni materijal; 2) nutritivau i hemijsku karakterizaciju ispitivanih uzoraka; 3)
ispitivanje bioloskih aktivnosti izabranih uzoraka algi i morske trave; 4) hemijsku analizu
bioloski aktivnih ekstrakata; 5) izolaciju jedinjenja semipreparativnom HPLC hromatografijom 6)
LC/MS analizu izolovanog jedinjenja iz ekstrakta morske trave C. nodosa i deo 7) koji se odnosi
na NMR analizu izolovanog jedinjenja. U prvom delu opisan je nafin uzorkovanja i pripreme
morskih algi (H. tuna, C. bursa, C. barbata) i morske trave (C. nodosa) za ispitivanje. Dat je
prikaz lokaliteta, datuma uzorkovanja i kataloskih brojeva uzoraka iz kataloga Prirodnjackog
muzeja Crne Gore u Podgorici. Takode je dat tabelarni prikaz metoda koje su sprovedene na
ispitivanim uzorcima u zavisnosti od termina ubiranja. U navedenom delu da je prikaz pripreme
ekstrakata (dihlormetan:metanolni (1:1) (DME), 70% metanolni (79% Met) i vodeni ekstrakt
(AqE)) metodom hladne maceracije u trajanju od 48 sati. U drugom delu dat je detaljan opis
primenjenih metoda za odredivanje energetske vrednosti testiranih uzoraka (odredivanje sadrzaja
vlage, pepela, ukupnih lipida, proteina, ugljenih hidrata, kao i odredivanje celuloze i ukupnih
dijetnih vlakana) prema zvani¢nim AOAC metodama (Association of Official Analytical
Chemists). Hemijska karakterizacija ispitivanih uzoraka sprovedena je kroz: kvalitativnu i
kvantitativnu analizu slobodnih aminokiselina (LC-MS), kvalitativnu i kvantitativnu analizu
masnih kiselina i sterola (GC-FID/MS), kvalitativnu i kvantitativnu analizu mikro- i
makroelemenata metodom ICP-OES i kvantitativau analizu S-glukana (komercijalnim K-YBGL
kitom). Tre¢i deo poglavlja se odnosi na ispitivanja bioloskih aktivnosti ekstrakata izabranih
morskih algi i morske trave. Ispitivanja koja su izvrSena bila su: ispitivanje antimikrobne
aktivnosti preko odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije ekstrakata - MIC (Eloff, 1998),
ispitivanje antioksidativne aktivnosti testom neutralizacije DPPH radikala (Marxen i sar, 2007),
ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti kolorimetrijskim MTT testom (Microculture Tetrazolium Test)
po metodi Mosman (1983) uz modifikacije koje su opisali Ohno i Abe (1991) i ispitivanje anti-a-
glukozidazne aktivnosti testom inhibicije aktvnosti a-glukozidaze (Lordan, 2013). Cetvrti deo
poglavlja se odnosi na hemijsku analizu bioloski aktivnih ekstrakata i u okviru njega su opisane:
kvalitativna i kvantitativna analiza masnih kiselina (GC-FID), kvantitativna analiza ukupnih
polifenola, metodom po Folin-Ciocalteu i ispitivanje profila polifenolnih jedinjenja LC-MS
hromatografijom iz ekstrakata. U petom delu je opisana izolacija jedinjenja, iz bioloski
najaktivnijeg ekstrakta morske trave C. nodosa semipreparativnim HPLC hromatografijom. Sesti
deo poglavlja opisuje identifikaciju izolovanog jedinjenja snimanjem masenog spektra visoke
rezolucije (eng. high resolution mass spectra- HR/MS) na LC-MS instrumentu spregnutim sa Q-
TOF (eng. quadrupole/time-of-flight) masenim spektrometrom. Sedmi deo poglavlja




MATERIJALI I METODE odnosi se na identifikaciju izolovanog jedinjenja iz morske trave C.
nodosa, snimanjem jednodimenzionalnog "H NMR spektara.

Poglavlje REZULTATI I DISKUSIJA prikazuje originalne rezultate dobijene u okviru
ove doktorske disertacije. Navedeno poglavlje je obradeno kroz tri celine: 1) hemijska
karakterizacija izabranih uzoraka algi i morske trave; 2) hemijska i bioloska karakterizacija
ekstrakata algi 1 morske trave i 3) analiza nutritivnog potencijala izabranih algi i morske trave.
Dobijeni rezultati u okviru ove doktorske disertacije uporedeni sa dostupnim podacima iz
literature.

Zavrno poglavlje disertacije, ZAKLJUCAK, istide Ginjenice i zaklju¢ke dobijene na
osnovu analize rezultata istrazivanja.

Poglavlje LITERATURA se sastoji iz literaturnih navoda, gde je navedeno 187 referenci,
pretezno inostranih autora. Najveci broj referenci je novijeg datuma, Sto kandidatu daje dobru
teorijsku osnovu da na pravi nacin prikaze diskusiju dobijenih rezultata.

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Najobimniji deo doktorske disertacije je poglavlje REZULTATI I DISKUSIJA koje je
sac¢injeno od tri podpoglavlja. Prvo su istaknuti rezultati dobijeni hemijskom analizom izabranih
uzoraka morskih algi i morske trave, a nakon toga, rezultati dobijeni na osnovu bioloske i
hemijske karakterizacije ekstrakata morskih algi i morske trave. U tre¢em podpoglavlju data je
sumarna analiza dobijenih rezultata, sa nutritivnog aspekta.

U izabranim uzorcima algi (H. tuna, C. bursa, C. barbata) 1 morske trave (C. nodosa)
izvrSena je analiza hemijskog sastava nutrijenata, tacnije odredivanje sadrzaja: proteina, lipida
i ugljenih hidrata, a uz njih i odredivanje sadrzaja vlage, pepela, celuloze i dijetnih vlakana.
Sadrzaj lipida u ispitivanim uzorcima je bio generalno nizak (< 7,1%), kao 1 sadrZaj proteina (<
11,5%). Nasuprot ovoj ¢injenici, zbirni sadrzaj ukupnih ugljenih hidrata i celuloze je generalno
visok u svim uzorcima, a krece se od 53,95% kod alge H. tuna i 87,70% kod C. bursa. Najveci
sadrzaj lipida i ukupnih ugljenih hidrata identifikovan je kod zelene alge C. bursa, $to je u skladu
sa najvisom energetskom vrednosc¢u (490,4 kcal/100 g) izracunatom kod navedene alge.

Poznajuci ¢injenicu da je sadrzaj mineralnih materija u morskim biljkama izuzetno visok,
doktorantinja je izvrsila ispitivanje sadrzaja mikro- i makroelemenata u izabranim uzorcima.
Koncentracije mineralnih materija kod alge H. tuna prikazane su opadaju¢im redosledom:
Ca>Na> K> Mg> P> Si> B> Zn> Bi> Ba> Cr> Cu> Li. Sadrzaj kalcijuma kod alge H. tuna je bio
izuzetno visok 55125 ug/g tj. 61% ukupne mineralne mase, §to je najvise medu svim ispitivanim
uzorcima. Kod uzoraka C. nodosa, C. bursa, i C. barbata sadrZaj kalijuma kao makroelementa je
pokazan na prvom mestu i kreée se od 17515 pg/g do 42420 pg/g. Opadaju¢i redosled
koncentracija minerala kod C. nodosa i C. bursa je bio slede¢i: K> Na> Mg> Ca> P>Si> Zn> Bi>
Ba> Cr> Cu> Li. Kod mrke alge C. barbata redosled koncentracija minerala u uzorku je bio: K>
Na> P> Si> Mg> Bi> In> Zn> Ba> Ag, dok je sadrzaj kalcijuma bio ispod limita detekcije.
Visoke vrednosti Hg (3,4-38 mg/kg vlazne mase), Pb (1,1-5 mg/kg vlazne mase), i Sr (0,387-
18,492 mg/kg suve materije) u ispitivanim uzorcima su zabrinjavajuce i ukazuju na visok stepen
kontaminacije sredine i ekosistema Jadranskog mora.

Ispitivanje sadrzaja dijetnih vlakana izvrSeno je na osnovu Cinjenice da je sadrzaj
polisaharida u algama i morskim travama izuzetno visok. Najvisi sadrzaj ukupnih dijetnih
vlakana, TDF (engl. total dietary fibers) odreden je kod alge C. barbata (70,05%). Kod iste alge
odreden je i najvisi sadrzaj nerastvornih dijetnih vlakana, IDF (engl. insoluble dietary fibers) u
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koncentraciji od 58,95%, a kod alge C. bursa, odreden je najvisi sadrzaj rastvornih dijetnih
vlakana, SDF (engl. soluble dietary fibers) od 35,85%. U okviru analize polisaharida prisutnih
kod algi 1 morske trave, ispitan je sadrzaj f-glukana. Najvisi nivo f-glukana pronaden je kod
morske trave C. nodosa (13,04 + 0,42 g/100g), a najnizi sadrzaj f-glukana je utvrden kod zelene
alge C. bursa (2,43 £ 0,23 g/100 g).

Iako alge i morske trave nisu bogat izvor lipida, poznato je da su bogate polinezasi¢enim
masnim kiselinama (PUFA). Najvisi sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) medu
ispitivanim uzorcima algi i morske trave je pokazan kod morske trave C. nodosa (7,157 mg/g). U
pogledu zasi¢enih masnih kiselina, u svim ispitivanim uzorcima, palmitinska kiselina (C16:0) je
dokazana u najvisoj koncentraciji. Miristinska (C14:0) i stearinska kiselina (C18:0) su dokazane u
svim ispitivanim uzorcima. Medu mononezasicenim masnim kiselinama (MUFA),
najzastupljenija je bila oleinska kiselina (C18:1 n-9 cis) u svim ispitivanim uzorcima, a najvisi
sadrzaj oleinske kiseline je detektovan kod morske trave C. nodosa (12,768 mg/g). Svi testrani
uzorci sadrze znacajnu koli¢inu omega-3 masnih kiselina, kao $to je a- linolenska kiselina (ALA),
u Sirokom opsegu koncentracija od 0,029 do 3,291 mg/g. Pored analize masnih kiselina, u
uzorcima algi i morskih trava sprovedeno je ispitivanje sadrZaja sterola. Kod mrke alge C.
barbata, fukosterol je detektovan u koncentraciji od 21,76 = 0,1 pg/g. Kampesterol je detektovan
u veoma maloj koncentraciji (3,78 + 0,12 pg/g) kod alge H. tuna. Morska trava C. nodosa, je
sadrzala p-sitosterol i f-stigmasterol u koncentaracijama od 5,70 + 0,03 i 6,04 + 0,08 pg/g,
respektivno.

Slobodne aminokiseline nisu detektovane u liofilizatima ispitivanih uzoraka, osim kod
zelene alge H. tuna, gde su identifikovane jedino L-asparaginska kiselina i L-glutaminska
kiselina u veoma malom procentu.

U okviru drugog dela opisanih rezultata prikazana je hemijska i bioloska karakterizacija
ekstrakata algi i morskih trava. Najizrazenije bioloSke aktivnosti su pokazali DME ekstrakti
ispitivanih algi i morskih trava, pa se dalje pristupilo njihovim hemijskim analizama. U okviru
ispitivanja sastava masnih kiselina u ekstraktima pokazano je da je najzastupljenija masna
kiselina bila je palmitinska (C16:0), u opsegu od 29,41% do 32,6%. Oleinska
kiselina (C18:1 n-9) je po sadrzaju na drugom mestu u opsegu 6,04% do 21,23%. Najveéi
sadrzaj n-3 masnih kiselina je identifikovan kod morske trave C. nodosa (o-linolenska
kiselina, 27,11%), kao i najvisi nivo PUFA (44,71%). U DME ekstraktu zelene alge H. tuna
identifikovan je najve¢i sadrzaj dokozaheksaenske (DHA, C22:6 n-3) i eikozapentaenske (EPA, C
20:5 n-3) masne kiseline (2,83 % i 4,97%). Najzastupljenija n-6 masna kiselina u ispitivanim
uzorcima je linolna kiselina (C18:2, n-6) koja je identifikovana u svim ispitivanim ekstraktima u
opsegu od 5,28% do 17,6%.

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata algi i morske trave sprovedeno je testom
neutralizacije DPPH radikala, a sadrzaj polifenola u ekstraktima je okarakterisan metodom po
Folin Ciocalteu. Najbolju in vitro antiradikalsku aktivnost pokazao je DME ekstrakt morske trave
C. nodosa (ICso = 112,73 + 2,051 pg/ml) §to je u skladu sa najvisSim sadrzajem ukupnih
polifenola, 37,82 + 1,23 pg GA/mg DME. C. barbata DME je takode pokazao visoku
antiradikalsku aktivnost (ICso= 367,21 + 3,621 pg/ml) sa sadrzajem polifenola od 14,94 + 0,6 pg
GA/mg DME. Slabu aktivnost u DPPH testu pokazali su DME ekstrakti algi H. tuna (ICso =
839,44 £+ 5,482 pg/ml) i C. bursa (ICs0 = 1369,72 + 7,351 pg/ml) sa niskim sadrzajem ukupnih
polifenola.

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti izvrSeno je na sva tri pripremljena ekstrakta (DME,
70%Met, AqE) pri cemu 70% Met i AqE nisu pokazali antimikrobnu aktivnost u sprovedenom
testu. DME ekstrakti H. tuna i C. barbata su ispoljile najbolju antimikrobnu aktivnost protiv
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bakterijskog soja B. subtilis (MIC 100 pg/ml), a C. albicans i S. aureus su takode bile osetljive
na DME ekstrakt alge H. tuna. Svi ispitivani uzorci ispoljavaju znacajnu antifungalnu aktivnost
protiv soja gljivice C. albicans, a C. barbata je bila najaktivnija u navedenom ispitivanju (MIC
200 pg/ml). C. barbata je takode pokazala najbolju antibakterijsku aktivnost (MIC 100 pg/ml) za
S. aureus i B. subtilis (MIC 100 pg/ml).

Citotoksicnost je ispitana na sva tri ekstrakta izabranih uzoraka algi i morskih trava, ali su
samo DME ekstrakti ispoljili znacajnu aktivnost. H. funa je pokazala najbolju citotoksi¢nu
aktivnost prema LS174 (25,34 + 2,37 pg/ml), ¢elijama kolorektalnog karcinoma, i visoku
citotoksi¢nu aktivnost na HeLa (17,92 + 1,54 pg/ml), ¢elije humanog cervikalnog karcinoma. C.
barbata, pokazala je dobru citotoksi¢nu aktivnost, pogotovu protiv HeLa i K562 ¢elijske linije u
navedenom MTT testu. Dobijeni podaci ukazuju da DME ekstrakt morske trave C. nodosa,
pokazuje znacajnu citotoksi¢nu aktivnost na HeLa (IC50= 13,28 + 0,39 pg/ml) i K562 (IC50=
19,64 £+ 1,55 pg/ml) ¢elijama.

U testu ispitivanja anti-a-glukozidazne aktivnosti, DME ekstrakt mrke alge C. barbata je
pokazao najbolju aktivnost od ICsp= 9,98 + 3,34 pg/ml. Anti-a-glukozidazna aktivnost DME
ekstrakta morske trave C. nodosa je takode bila izuzetno visoka (11,48 £+ 3,57 pg/ml). Svi
ispitivani DME ekstrakti su pokazali bolju anti a-glukozidaznu aktivnost u poredenju sa
akarbozom, koja je koriS¢ena kao stadard (59,8 £ 12,3 pg/ml).

U morskoj travi su identifikovane 3 supstance: diosmetin-7-sulfat (1) (86,992%),
kaftarinska kiselina (2) (5,801%) i kutarinska kiselina (3) (7,207%). Dominantno jedinjenje je
bilo jedinjenje br. 1 (86,992%), pa se pristupilo njegovoj detaljnoj analizi. U cilju dobijanja
dodatnih podataka, jedinjenje br. 1 je izolovano semipreparativnom HPLC hromatografijom, a
dodatni HR-MS spektri su snimljeni na Q-TOF-MS/MS detektoru. Molekulska formula C;¢H;;08
je dobijena iz deprotonizovanog molekula na m/z 379,0155 [M - H]- (caled 379,0167 za [M - H]-
Ci6H1106S, Appm = -3,69). Glavni jonski fragment Q-TOF-MS/MS spektra je bio m/z 299,0577
(C16H110¢), dobijen gubitkom SO; jona (-80 Da). Manji fragment od m/z 284,0355 (C;sHgOg),
odreden je dodatnom demetilacijom deprotonovanog molekula. Nakon hidrolize jedinjenja br. 1,
koriS¢enjem enzima sulfataze, identifikovan je aglikon diosmetin, koji je takode potvrden pomocu
komercijalno dostupnog standarda diosmetina. Pozicija sulfatne grupe je pretpostavljena na
osnovu UV spektralne analize i na osnovu podataka dobijenih analizom 'H-NMR spektra.

Specifi¢ni podaci identifikovanih jedinjenja u DME ekstraktu morske trave C. nodosa su
slede¢i: jedinjenje br. 1 (diosmetin-7-sulfat): HPLC-DAD Amax (nm): (band I) 347, (band II)
252, 268 nm (sh); LC-MS-ESI m/z: 379 (M1), 299 (M-1-80, 100%); 1H-NMR (400 MHz,
DMSO): 3,94 (s, OCH3); 6,67 (d, J V4= 1,67, H-6); 6,69 (s, H-3); 7,08 (d, J Y= 1,43, H-8); 7,10
(d, J ¥a= 8,58, H-5"); 7,43 (d, J Y= 2,13, H-2"); 7,58 (dd, J %= 8,59 and 2,15, H-6’); HR-MS m/z:
379,0155 [M-H]- (calcd 379,0167 za [M-H]- Ci6H,,06S), qTOF-MS/MS (15 eV) m/z (rel. int.):
379,0155 (40), 299,0577 (100), 284,0355 (7); jedinjenje br. 2 (kutarinska Kkiselina): HPLC-
DAD Amax (nm): 314; LC-MS-ESI m/z: 295 (M-1); jedinjenje br. 3 (kaftarinska Kkiselina):
HPLC-DAD Amax (nm): 328; LC-MS-ESI m/z: 311 (M-1).

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA DOKTORSKE DISERTACIJE SA PODACIMA
1Z LITERATURE

Iz algi i morskih trava je do sada izolovano preko 10000 metabolita sa izrazenom
farmakoloskim aktivnostima kao Sto su: antibakterijska, anitifungalna, hipoglikemijska,
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citotoksi¢na, neurotoksicna, hipolipemijska, antimitotska, antivirusna i antineoplasticna aktivnost.
U poslednje vreme se ispituju imunosupresivna i antiinflamatorna aktivnost, kao i primena algi u
tretmanu Alchajmerove bolesti i u tretmanu oboljenja izazvanog virusom humane
imunodeficijencije (HIV) (Freeman, 2008; Tierney, 2010; Mohamed, 2012).

U brojnim kulturama, postoji duga tradicija primene algi u ishrani. U zapadnim zemljama,
alge su izvor fikokoloida, supstanci za geliranje i ucvr¢ivanje, koje imaju razli¢itu primenu u
industriji hrane. Vlada Francuske je 1990. godine objavila izvestaj u kome se alge prihvataju kao
povrée 1 zacin, Sto je uticalo na njihovu povecanu eksploataciju (De La Santé, 2004). Makroalge
su bogat izvor proteina, minerala, vitamina, antioksidanasa, polinezasi¢enih masnih kiselina,
neskrobnih polisaharida (kao $to su karagenan i alginat) i drugih prirodnih proizvoda (Mohamed,
2012; Miyashita, 2013). Morske alge sadrze visok nivo esencijalnih aminokiselina, a proteinski
sadrzaj algi je slican povréu (Mabeau, 1993; Wong, 2003). Alge su dobar izvor minerala, kao Sto
su jod (I), magnezijum (Mg), gvozde (Fe), cink (Zn) i kalcijum (Ca) (Lange, 2015).

U izabranim uzorcima algi (H. tuna, C. bursa, C. barbata) 1 morske trave (C. nodosa)
izvrSena je analiza hemijskog sastava nutrijenata. Najvisi sadrzaj ukupnih lipida identifikovan je
kod alge C. bursa (7,1%) Sto je uporedivo sa literaturnim podacima za sadrzaj lipida u algama
roda Codium, koji je izuzetno varijabilan (7,3- 21,1%) 1 zavisi od razli¢itih uslova i podneblja u
kojima su alge sakupljane (Xu i sar, 1998). Kod alge C. barbata, prijavljen je sadrzaj ukupnih
lipida koji se kretao izmedu 0,66-0,98% racunato u odnosu na svezu masu (Ivanova i sar, 2012).
Uzevsi u obzir da je prinos suve mase uzoraka, odabranih algi i morske trave koris¢enih u ovoj
disertaciji, bio oko 10% u odnosu na svezu sirovinu, dobijeni rezultat ukupnih lipida za algu C.
barbata (4,95% u odnosu na suvu materiju), iznosi priblizno 0,495% u odnosu na svezu masu, §to
je neznatno nize u odnosu na rezultat navedenih autora, Ivanova i sar (2012). Sadrzaj proteina, u
uzorcima izabranih algi i morske trave, takode je bio nizak (< 11,5%) u poredenju sa jestivim
algama koje se Siroko primenjuju u ishrani, kao $to je nori (oko 35% u odnosu na suvu masu) i
dulse (oko 47% suve mase) (Morgan i sar, 1980; Arasaki i sar, 1983). Zelena alga iz roda Codium
(C. bursa) koja je ispitivana u ovoj doktorskoj disertaciji, u poredenju sa jestivom algom iz roda
Codium (C. tomentosum), pokazala veci sadrzaj ukupnih ugljenih hidrata (69,70%) u odnosu na
32,8% odredenih kod C. tomentosum (Rodrigues i sar, 2015). Sadrzaj ukupnih masti kod alge C.
bursa (7,1%) je takode bio visi nego kod C. tomentosum (3,6%), ali sadrzaj proteina kod C. bursa
(4%) se pokazao znacajno nizi u poredenju sa C. tomentosum (18,8%) (Rodrigues i sar, 2015).
Alga H. tuna je u ispitivanjima pokazala najniZu energetsku vrednost (243,01 kcal/100 g), Sto je u
kombinaciji sa visokim sadrzajem celuloze (30%) i visokim sadrzajem pepela (30%) ne svrstava
u grupu algi koje bi bile hranljive za ljude. Uprkos ovoj ¢injenici, postoje navodi, da alga H. tuna
ima prijatan ukus u kombinaciji sa solju i sir¢em (Hills-Colinvaux i sar, 1980).

Sadrzaj mineralnih materija u algama i morskim travama je generalno visi u poredenju sa
sadrzajem minerala u teresticnim biljkama (Omar i sar, 2015). Uslovi okoline, sezona, fiziolosSke
karakteristike kao i geografsko poreklo morskih biljaka diktiraju mineralni sastav ovih vrsta
(Keiji i Hori, 1989). Prema podacima Ministarstva poljoprivrede SAD (eng. United States
Department of Agriculture) sadrzaj pepela u povréu se krece od 5- 10 g/100 g suve mase, dok se u
algama ovaj opseg krece od preko 30 g/100 g suve mase (Sanchez Machado i sar, 2004). Morske
trave, imaju interesantan mineralni sastav, daleko raznovrsniji od teresticnih biljaka, a u ovom
radu, morska trava C. nodosa, je pokazala visok sadrzaj K (17515 pg/g) i Na (12051 pg/g).
Immaculate i sar (2018), uporedivali su mineralni sastav 3 morske trave: Cymodocea serrulata,
Syringodium isoetifolium 1 Halodule uninervis. Kod morske trave C. serrulata sadrzaj
magnezijuma je bio visok (1015 mg/100 g), dok su kod S. isoetifolium i H. uninervis dominantni
minerali bili natrijum i kalcijum. Mineralni profil alge H. funa, prikazan u ovoj doktorskoj
disertaciji, pokazuje da je sadrzaj Ca dominantan u koncentraciji 55125 pg/g, tacnije 61% u
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odnosu na ukupan mineralni sastav i 5,51% u odnosu na suvu materiju, Sto je oko Cetiri puta
manje nego 22,42% Ca, u odnosu na suvu materiju alge H. tuna, prijavljeno u radu Biligin i Ertan
(2002). Visok sadrzaj Ca kod alge H. tuna je ocekivan, obzirom da je poznato da je ova alga
jedan od glavnih tvoraca sedimenta u tropskim zonama (Johns i Moore, 1988). Kod alge H. tuna
je takode primeceno da je sadrzaj strncijuma (Sr) trideset puta veéi nego kod morske trave C.
nodosa 1 Cetrdesetosam puta veéi nego kod C. bursa. Visok stepen akumulacije Sr kod H. tuna
moze se objasniti visokim sadrzajem Ca i ¢injenicom da Sr ima visok afinitet za plazma
membranske transportere za K i Ca (JureSsa i Blanusa, 2003; Fukuda i sar, 2014; Burger i
Lichtscheidl, 2019). Kalcijum se generalno u algama nalazi u proseku od 4-7% suve materije.
Imajucu u vidu prosecnu koli¢inu od 8 g suve materije algi u porciji, to bi generalno znacilo unos
od 560 mg Ca. Imajuéi u vidu dobru iskoristljivost Ca iz algi, u kojima se Ca nalazi u obliku
fosfata, i ¢injenicu da je preporuceni dnevni unos Ca izmedu 800 i 1000 mg, alge predstavljaju
znacajan izvor ovog mineral u ishrani (Kumar i sar, 2008). U rezultatima Kolsi i sar (2016) kod
morske trave C. nodosa, Ca i Mg bili su dominantni (7000,38 + 0,48 pg /100 g1 3412,53 £ 0,86
pg /100 g, respektivno), dok su u rezultatima ove doktorske disertacije, kod iste morske trave
dominantni minerali bili K i Na (17515 pg/gi 12051 pg/g, respektivno). Sadrzaj fosfora kod alge
C. barbata je bio najvisi u poredenju sa ostalim ispitivanim uzorcima (15990 pg/g). Fosfor u
algama postoji kao organski vezan (u vidu monoestara i diestara) i neorganski vezan (u obliku
ortofosfata i pirofosfata). Glavni oblik prisutnog fosfora u algama je organski monoestar, fS-
glicerofosfat, detektovan u koncentraciji od 22,6% u odnosu na ukupan fosfor (Feng i sar, 2019).
Inetresantno je da je glavni izvor fosfora u namirnicama zapravo poreklo m iz fosfatnih
konzervanasa koji su sami po sebi Stetni, pogotovu kod pacijenata sa renalnim oboljenjima
(Sullivan i sar, 2007), pa bi se koristan izvor fosfora mogao potraziti u morskim organizmima. U
Pravilniku o maksimalnim koli¢inama odredenih kontaminenata u hrani (“Sluzbeni glasnik RS,
broj 81/19) nisu jasno definisane referentne vrednosti za maksimalno dozvoljene koli¢ine teSkih
metala u morskim algama, pa su za analizu sadrzaja zive (Hg) i olova (Pb), koris¢ene referentne
vrednosti date za meso riba i proizvode ribarstva. Maksimalan dozvoljeni sadrzaj Hg u
proizvodima ribarstva i mesu riba prema gore navedenom Pravilniku je 0,5 mg/kg vlazne mase.
Uzevsi u obzir prinos suve materije nakon susenja vlazne mase algi i morske trave od 10%,
sadrzaj Hg u ispitivanim uzorcima se krece od 3,4 mg/kg vlazne mase (C. bursa) do 38 mg/kg
vlazne mase (C. barbata) $to je znacajno visSe u poredenju sa referentnom vredno$éu datom u
Pravilniku. Dozvoljeni sadrzaj Pb u mesu riba je u Pravilniku definisan kao 0,30 mg/kg vlazne
mase, a u ispitivanim uzorcima se kretao od 1,1 mg/kg vlazne mase (C. barbata i H. tuna) do 5
mg/kg vlazne mase kod C. bursa. Takode, visok sadrzaj stroncijuma (Sr) koji je odreden u ovoj
disertaciji (387- 18492 ug/kg suve materije), ukazuje na visok stepen zagadenosti Jadranskog

.....

namirnica (Burger i Lichtscheidl, 2019).

Dokazano je da su morske alge znacajan izvor dijetnih vlakana, medu kojima dominira
sadrzaj rastvornih dijetnih vlakana (Lahaye, 1991). Rastvorna dijetna vlakna imaju ulogu
prebiotika, povecavaju osecaj sitosti, mogu da budu korisna u redukciji telesne mase, smanjuju
rizik od kardiovaskularnih oboljenja, preveniraju razvoj kancera kolona i povoljno deluju u
prevenciji konstipacije (Dreher, 1987; Ye i sar, 2015). Rastvorna dijetna vlakna, takode imaju i
hipoholesterolemijsku i hipoglikemijsku ulogu (Mabeau i sar, 1993). U poredenju sa sadrzajem
dijetnih vlakana u uzorcima jestivih morskih algi sa obale Cilea (Ortiz i sar, 2006), kao $to su
Ulva lactuca 1 Durvillaea antarctica, alga C. bursa je pokazala ve¢i sadrzaj SDF (35,85% u
odnosu na 27,2 £ 1,2% 1 27,7 + 1,2%, respektivno) i nizi sadrzaj IDF (30% u odonosu na 33,3 +
0,3% 147,7 £ 0,3%, respektivno) §to ide u prilog njenoj potencijalnoj primeni u ishrani.

Alge i morske trave, generalno nisu bogate lipidima. Uprkos tome, brojni istrazivaci su u
algama i morskim travama pokazali visok sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) koje
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imaju niz povoljnih zdravstvenih efekata (Kumari i sar, 2010). Medu mononezasi¢enim masnim
kiselinama (MUFA), najzastupljenija je bila oleinska kiselina (C18:1 n-9 cis) u svim ispitivanim
uzorcima, a najvisi sadrzaj oleinske kiseline je detektovan kod morske trave C. nodosa (12,768
mg/g). Takode, svi testrani uzorci sadrze znacajnu koli¢inu omega-3 masnih kiselina kao §to je a-
linolenska kiselina (ALA) u Sirokom opsegu koncentracija od 0,029 do 3,291 mg/g. Navedeni
rezultati su u skladu sa rezultatima Xu i sar (1998), koji su u uzorcima algi roda Codium, pokazali
da su najzastupljenije masne kiseline bile: palmitinska, oleinska i a-linolenska masna kiselina. Za
masne kiseline kao Sto su a-linolenska kiselina, eikozapentaenska (EPA) i dokozaheksaenska
kiselina (DHA) je dokazano da imaju zastitnu ulogu od kardiovaskularnih oboljenja (Wijendran i
Hayes, 2004). Interesantno je da je sadrzaj a-linolenske kiseline pokazan kod morske trave C.
nodosa (3,291 mg/g tj. 0,33%) visi nego sadrzaj iste masne kiseline prijavljen kod jestive alge
nori (0,23 %) (Sanchez-Machado i sar, 2004). Takode, u radu Jeevitha i sar (2013) kod kojih je
izmedu 4 ispitivane vrste morskih trava, Syringodium isoetifolium pokazala najbogatiji profil
masnih kiselina, ispitivani uzorak morske trave C. nodosa je pokazala do 3 puta veéi sadrzaj
oleinske (12,768 mg/g u odnosu na 4,1 mg/g) i palmitinske (11,580 mg/g u odnosu na 4,5 mg/g)
masne kiseline. C. barbata, C. nodosa i C. bursa sadrZe neparne masne kiseline (eng. odd chain
fatty acids), tj. masne kiseline sa neparnim brojem C atoma, kao $to su heptadekanska (C 17:0) i
pentadekanska kiselina (C 15:0), a istrazivanja su pokazala vezu izmedu ovih masnih kiselina i
smanjenog rizika od kardiovaskularnih i metabolickih oboljenja (Jenkins i sar, 2015).
Najzastupljenija masna kiselina medu n-6 masnim kiselinama, u ispitivanim uzorcima je bila
linolna kiselina (C 18:2 n-6), za koju je poznato da je jedna od glavnih masnih kiselina koja
reguliSe nivo LDL (eng. low density lipoproteins) holesterola u humanom organizmu (Wijendran
i Hayes, 2004).

Steroli predstavljaju vaznu komponentu membrane eukariotskih celija. Imaju ulogu u
kontroli membranske propustljivosti i utiC¢u na viskozitet ¢elijske membrane (Piironen i sar,
2000). Kod mrke alge C. barbata, fukosterol je detektovan u koncentraciji od 21,76 + 0,1 ug/g.
Prisustvo fukosterola u mrkim algama prvi je dokumentovao Patterson (1971). Relativno nizak
sadrzaj fukosterola moze se pripisati sezoni u kojoj su uzorci sakupljani (jul), §to je u skladu sa
istrazivanjem Boulom i sar (2014), koji su prijavili da fukosterol i 24-metilenholesterol pokazuju
jako visoke vrednosti u algama u zimskom periodu, verovatno kao prirodni mehanizam zastite od
niskih temperatura. Znacajno smanjenje 24-metilenholesterola i fukosterola je idientifikovano u
letnjem periodu (Boulom i sar, 2014). Ispitivanja Honya i sar (1994), podrzava cinjenicu
varijabilnog sadrzaja fukosterola u mrkim algama (Saccharina japonica), koji dostize maksimalni
sadrzaj u zimskim mesecima. Fukosterol je pokazao brojne bioloske aktivnosti kao S$to su:
antikancerogena, antioksidativna, antihiperglikemijska, aktivnost u sniZzenju nivoa holesterola
1 aktivnost u prevenciji venske tromboze (Abdul i sar, 2016). SadrZaj sterola, prijavljen u zelenim
algama je kompleksniji i razlikuje se znacajno u poredenju sa drugim vrstama algi (Patterson,
1997). U obe ispitivane zelene alge (H. tuna i C. bursa) nadena je znacajna koli¢ina f-sitosterola.
Poznato je da f-sitosterol smanjuje rizik od benigne hiperplazije prostate, da ima ulogu u
prevenciji kolorektalnog karcinoma i sr¢anih oboljenja, kao i ulogu regulaciji imunskog sistema,
u tretmanu tuberkuloze, hiperholesterolemije, reumatoidnog artritisa i cervikalnog kancera
(Saeidnia, 2014). Kampesterol je detektovan u veoma maloj koncentraciji (3,78 £ 0,12 pg/g) kod
alge H. tuna. Postoje brojna istrazivanja koja ukazuju na razliite bioloske aktivnosti
kampesterola, a najznacajnije su snizavanje nivoa holesterola i antikancerogeni efekat (Choi i sar,
2007).

Morska trava C. nodosa, sadrzi f-sitosterol i S-stigmasterol u koncentarcijama od 5,70
+ 0,03 and 6,04 + 0,08 pg/g, respektivno. Dobijeni rezultati se slazu sa istrazivanjem Gillan i
sar (1984), koji su ispitivali razli¢ite vrste morskih trava i pokazali da se p-sitosterol i S-
stigmasterol nalaze u koncentraciji od 60-90% u poredenju sa drugim prisutnim sterolima. f-
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Stigmasterol je dobro poznat kao prekursor kortikosteroida i seksualnih hormona (androgena i
estrogena), ali i prekursor u sintezi vitamina D3 (Kaur i sar, 2011). Mnogi nauc¢nici ukazuju na
znaCajne bioloske aktivnosti f-stigmasterola, kao S$to su: citotoksicnost, hipoglikemijska
aktivnost, antimutagena, antihiperholesterolemijska, anti-inflamatorna, antioksidativna aktivnost,
kao i povoljan uticaj na funkcije CNS-a (Kaur i sar, 2011).

Bobadilla i sar (2013), kod alge Durvillaea antarctica ustanovili su znacajnu
imunomodulatornu aktivnost zbog visokog sadrzaja 1,3:1,6-f-D-glukana (4-15 g/100 g). p-
Glukani, su identifikovani u morskim algama i pokazano je da imaju imunomodulatornu ulogu i
ulogu u snizavanju nivoa holesterola u serumu (Davidson i sar, 1991). Laminarin (1,3-4-D-
glukan) je najviSe proucavan polisaharid, izolovan iz mrkih algi, koji je prvenstveno energetska
rezerva, lokalizovana u ¢elijskim vakuolama algi (Burtin i sar, 2003). Literaturni podaci ukazuju
da upotreba mrkih algi (Laminaria) u ishrani pozitivno utie na prevenciju razvoja karcinoma
dojke, preko nekoliko mehanizama, a jedan od njih se pripisuje prisustvu 1,3-4-D-glukana, koji
imaju sposobnost ubrzavanja enzimske aktivnosti fekalne flore, pri ¢emu dolazi do stimulacije
imunog odgovora (Teas, 1982). U ovom istrazivanju C. barbata je pokazala znaCajan sadrzaj f-
glukana (5,8 + 0,31 g/100 g), kao i C. nodosa (13,04 = 0,42 g/100 g), pa bismo na osnovu ovih
rezultata mogli da pretpostavimo da navedena dva uzorka mogu da ispolje znacajnu
imonomodulatornu aktivnost.

U radu Tsekos i sar (1975), koji su ispitivali 39 vrsta morskih algi sa teritorije Grcke,
zakljucili su da sadrzaj slobodnih aminokiselina u algama jako varijabilan, da ne zavisi od
podneblja i sezone, nego da rezultati generalno zavise od ubiranja reprezentativnog uzorka
(Tsekos i sar, 1975). Od svih ispitivanih uzoraka, jedini su kod zelene alge H. tuna identifikovane
L-asparaginska kiselina i L-glutaminska kiselina u veoma malom procentu.

Sadrzaj masnih kiselina u algama je varijabilan i predstavlja indikator filogenetskog
razvoja i troficke strukture morskih organizama, pa je od izuzetnog znaCaja za bioloska
istrazivanja morskog ekosistema (Graeve i sar, 2002). Arahidonska kiselina (C 20:4, n-6),
esencijalna masna kiselina u humanom organizmu je znacajna kao prekurskor eikozanoida, za
koje je poznato da imaju znacajne funkcije kao Sto su: regulacija vaskularne homeostaze, zastita
gastricne mukoze, agregacija trombocita, regulacija imunopatoloSkih procesa (remodelovanje
tkiva, kancer, astma, reumatoidni artritis i autoimune bolesti) (Smith, 1989; Harizi i sar, 2008). Za
PUFA je poznato da imaju brojne zdravstvene efekte, a najznacajnija su saznanja o smanjenju
rizika od kardiovaskularnih i inflamatornih oboljenja, kao i poboljSanje cerebralne i mentalne
funkcije (Ruxton i sar, 2007). Najvec¢i sadrzaj n-3 masnih kiselina je identifikovan kod morske
trave C. nodosa (a-linolenska kiselina, 27,11%), kao i najvisi nivo PUFA (44,71 %). Visok nivo
SFA u hrani je direktan faktor rizika za povecanje ukupog holesterola i LDL holesterola (eng. low
density cholesterol) u serumu. Zamena od 3% SFA u ishrani pomo¢u PUFA ili MUFA snizava
nivo LDL holesterola za 2% (Sanders, 2013). Iz navedenog razloga odnos PUFA/SFA bi trebalo
da bude Sto nizi (< 1) kako bi se namirnica smatrala korisnom za primenu u ishrani pacijenata sa
rizikom od kardiovaskularnih oboljenja i mozdanog udara (Yamori i sar, 1994). DME ekstrakt
zelene alge C. bursa je imao najnizi sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina u poredenju sa drugim
DME ekstraktima (34,92%) 1 dobar odnos PUFA/SFA (0,97), §to ponovo ide u prilog najve¢em
potencijalu ove alge za primenu u ishrani. U DME ekstraktu zelene alge H. tuna identifikovan je
najveéi sadrzaj dokozaheksaenske (DHA, C22:6 n-3) i eikozapentaenske (EPA, C 20:5 n-3)
masne kiseline (2,83 % 1 4,97%). Poznato je da EPA i DHA poreklom iz riba, mogu da smanje
rizik od fatalne koronarne bolesti (Mozaffarian, 2008) i kolorektalnog karcinoma (Roynette i sar,
2004). Najzastupljenija n-6 masna kiselina u ispitivanim uzorcima je linolna kiselina (C18:2 n-6)
koja je identifikovana u svim ispitivanim ekstraktima u opsegu od 5,28% do 17,6%. Linolna
kiselina je jedna od glavnih masnih kiselina koja reguliSe metabolizam lipoproteina niske gustine
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(LDL-c), smanjujuci sintezu LDL-c i ubrzavajuci njihov klirens (Wijendran i sar, 2004). Linolna
kiselina takode moze da poveca osetljivost tkiva na insulin, poseduje antimikrobnu aktivnost i
citotoksi¢nu aktivnost protiv HeLa ¢elijske linije tumora (Sagar i sar, 1992).

C. nodosa je prepoznata kao dobar izvor fenolkarboksilnih kiselina, koje su i potvrdene u
ovoj doktorskoj disertaciji (kaftarinska 1 kutarinska kiselina), a koje poseduju visoku
antioksidativnu aktivnost, §to najverovatnije i objas$njava najvisu antiradikalsku aktivnost (ICso =
112,73 £ 2,051 pg/ml) odredenu kod ove morske trave (Grignon Dubois i Rezzonico, 2013; Kuda
isar, 2014).

Antimikrobna aktivnost izabranih uzoraka algi i morske trave ispitana je na sva 3
ekstrakta, a samo DME ekstrakti su pokazali aktivnost. DME ekstrakti H. tuna i C. barbata su
ispoljile najbolju antimikrobnu aktivnost protiv bakterijskog soja B. subtilis (MIC 100 pg/ml). C.
albicans 1 S. aureus su takode bile osetljive na DME ekstrakt H. tuna. Otkri¢e diterpenskog
aldehida, halitunala, koji je ispoljio antivirotsku aktivnost protiv misjeg korona virusa (Harada i
Kamei, 1997), zajedno sa literaturnim dokazima o antibakterijskoj i antifungalnoj aktivnosti
dietiletarskog ekstrakta H. tuna protiv S. aureus, B. subtilis, E. coli i C. albicans, vkazuje da H.
tuna poseduje veliki antimikrobni potencijal medu ispitivanim algama (Mtolera i Semesi, 1996).
Istrazivanja usmerena ka otkrivanju aktivnih supstanci koje ispoljavaju antimikrobnu aktivnost
sugeriSu da alginati (Na-alginat i Mg-alginat) mogu biti odgovorni za antimikrobnu aktivnost alge
C. barbata protiv Staphylococcus sp., Streptococcus sp. 1 Klebsiela sp. (Badea i sar, 2009).
Isparljive komponente identifikovane kod alge C. barbata, kao sto su dokozan i tetratriakontan,
nisu pokazala znacajnu antimikrobnu aktivnost (Ozdemir i sar, 2006). Rezultat, dobijen u ovoj
doktorskoj disertaciji, je u skladu sa istrazivanjem u kome je pokazano su diarilheptanoidi,
izolovani iz morske trave C. nodosa, poseduju antibakterijsku aktivnost protiv multi rezistentnih
patogena kao §to su S. aureus, Mycobacterium phlei, M. smegmatis i M. fortuitum (Kontiza i sar,
2008). DME ekstrakt C. bursa je pokazao nesto slabiju antibakterijsku aktivnost u poredenju sa
drugim ispitivanim uzorcima, a antifungalna aktivnost protiv C. albicans je bila ista kao i kod
DME ekstrakat H. tuna i C. nodosa u navedenom ispitivanju (MIC 400 pg/ml). Pretragom
literature, utvrdeno je da u par ispitivanja razlicitih ekstrakata alge C. bursa, navedena alga nije
pokazala nikakvu antimikrobnu, niti antifungalnu aktivnost (Salvador i sar, 2007; Ibtissam i sar,
2009).

DME ekstrakti H. funa je pokazala najbolju citotoksi¢nu aktivnost prema LS174, ¢elijama
kolorektalnog karcinoma, i visoku citotoksi¢nu aktivnost na HeLa, ¢elije humanog cervikalnog
karcinoma. Svetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization, WHO) je objavila
da EPA i DHA u kombinaciji, smanjuju rizik od kolorektalnog kancera i smanjuju rizik od raka
dojke (Volpato i Hull, 2018). Uzevsi u obzir preventivnu ulogu EPA i DHA, koje su
identifikovane u DME ekstraktu alge H. tuna, kao i ispoljenu citotoksi¢nu aktivnost navedenog
ekstrakta, trebalo bi nastaviti dalja istrazivanja antikancerskog potencijala alge H. funa. Kurt i sar,
2014, takode su pokazali citotoksi¢nu aktivnost alge H. tuna na MCF-7 ¢elijsku liniju kancera
(Kurt i sar, 2014). C. barbata, pokazala je dobru citotoksi¢nu aktivnost, pogotovu protiv Hela i
K562 celijske linije u navedenom MTT testu. Napominjemo da C. barbata sadrzi pigment
fukoksantin za koga je pokazano da ispoljava antitumorsku, antimikrobnu i antioksidativnu
aktivnost (D’Orazio i sar, 2012). Dobijeni podaci ukazuju da DME ekstrakt morske trave C.
nodosa, pokazuje znacajnu citotoksi¢nu aktivnost na HeLa (IC50= 13,28 £ 0,39 pg/ml) i K562
(IC50= 19,64 £ 1,55 pg/ml) celijama. Kontiza i sar (2005), dokazali su da diarilheptanoidi
identifikovani u morskoj travi C. nodosa (cimodienol i cimodien) pokazuju znacajnu citotoksi¢nu
aktivnost protiv dve celijske linije karcinoma pluca (Kontiza i sar, 2005). Najvisi sadrzaj linolne
kiseline (17,6%) u DME ekstraktu morske trave C. nodosa, takode moze da objasni visoku
citotoksi¢nu aktivnost navedenog ekstrakta protiv HeLa celijske linije tumora, obzirom da su
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Sagar i1 sar (1992), dokazali visoku citotoksi¢nost linolne kiseline protiv HeLa c¢elijske linije
tumora. U testu ispitivanja anti a-glukozidazne aktivnosti, DME ekstrakt mrke alge C. barbata je
pokazalo najbolju aktivnost od ICsp= 9,98 + 3,34 pg/ml.

Mrke alge predstavljaju bogat izvor polifenolnih jedinjenja koja se zovu florotanini
(oligomeri floroglucinola), koja su pokazala antidijabeticnu aktivnost kroz razli¢ite mehanizme
inhibicije a-glukozidaze i a-amilaze, Sto ukazuje na potencijalnu primenu navedene alge kao
funkcionalne hrane koja bi se mogla preporucivati u ishrani ili suplementaciji dijabeti¢ara (Sun i
Chen, 2012; Lee i Jeon, 2013). Svi ispitivani DME ekstrakti su pokazali bolju anti o-
glukozidaznu aktivnost u poredenju sa akarbozom, koja je koriS¢ena kao stadard. Takode, u
poredenju sa acetonskim ekstraktom jestive alge Undaria pinnatifida, ¢ija je anti a-glukozidazna
aktivnost bila ICsg = 80+ 2 pg/ml (Zaharudin i sar, 2019), uzorci koriS¢eni u navedenom
ispitivanju su pokazali od 4 do 8 puta izrazenije aktivnosti.

U morskoj travi C. nodosa, identifikovane su 3 supstance: diosmetin-7-sulfat (1)
(86,992%), kaftarinska kiselina (2) (5,801%) i kutarinska kiselina (3) (7,207%). Pozicija sulfatne
grupe je pretpostavljena na osnovu UV spektralne analize i na osnovu podataka dobijenih
analizom "H-NMR spektra, a skladu sa podacima objavljenim u radu Enerstvedt i sar (2016),
koja je analizirala sulfonovane heterozide luteolina. U navedenoj publikaciji, UV apsorpcioni
spektar luteolin-7-sulfata i luteolina su bili relativno sli¢ni, dok je znacajno hipsohromno
pomeranje uoceno za UVmax luteolin-7,3-sulfata, §to izri¢ito ukazuje na prisustvo sulfatnih grupa
na polozajima 3’- ili 4’- u B prstenu aglikona luteolina. Uvodenje sulfatne grupe u A prsten
flavonoida ne dovodi do znacajnih promena u UV spektru u odnosu na aglikon, a uvodenje
sulfatne grupe na polozaje 3’- ili 4’- u B prstenu, bi izazvalo veliko hipsohromno pomeranje u
traci I (eng. band I), a traka II (eng. band II) bi se pojavila kao jedan pik. U rezultatima ove
doktorske disertacije, jedinjenje br. 1 je imalo UV spektar relativno slican spektru diosmetina, a
uz traku II se javlja dodatni maksimum (engl. shoulder) Sto je karakteristicno za diosmetin.
Hipsohromno pomeranje na traci I nije uoceno (HPLC-DAD Amax (band I) 347 nm (band II) 252
nm, 268 nm (sh)). U skladu sa navedenim, predpostavili smo da je navedeno jedinjenje br. 1,
diosmetin-7-sulfa. "H-NMR podaci za jedinjenje br. 1 su u korelaciji sa rezutatima objavljenim u
radu Grignon Dubois i Rezzonico, 2018, za diosmetin-7-sulfat. Kaftarinska i kutarinska kiselina
su prethodno identifikovane kod morske trave C. nodosa (Grignon Dubois i Rezzonico, 2013), a
diosmetin-7-sulfat je detektovan jedino kod morskih trava roda Zostera, kao §to je Zostera noltei
(Grignon Dubois i Rezzonico, 2012) i Zostera subg. Zostera marina (Enerstvedt i sar, 2016), tako
da je ovo prvi izvestaj o prisustvu diosmetin-7-sulfata u morskoj travi C. nodosa. Ispitivanje
citotoksi¢ne aktivnosti jedinjenja br. 1 je izvrSeno direktno na HeLa tumorskoj ¢elijskoj liniji i
aktivnost jedinjenja je bila izuzetno slaba (ICsy= 631,42 pg/ml), uprkos Cinjenici da su pojedini
derivati diosmetina (diosmetin-7-O-B-D-acetilgalaktozid, 7-O-prenildiosmetin i 7-O-farnezil-3'-
O-metildiosmetin) ipak pokazali umerenu citotoksi¢nu aktivnost (Cai i sar, 2012).
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D. OBJAVLJENI I SAOPSTENI REZULTATI KOJI CINE SASTAVNI DEO
DOKTORSKE DISERTACIJE

Do sada, Sanja Milovi¢, je publikovala 2 rada u istaknutim medunarodnim casopisima
(M23) i 1 rad u ¢asopisu nacionalnog znacaja (K50). Na skupovima nacionalnog i medunarodnog
znacaja prezentovala je 4 rada (Stampani su u izvodu).

Rad publikovan u ¢asopisu medunarodnog znacaja (M20):

1. Milovi¢ S., Kundakovi¢ T., Maci¢ V., Stankovi¢ J. A., Grozdani¢ N., Purici¢ 1.,
Stankovi¢, 1., Stanojkovic, T. (2017). Anti a-glucosidase, antitumour, antioxidative, antimicrobial
activity, nutritive and health protective potential of some seaweeds from the Adriatic coast of
Montenegro. Farmacia, 65(5), 731-740. (M23; IF 1,507)
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ispitivanje antitumorske aktivnosti ekstrakta sundera Acanthella acuta, Lekovite sirovine, 2015,
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Radovi saopsSteni na nau¢nim skupovima medunarodnog i nacionalnog znacaja
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E. ZAKLJUCAK - OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE

Na osnovu prikaza eksperimentalno dobijenih rezultata, njihove analize i diskusije,
kandidatkinja je u posebnom poglavlju- ZAKLJUCAK, jasno definisala i nedvosmisleno iznela
visSe zakljuCaka o nutritivnom potencijalu, hemijskom sastavu i1 bioloSkim aktivnostima
ispitivanih morskih algi (C. bursa, H. tuna i C. barbata) i morske trave (C. nodosa).

Uprkos brojnim ispitivanjim na ovom polju, alge i morske trave koje su Siroko zastupljene
u Jadranskom moru jo$ uvek nisu dovoljno istrazene. Ispitivane alge i morska trava predstavljaju
bogat izvor ugljenih hidrata, dijetnih vlakana i minerala, sa generalno niskim sadrzajem masti, pri
¢emu bi mogle da nadu primenu u ishrani ljudi na energetski redukovanom rezimu ishrane.

Zelena alga C. bursa je pokazala manje znacajne vrednosti u testovima bioloskih
aktivnosti, ali je zato pokazala najvisu energetsku vrednost i najoptimalniji nutritivni sastav sa
aspekta humane ishrane. Kod alge C. bursa identifikovan je najvisi sadrzaj ukupnih ugljenih
hidrata, ukupnih lipida i dijetnih vlakana, kao i najoptimalniji odnos Na/K, $to omogucéava
potencijalnu upotrebu ove alge u ishrani osoba sa hipertenzijom. Zbog visokog sadrzaja f-
sitosterola trebalo bi razmotriti primenu navedene alge u tretmanu hiperholestrolemije i
hiperglikemije, kao i za smanjenje rizika od razvoja benigne hiperplazije prostate.

Zelena alga H. tuna je u navedenim ispitivanjima imala najnizu energetsku vrednost, §to u
kombinaciji sa visokim sadrzajem celuloze i najvi§im sadrzajem Ca, ¢ini ovu algu najmanje
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primenljivom za humanu ishranu. Ipak, visok sadrzaj p-sitosterola, odli¢na antimikrobna
aktivnost protiv B. subtillis, C. albicans i S. aureus, najbolja citotoksi¢nu aktivnost porotiv LS174
¢elijske linije tumora i visoka citotoksi¢nost protiv HelLa c¢elijske linije tumora, navodi na
zakljucak da je navedena alga znacajna za ukljucivanje u dalja ispitivanja i detaljniju analizu
hemijskog sastava i identifikacije bioloski aktivnih sekundarnih metabolita.

Sa nutritivnog aspekta, zakljuCeno je da mrka alga C. barbata, moze biti znacajna u
suplementima namenjenim redukciji nivoa glukoze u serumu, obzirom na najbolju anti a-
glukozidaznu aktivnost DME ekstrakta ove alge. U prilog hipoglikemijskom potencijalu
navedene alge, ide i visok sadrzaj ukupnih dijetnih vlakana, kao i prisustvo fukosterola. DME
ekstrakt C. barbata je pokazao i najbolju antimikrobnu aktivnost protiv S. aureus i B. subtilis, kao
i najbolju antifungalnu aktivnost protiv C. albicans.

Morska trava C. nodosa je u navedenom ispitivanju imala nisku energetsku vrednost,
medutim, sadrZaj nenutritivnih, bioprotektivnih polifenolnih supstanci u navedenom uzorku je bio
najvisi, a i bioloske aktivnosti su bile izrazene. DME ekstrakt C. nodosa je pokazao najbolju
citotoksi¢nu aktivnost protiv HeLa i K562 ¢elijskih linija tumora, $to je navelo da se navedeni
ekstrakt ukljuc¢i u dalja istrazivanja hemijskog sastava, pri ¢emu su identifikovana 3 jedinjenja:
diosmetin-7-sulfat, kutarinska i kaftarinska kiselina. Dominantno jedinjenje u DME ekstraktu je
bio diosmetin-7-sulfat, koji nije ispoljio znaCajnu citotoksi¢nu aktivnost protiv HeLa celijske
linije tumora. Dalja istrazivanja bi svakako mogla i¢i u pravcu identifikacije i karakterizacije
citotoksi¢nih jedinjenja iz morske trave C. nodosa.

Ispitivane alge i morska trava predstavljaju veliki prirodni potencijal Jadranskog mora u
cilju iznalazenja novih bioaktivnih jedinjenja koja ¢e imati primenu u farmaciji, medicini, ishrani
i suplementaciji. Dalja istrazivanja bi mogla i¢i u pravcu identifikacije kompleksnih struktura
molekula prisutnih u C. nodosa, C. bursa, H. tuna i C. barbata, kao i ka iznalazenju veze izmedu
njihove strukture i bioloSkog svojstva.

F. PROVERA ORIGINALNOSTI DOKTORSKE DISERTACIJE

Kori§¢enjem programa iThenticate u Univerzitetskoj biblioteci Svetozar Markovi¢, Beograd
zavrSena je provera originalnosti doktorske disertacije. Dobijena vrednost za Similarity index
iznosi 13% 1 ovaj stepen podudarnosti posledica je podudarnosti re¢i koriS¢enih u opisu
metodologije, naziva koriS¢enih reagenasa i opreme, uobicajenih fraza koje se koriste u opisu
rezultata istrazivanja (npr. Tabela), kao i publikovanih rezultata doktorantovih istrazivanja, koji
su proistekli iz rezultata ove doktorske disertacije, $to je u skladu sa ¢lanom 9. Pravilnika.

Shodno tome, moze se izvesti zakljucak da je prilozena doktorska disertacija kandidata dipl. farm.
Sanje Milovi¢ originalno nau¢no delo.
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G. MISLJENJE I PREDLOG KOMISIJE

Na osnovu pregleda i analize rezultata doktorske disertacije koju je podnela dipl. farm.
Sanja Milovi¢, kao i poredenjem prihvacenih i ostvarenih ciljeva istrazivanja, Komisija konstatuje
da su predvidena istraZivanja uspes$no obavljena, kao i da je disertacija samostalan i originalan
nau¢ni rad. Kandidatkinja, dipl. farm. Sanja Milovi¢ je veoma uspesno realizovala
eksperimentalni deo rada. Svi rezultati istrazivanja su obradeni i prikazani u okviru preglednih
slika i tabela, koje logi¢no prate tekst. Analiza rezultata je jasna i precizna, dok posebnom
kvalitetu doprinose podaci iz literature koji su dobro uklopljeni u celinu rada, tako da se tekst lako
prati i razume. Ovom doktorskom disertacijom dobijeni su odgovori na neka do sada otvorena
pitanja, a steCena su brojna saznanja koja predstavljaju dobru osnovu za dalja istraZivanja u ovoj
oblasti. Imajuéi u vidu sve navedeno, Komisija pozitivno ocenjuje uradenu doktorsku disertaciju
dipl. farm. Sanje Milovi¢ pod nazivom ,Nutritivna, hemijska i biolo§ka karakterizacija
morskih algi Halimeda tuna, Codium bursa, Cystoseira barbata i morske trave Cymodocea
nodosa iz Jadranskog mora“ i predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu da prihvati ovu pozitivnu ocenu i uputi navedenu doktorsku disertaciju
Vecu naucnih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu u cilju dobijanja saglasnosti za
javnu odbranu.

U Beogradu, 10.07.2020.
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