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Nutritivna, hemijska i bioloSka karakterizacija mor skih algi Halimeda tuna, Codium

bursa, Cystoseira barbata i morske trave Cymodocea hodosa iz Jadranskog mora

Sazetak

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacijersmbrske algeHalimeda tungJ.
Ellis & Solander) J.V. Lamouroux (Halimedacea&}odium bursgOlivi) C. Agardh
(Codiaceae), Cystoseira barbatéStackhouse) C. Agardh (Sargassacea®rska
travaCymodocea nodogdrcia) Ascherson (Cymodoceaceae) iz Jadranskog.mor

Nutritivna vrednost odabranih uzoraka je ispit@akori€enjem zvaninih AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) metmd Najvéu energetsku vrednost, u
navedenim ispitivanjima, imala je zelena algjebursa(490,4 kcal)

Metodom hladne maceracije u trajanju od 48 satiijdna su tri polarna ekstrakta:
dihlormetan : metanolni (1:1) (DME), 70% metanolwodeni ekstrakt. Suvi ekstrakti su dalje
koris¢eni za bioloSkan vitro ispitivanja kao Sto su: antioksidativna, antimikma, antia-
glukozidazna i citotokgna aktivnost. DME ekstralt. tunaje pokazao najbolju citotoksiu
aktivnost prematelijama humanog karcinoma kolona, LS174s(4€17,92 £ 1,54 pg/ml).
DME ekstraktC. nodosge pokazao snaznu citotoksu aktivnost premaéelijama humanog
adenokarcinoma, Hela (313,28 + 0,39 upg/ml) i prem&elijama humane hroéme
mijelogene leukemije, K562 (Hc=19,64 + 1,55 pg/ml). Najbolju antk-glukozidaznu
aktivnost (1G¢=9,98 * 3,34 pg/ml) i najbolju antibakterijsku aktost (MIC 100 pg/ml)
premaStaphylococcus aureugacillus subtilige ispoljio DME ekstrakC. barbata

Razvojom odgovarafe HPLC metode, kao i primenom odgovaédju metoda
detekcije identifikovana su tri jedinjenja (diosimef-sulfat, kaftarinska i kutarinska kiselina)
u DME ekstraktu morske trav@ nodosa

Sadrzajf-glukana, masnih kiselina, sterola i mikro- i makemenata je ispitivan u
svim navedenim uzorcima. Nagiesadrzajs-glukana bio je u morskoj tra@. nodosg13,04
+ 0,42 g/100 g)C. nodosamorska trava, pokazala je najviSi sadrzaj pokséenih masnih
kiselina (PUFA, 7,157 mg/g). Ztajan sadrzaj sterola (fukosterol, 21,76 +0g1g) i najbolji
odnos polinezaéenih i zastenih (SFA) masnih kiselina, PUFA/SFA (0,08) pokaparkod
mrke algeC. barbata Zelene algeC. bursai H. tung imale su najv&@ sarzaj sterolat
sitosterol, 95,21 H,16ug/g i 73,90 = 0,08.9/g, respektivno). NajvisSi sadrzaj kalcijuma (Ca),
u kolicini od 55125ug/g, detektovan je kod alg¢ tuna
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Nutritional, chemical and biological characterisaton of seaweedsHalimeda tuna,

Codium bursa, Cystoseira barbata and seagras€ymodocea hodosa from the Adriatic Sea

Abstract

The research subject of doctoral dissertation wemree seaweedsialimeda tunagJ.
Ellis & Solander) J.V. Lamouroux (Halimedacea®opdium bursgOlivi) C. Agardh
(Codiaceae), Cystoseira barbat§Stackhouse) C. Agardh (Sargassaceae) and the one
seagras€ymodocea nodod@Jrcia) Acherson (Cymodoceaceae) from the Adrigea.

Nutritional value of selected samples were ingesdd by official AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) meth® The highest energy value had the
green seaweed. bursa(490,4 kcal).

Using the cold maceration extraction, lasting 48the three polar extracts were
obtained: dichlormetan: methanol (1:1) (DME), 70éthanol and aquous extracts. The dry
extracts were further used for biological vitro investigations, such as: antioxidative,
antimicrobial, antix-glucosidase and cytotoxic activity.

DME extract ofH. tuna has shown the best cytotoxic activity against huroalon
carcinoma cell line, LS174 (¥=17,92 = 1,54 ng/ml). DME extract . nodosahad strong
cytotoxicity against human adenocarcinoma cell,lideLa (1G¢=13,28 + 0,39 ug/ml) and
human chronic myelogenous leukaemia cell line, KB620=19,64 + 1,55 pug/ml). The best
anti a-glucosidase (166=9,98 + 3,34 pg/ml) and best antibacterial actigitynimal inhibitory
concentration of 100 pg/ml) forStaphylococcus aureusnd Bacillus subtilis was
demonstrated in DME extract of seagr@ssodosa

Developing the appropriate HPLC method, accomphingth the appropriate
detection methods, the three compounds were fahtjdiosmetin-7-sulfate, caftaric and
coutaric acid) in the DME extract of seagr@&ssiodosa

The content off-glucan, fatty acids, sterols and micro- and mderents were
investigated in all samples. The highest contenp-glucan was detected i€. nodosa
seagrass (13,04 + 0,42 g/100 @).nodosahad also the highest level of polyunsaturated fatt
acids (PUFASs) (7,157 mg/g). Significant sterol @mt(fucosterol, 21,76 + 0gdg/g) and the
best ratio of polyunsaturated and saturated (SE#y acids, PUFA/SFA (0,08) was shown in
C. barbata brown seaweed. Green algé&e,bursaandH. tuna showed the highest level of
sterols g-sitosterol, 95,21 + 0,1Ag/g and 73,90 * 0,089/g, respectively)H. tunahad the

highest content of calcium (Ca) in amount of 5518k).
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UvOD

Alge i morske trave predstavljaju biljne organiziig je zivot vezan za vodenu
sredinu (Ja&i¢ i Lakusk, 2017).

U Jadranskom moru je identifikovano preko 660 asmstorskih algi, od toga: 125
mrkih algi (Phaeophytg 105 zelenih algiGhlorophytg, 300 vrsta pripada crvenim algama
(Rhodophytai oko 130 modrozelenim algam@yanophyta (Ercegové, 1960).

Medu mrkim algama, u Jadranskom moru, najzastupljesujealge rodaCystoseira
medu kojima je i nekoliko endemo-jadranskih vrsta. atlkhnskom moru se mogu préna
predstavnici mrkih algi rodd&rucus meiu kojima je najznéajniji, endeméni - Fucus
virsoides Kao glavni stanovnik stenovite obale izdvaja s&aralgaPadina pavonicabogat
izvor kalcijum karbonata, a ta#te su zastupljene i vrste ro8argassuniBlazerti¢, 1994).

Medu zelenim algama zabeleZeni su predstavnici tdida (Ulva lactucg, a takade
su identifikovani i predstavnici roddalimeda(Halimeda tuna i Codium(Codium bursacC.
fragile) (Blazerti¢, 1994).

U bentosnoj flori dubinskih zona Jadranskog moranidantne su crvene alge
(Sebdenia dichotomaPolysiphonia indigenaGracilaria corallicola i druge) (Ercegovi
1960).

U Jadranskom moru identifikovane &etiri vrste morskih trava kao Sto f2osidonia
oceanicaZostera subg. Zostera marinéostera noltei Cymodocea nodog@ntoli¢, 2011).

1. Morske alge

Morske alge imaju veliku ulogu kao primarni proized hrane u morskom
ekosistemu. Svakéelija talusa (tela alge) vrSi fotosintezu, upifajmineralne materije i vodu
iz spoljasnje sredine. Telo algi moze biti: jedelgsko, vise€elijsko (listoliko ili kontasto),
sifonalno ili kolonijalno, raztiite velicine, od nekoliko mikrometara do viSe desetina naetar
Neke alge mogu slobodno da lebde ili plivaju, aggrmmogu biti pvrs¢ene za morsko dno
(bentos), ili prévrstene za druge alge ili morske trave @amLakusi, 2017).

Alge su klasifikovane u 10 osnovnih grupa - razdelaskladu sa pigmentima koje
poseduju, kao: modrozelene algéyénophyty crvene alge Rhodophyty vatrene alge
(Pyrrophytg, Zzutozelene alge X@nthophyt® zlatne alge Chrysophyty silikatne alge
(Bacillariophyta, mrke alge Phaeophytfy euglenofita [Euglenophyty zelene alge



(Chlorophytg i prsljertice (Charophyta (Blazerti¢, 1994). U svetu je opisano viSe od 10000
vrsta algi (oko 6500 crvenih, 2000 mrkih, 1500 a#l¢ (Collins, 2016).

Zelene alge su prisutne u priobalnim vodama i spososu da apsorbuju veliku
kolicinu surteve svetlosti zbog prisustva hlorofila a i b, lateiviolaksantina, neoksantina i
enteroksantina. Crvene morske alge sadrze hlaofd, fikoeritrin i fikobilin. Obzirom da su
crvene alge prilagtene zivotu na w@m dubinama, penetracija steve svetlosti do njih je
ograntena. Mrke alge su prodéene u dubokim okeanskim vodama i njihovi pigmenti s
hlorofil a i c, karoteni i ksantofili, nd kojima su najznajniji: fukoksantin i flavoksantin
(Bocanegra, 2009; Hong, 2014).

Zelene alge Chlorophyceag podeliene su u Kklase: Volvocophyceae
Tetrasporophyceae Protococcophycege Ulothrichophyceae  Siphonophyceae i
ConjugatophyceadJ okviru klaseSiphonophyceae redaSiphonalesizdvojene su familije
Caulerpaceae, Bryopsidaceae i Codiaceae. U okamilife Caulerpaceae poznati su rodovi
Caulerpag Udoteai Halimeda Familija Codiaceae, ima samo r@ddium koji obuhvata oko
50 vrsta (Blazeti¢, 1994).

Razdeo mrkih algi Rhaeophyta prepoznaje viSe klasaEctocarpophyceae
LaminariophyceagFucaphyceaeKlasaFucaphyceagazlikuje redoveFucales Cystoseirai
SargassungBlazerti¢, 1994).

U okviru ove doktorske disertacije ispitane su dxedene algeHalimeda tunai

Codium bursa jedna mrka algaCystoseira barbata

1.1 Ispitivani predstavnici morskih algi

Halimeda tuna(J. Ellis & Solander) J. V. Lamouroux, HalimedaeeaodHalimeda
J. V. Lamouroux, spada u razdeo zelenih aithl¢rophytg. Talus je grden od srcastih ili
bubrezastiktlanaka koji su manje ili viSe spljosteni i ispunjéalcijum karbonatomlika
1). Sa banih ¢lanaka polazi grupa sporangija u kojima se obrazojspore. Zoospore su
ovalne, sa po dva da, a njihovo klijanje i dalje razé& su nepoznati. Za ovu algu, koja se
moze na na dubinama i do 70 m, smatra se da je jedan adn&ajnijih stvaraoca
sedimenta, p&ak i da je po pitanju stvaranja kalcijum karboratatajnija od brojnih korala
(Ballesteros i Sagarra, 1981).



Rod Halimeda obuhvata oko 15 vrstad. tung rasprostranjena je u Sredozemnom
moru i okolnim morima (Blazei¢, 1994), a prontena je i u Atlanskom i Indijskom okeanu
(Costello, 2001).

Slika 1. Halimeda tungJ. Ellis & Solander) J. V. Lamouroux, Halimedaceae

Codium bursa(Olivi) C. Agardh, Codiaceae - ro@odium Stackhouse je Siroko
rasprostranjen u svim svetskim morima, pokazujekweVarijabilnost vrsta i nalazi se na
razlicitim stanistima $lika 2). Spada u razdeo zelenih al@hlorophytd. Poznato je oko 150
Codiumvrsta. Telo alge (talus) je ndjglednija i najrazkitija karakteristika ove vrste. Talus
Codiumvrsta moze da se Siri pawvrstom tlu, moze da formira sferne oblike ili dateau
visinu, cilindricnih, pljosnatih grana (Verbruggen, 2007).

Vrsta C. bursa je rasprostranjena u Sredozemnom moru i Atlanskakeanu.
Identifikovana je na obalama Portugalije, Nékei Irske. Talus biljke se mozZe pr@na
razlicitim veli¢inama od 8-40 cm. Alga ima sigrast, sferni¢esto izduvani izgled i prijatan
morski miris Slika 2). C. bursaboravi na kamenitom dnu dubine do 50 testo je préena

morskom travoniPosidonia oceanicgl..) Delile (Verbruggen, 2007).



Slika 2. Codium bursgOlivi) C. Agardh, Codiaceae

Cystoseira barbatdStackhouse) C. Agardh, Sargassaceae - spadaeoraxkih algi
(Phaeophyta Talus predstavnik&ystoseiravrsta visok je i do 1 m. Talus je Zbunast,
razgranat, sa cilindmim granama, za tlo gnrscen plaastim proSirenjima ili rizoidima
(Slika 3). C. barbata indikator je dobrog kvaliteta morske vode, a @iane njena velika
tolerancija na promene temperature i salinitetad(Rmez Prieto i sar, 2015). U Jadranskom
moru prisutno je nekoliko endemo-jadranskih oblik@da Cystoseira, kao Sto su:C.
amentacea C. pelagosae C. montagneii dr. C. barbata je takaie prond@ena i u
Severnoatlanskom okeanu i Sredozemnom moru (Cosigl01).



Slika 3. Cystoseira barbatéStackhouse) C. Agardh, Sargassaceae

2. Morske trave

Morske trave predstavljaju grupu pravih biljakaesju se potpuno prilagodile Zivotu
u moru. Za razliku od algi, morske trave, imaju ihesh na kome se jasno razlikuju koren,
stablo, list i cvet (Hogarth, 2007). U literateratse moze na i alternativni naziv - morske
cvetnice. Pripadaju grupi skrivenosemniéadiospermag(Nikoli¢, 2013).

StaniSte morskih trava je speéifo po pitanju rastresitosti i nestabilnosti podloge
saliniteta i male kotine svetlosti neophodne za fotosintezu (mogti neaa dubinama do 90
metara). Rizomi morskih trava imaju viSe korenowgirka su prévrsceni za morsko tlo,
obrazujéi podvodne livade. Morske trave imaju ulogu zadarga i smanjenja pokretljivosti
sedimenta i protoka vode€jneci na taj n&in sredinu pogodnu za razvoj drugih morskih
organizama (Hemminga i Duarte, 2000).

Cvetovi, ukoliko postoje, mali su i dvopolni. Ok®-60% biomase morskih trava

nalazi u rizomu i korenu (Hogarth, 2007).
2.1 Ispitivani predstavnik morskih trava
Cymodocea nodos@Jrcia) Acherson, Cymodoceaceae - spada Afistnataleskoji

sadrzi 14 porodica sa 166 rodova i 4490 vrsta. Riezinatalesse izdvojio kao nezavisna

evoluciona linija joS pre 131 miliona godina, a ja®a podela se dogodila pre 128 miliona



godina. Red obuhvata male porodice koje mogu bitagndene Zivotu u slatkoj vodi, ali u
ovaj red spadaju i jedine Zive morske skrivenoseoeeiNikoli¢, 2013).

Familija Cymodoceaceae, kojoj pripada ispitivanaska travaC. nodosa(Slika 4),
zajedno sa familjama Potamogetonaceae, Zosteracgaenichelliaceae, Ruppiaceae,
Posidoniaceae, odlikuje polen bez apertura dereostanak egzine. Tae, pripadnike ovih
porodica karakteriSu i krugmi listi¢i sa jednim provodnim snaof@m, kratki prasnici, kao i
slabo razvijen primarni koren. Cymodoceaceae jearfahilija morskih cvetnica koja sadrzi
5 rodova sa 16 vrsta, rasprostranjena je u tropdiiaevima, a pripadnici ove familije
uspevaju i na dubinama od 0,5 do 40 m. (Nik&013).

C. nodosaesto raste udruzena sa drugim morskim travamatkesuZ ostera noltei
Posidonia oceanicéBallesteros i Sagarra, 2015).

C. nodosge prond@ena u Severnoatlanskom okeanu i Sredozemnom mastel®,
2001).

Slika 4. Cymodocea nodog@rcia) Acherson, Cymodoceaceae

3. Primena morskih algi i morskih trava u ishrani i farmaciji

Iz algi i morskih trava je do sada izolovano prel@00 metabolita sa izrazenom
farmakoloSkom aktivha@$l. Pokazan je Sirok spektar farmakoloskih aktivindsto Sto su:
antibakterijska, anitifungalna, hipoglikemijskatotoksina, neurotoksna, hipolipemijska,
antimitotska, antivirusna i antineopl@sia aktivnost. U poslednje vreme se ispituju

imunosupresivna i antiinflamatorna aktivnost, kagrimena algi u tretmanu Alchajmerove
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bolesti i u tretmanu oboljenja izazvanog virusormiane imunodeficijencije (HIV) (Freeman,
2008; Tierney, 2010; Mohamed, 2012).

Makroalge su bogat izvor proteina, minerala, vitami antioksidanasa,
polinezastenih masnih kiselina, neskrobnih polisaharida (K&w su karagenan i alginat) i
drugih prirodnih proizvoda (Mohamed, 2012; Miyaahit2013). Enzimi sisara nemaju
mogunost razlaganja neskrobnih algalnih polisaharidasgooni mogu tretirati uglavnom kao
rastvorna dijetna vlakna. Morske alge sadrze visoko esencijalnih aminokiselina, a
proteinski sadrzaj algi je shn povtu (Mabeau, 1993; Wong, 2003). Alge su dobar izvor
minerala, kao Sto su jod (1), magnezijum (Mg), gi@ZFe), cink (Zn) i kalcijum (Ca) (Lange,
2015).

3.1 Morske alge i morske trave u ishrani

U brojnim kulturama, postoji duga tradicija primea&i u ishrani. U zapadnim
zemljama, alge su izvor fikokoloida, supstanci elrgnje i wvréivanje, koje imaju raztitu
primenu u industriji hrane. Vlada Francuske je 198flline objavila izveStaj u kome se alge
prihvataju kao pove i z&in, Sto je uticalo na njihovu po$@nu eksploataciju (De La Santé,
2004). Morske alge su bogat izvor polisaharida lsgi Siroko eksploatiSu u industriji
hidrokoloida: alginati iz mrkih algi, karagenangaat iz crvenih algi. Drugi, manje zastupljeni
polisaharidi, prondeni u ¢elijskom zidu algi su sulfonovana fukoza (mrke desilani
(zelene i crvene alge) i celuloza (prisutna kodh swsta algi i morskih trava).

Alge su bogat izvor polinezasinih masnih kiselina (PUFA) i sadrZze esencijalne
masne kiseline neophodne u ishrani ljudi (Floret®96). Pored masnih kiselina, alge i
morske trave su prepoznat izvor fitosterola (Flmret996). Brojne klinikke studije su
pokazale vezu izndel konzumacije fitosterola i smanjenja nivoa holedte u serumu
(Lichtenstein, 2000; Sanchez-Machado, 2004). Kod#immalgi, dominantni steroli koji su
identifikovani su fukosterol i njegovi derivati (Rietti, 1991).

Visok sadrzaj mineralnih materija u algama je dopoznat (8-40%) (Serge, 1993).
Morske trave su bogate esencijalnim mineralnim njatea i elementima u tragovima, koje

je teSko prond u teresttnim biljkama (Omar, 2015).



3.1.1 Ugljeni hidrati u algama i morskim travama

Zastupljenost i tip ugljenih hidrata u algama jegavarijabilan i zavisi pre svega od
vrste algi. Alge su spectine po tome Sto je sadrzaj polisaharida u njimakdal&si nego kod
vectine vata i povka. Konzumiranje algi, zbog visokog sadrzaja dijetviakana, ima
povoljan uticaj na zdravlje, a neki od literatuahmkumentovanih efekata su: povoljno dejstvo
na rast korisnih bakterija intestinalne flore (Gorsar, 2001), hipoglikemijsko dejstvo, uz
smanjenje resorpcije glukoze iz intestinuma (Gagan, 2000), pov@nje volumena stolice i
smanjenije rizika od kancera kolona (Urbano i Ga002), i povoljan uticaj na kontrolu nivoa
holesterola u krvi (Jiménez-Escrig i Sanchez- Mua00).

Kod zelenih algi identifikovani su skrob, celulozksilani, manani i jonizovani
polisaharidi koji u svom sastavu sadrze sulfatng@r uronsku kiselinu. Kod ove grupe algi,
identifikovani su i sled@& Seceri: ramnoza, ksiloza, galaktoza i arabinoza (Lahasar, 1991).
Kod pojedinih predstavnika rod@odium identifikavan jep-(1,4)-D-manan, kao glavna
gradivna komponentéelijskog zida, koja zamenjuje celulozu, za kojuumbitajeno da se
nalazi u¢elijskom zidu drugih vrsta algi (Fernandez i s&12).

Tipi¢ni ugljeni hidrati, zastupljeni kod raziiih vrsta mrkih algi su: fukoidan,
laminarin {3-1,3-glukan), celuloza, alginati i manitol. Vlaknarisutna u mrkim algama su
uglavhom nerastvorna dijetna vlakna uk&ijjuci celulozu. Alginati su 1,4-polimerp-D-
manuronske kiseline b-L-guluronske kiseline, koji se n@mXe nalaze u obliku soli
kalcijuma, magnezijuma i natrijuma. Glavni rezerpoiisaharidi kod mrkih algi su laminarin
(#-(1,3)-D-glukoza sa nekoliko 1,6-glikozidnih vezarédukcionim krajevima koji su
zamenjeni manitolom) i manitol, a ne skrob, kaojsteli.taj kod drugih vrsti algi (Van Den
Hoek i sar, 1993). Grupa sulfonovanih polisaharfd&ani, identifikovana je kod mrke alge
C. barbata.Za fukane je poznato da imaju dobru antioksidatigktivnost (Sellimi, 2014).

Kod crvenih algi, karakteristan je takozvani, floridinski skrob (eng. floridesiarch)
po strukturia-1,4-glukan, a prisutni su i celuloza i manan. Erakhidrosolubilnih dijetnih
vlakana, kod crvenih algi, se sastoji iz sulfonakigmolisaharda - galaktana, kao Sto su agar |
karagenan (Van Den Hoek i sar, 1993; Jiménez-Es&d&nchez-Muniz, 2000).

Morske trave, sadrze uabjene ugljene hidrate koji su karaktefistii za terestine
biljke, kao Sto su saharoza, glukoza i galaktozamorske trave, karakteri&ti su i ciklitoli,
polihidroksilni derivati cikloheksana, koji sadrzgozotol u svojoj strukturi. Najprisutniji
ciklotol u ovim organizmima je mionozitol (Drew, 83). Kod morske trav€. nodosakoja



je ispitivana u ovoj doktorskoj disertaciji, glawizervni Séer je saharoza, koja se u n&oge
koli¢ini nalazi u rizomu. U listovima ove morske trageminantan ugljeni hidrat je 1-hiro-
inozitol (Pirc, 1989). Postoje podaci, da sulforrav@olisaharidi, prisutni kod morske tra@e
nodosa ispoljavaju zn&jnu antia-glukozidaznu aktivnost i imaju veliki potencijalkentroli
dijabetesa (Kolsi i sar, 2015).

3.1.2 Proteini i aminokiseline u algama i morskimravama

SadrZaj proteina u algama je raili najviSe zavisi od sezone i uslova sredine jojko
se alge razvijaju. Poznato je da je sadrzaj prateialgama nesto viSi u zimskom i pilem
periodu (Galland-Irmouli, 1999). Proteinski sadrzayisi i od vrste algi, a poznato je da
crvene alge imaju viSi sadrzaj ukupnih proteina-421g9/100 g), nego mrke alge (7-16
0/100g) (Dawczynski i sar, 2007). Sadrzaj proteipestivim algama kao Sto su ndAyfopia
tenera)i dulse (Palmaria palmatakrece se izméu 35% i 47%, izraZzeno na suvu materiju
(Morgan i sar, 1980; Arasaki i Arasaki, 1983).

Sadrzaj esencijalnih aminokiselina (EAK) u alganaa Kto jePorphyra sp.moze da
se uporedi sgadrzajem EAK u soji ili jajima (Fleurence i saB9b; Galland-Irmouli i sar,
1999). Kod mrkih algi rodaFucus, dokumentovane su dve dominantne aminokiseline,
aparaginska i glutaminska kiselina, u koncentramiji 22% do 44% u odnosu na ukupne
aminokiseline. U zelenim algama sadrzaj navedenmimekiselina se ki od 26-32% u
odnosu na ukupne aminokiseline (Fleurence i s&5)19

Rezultati in vitro ispitivanja digestibilnosti proteina algi, sproesih u prisustvu
enzima pepsina, pankreatina i pronaze, ukazujurdene alge kao Sto su dulse i nori,
pokazuju bolju digestibilnost u pafenju sa mrkom algonUndaria pinnatifidai zelenom
algom,Ulva australis(Dawczynski i sar, 2007).

Morske trave, generalno, ne predstavljaju bogatrigwoteina. Sadrzaj proteina je
varijabilan u zavisnosti od dela biljke koji seitse (rizom ili list) i u zavisnosti od godiSnjeg
doba. Pradheeba i sar. (2011), ispitivali su n&kolirsta morskih trava nde kojima su i dva
predstavnika rod@€ymodoceapri ¢emu su zakljtili da je najviSi sadrzaj proteina praten u

rizomu tokom letnjih meseci.



3.1.3 Lipidi u algama i morskim travama

Alge se mogu smatrati niskoenergetskom hranomsaerze malo masti (1-5%), a
bogate su dijetnim vlaknima (Khotimchenko, 20059d&aj ukupnih lipida je varijabilan i
zavisi od vrste algi, razlika u tkivu iz kog seidipispituju, godiSnjeg doba, ali i uslova
okruzenja i lokaliteta u kojima se alge nalaze.

Neutralni lipidi i glikolipidi su glavne klase lighih jedinjenja prisutnih u svim
morskim algama. Takie, identifikovani su i fosfolipidi u koncentacijdo4-10% (Miyashita i
sar, 2013).

Masne kiseline, prisutne u algama, generalno satme strukture, mogu biti zésne,
ali i nezastene, sa jednom ili viSe dvostrukih veza (Shame@90) Alge i morske trave,
generalno predstavljaju bogat izvor polinezasih masnih kiselina (PUFA), koje imaju
zn&ajan uticaj na zdravlje kardiovaskularnog sistemdas(Etherton i sar, 2004). Sadrzaj
PUFA u algama, poreklom iz hladnijin klimatskih pedblja, daleko je viSi u podenju sa
algama iz tropskih podneblja, a generalni sadzdrA¢ viSi nego u teresinim biljkama
(Miyashita i sar, 2013).

Sadrzaj ukupnih lipida, ispitivan kod 6 vrsta ro@adium, kretao se od 7,3% do
21,1% (Xu i sar, 1998). Isti autori su pokazalei kbdcetiri uzorka algeC. duthieaepostoji
velika varijacija u sadrzaju ukupnih lipida (12,@;2%) Sto se pripisuje raziiim uslovima
podneblja u kojima su alge, navedene vrste, sakupl(Xu i sar, 1998). Najzastupljenije
masne kiseline kod zelenih algi ro@odium dokumentovane u literaturi su: palmitinska
(16:0), oleinska (18:1, n-9) i linolna (18:3, n{Xu i sar, 1998; Goecke i sar, 2010).

Kod braon algeéC. barbata iz Crnog mora (Bugarska) sadrzaj ukupnih lipid&isetao
izmedu 0,66-0,98% ré&unato u odnosu na svezu masu. Najzastupljenije erldseline su bile
zastene masne kiseline (62-71%), a palmitinska kisg[irta0) je bila dominantna (41-57%)
(lvanova i sar, 2012). U radu, istog autora (lvamawsar, 2012), zelena algadadophora
vagabundge pokazala najvisi sadrzaj C18 i C20 PUFA.

Sadrzaj lipidnih komponenti kod morskih trava, ktirse kao biomarker za genje
doprinosa morskih trava u lancu ishrane morskogstkma (Nichols i sar, 1982). Analizom
sadrZzaja masnih kiselina u morskim travamadéno je da su dominantne masne kiseline
bile: palmitinska (16:0)q-linolenska (18:3, n-3), linolna (18:2, n-6) i aleka kiselina (18:1,
n-9) (Nichols i sar, 1982). Kod familije morskiratta Zosteroideae, poreklom iz Japanskog

mora, identifikovano je prisustvo glikolipida i fodéipida. Dominantni glikolipidi su

10



monogalaktozildiacilglicerol, digalaktozildiacilgirol i sulfokinovozildiacilglicerol, a
dominantni fosfolipidi, identifikovani kod ove vestmorskih trava su: fosfatidilholin (41,8-
43,8%) i fosfatidiletanolamin (22,4-24,3%) (Khotihenko, 1993).

Pored masnih kiselina, neosapunjiva frakcija aégirsi i karotenoide, kao Sto je
karoten, lutein, violaksantin (kod crvenih i zelerilgi) i fukoksantin (mrke alge). Ta#te, u
navedenoj frakciji, prisutni su i tokoferoli, fittesoli i terpenoidi (Jensen, 1969).

Fitosteroli imaju veliki zn&j u humanoj ishrani, a poznato je dnevni unos 2 g
fitosterola, snizava nivo LDL holesterola za 10%si{Ond, 2002). Dominantan sterol,
identifikovan kod mrkih algi je fukosterol. ¥ma mrkih algi ima prisutan holestrol, u svom
sastavu, kao prekursor fukosterola (Sanchez-Machiastr, 2004a). Crvene alge, sadrze
holesterol i dezmosterol. Sadrzaj sterola kod zelelyi je sltan kao kod viSih biljaka, a kod
ove grupe algi okarakterisani su: stigmasterol, pesterol s-sitosterol i holesterol (Sanchez-
Machado i sar, 2004b). Kod algi ro@odium identifikovan je klerosterol, karakteri&in
samo za ovu vrstu zelenih algi (De Napoli i sar82)9 Takale je i kod mrkih algi roda
Sargassumpronaten saringasterol, spe@én za ovu vrstu (Milkova i sar, 1997).

U radu Gillan i sar (1984), ispitivan je sadrzagreta u sedam vrsti morskih trava
(Cymodocea serrulat&Enhalus acoroideHalodule uninervisHalophila ovalis H. ovatag H.
spinulosa i Thalassia hemprichii Prema navedenim podacima, dominantni steroli u
ispitivanim morskim travama su sitosterol i stigheasl (60-90% svih identifikovanih

sterola), dok jézo-fukosterol identifikovan samo kddalophilavrste (Gillan i sar, 1984).

3.1.4 Mikro- i makroelementi u algama i morskim travama

Morske alge generalno imaju visok sadrzaj pepdia,ukazuje na izuzetno visok
sadrzaj mineralnih materija. Sadrzaj mineralniherigt u algama je u proseku oko 36% suve
materije, a mineralni sastav zavisi od vrste i mdulja u kom se alge razvijaju. Dominantni
minerali su: natrijum (Na), kalcijum (Ca), magnery (Mg), kalijum (K), hlor (Cl), sumpor
(S) i fosfor (P). Sto sed mikroelemenata, u algama se uglavnom mogi jua (I), gvoiie
(Fe), cink (Zn), bakar (Cu), selen (Se), molibdkto), fluor (F), mangan (Mn), bor (B), nikl
(Ni) i kobalt (Co) (Kumar i sar, 2008).

Medu svim navedenim mineralima, kalcijum se nalazi respku od 4-7% suve
materije algi. U uoldiajenoj dnevnoj porciji algi, od oko 8 g suve maérmalazi se oko 7%

kalcijuma, Sto je oko 560 mg kalcijuma. Ova infooie je zn&ajna, imajdi u vidu

11



prepordeni dnevni unos (PDU) kalcijuma izdwe 800 i 1000 mg. Kalcijum se u algama
nalazi u obliku kalcijum-fosfata, koji pokazuje dabbioloSku iskoristljivost (Kumar i sar,
2008).

Alge predstavljau vazan izvor joda, i njegov sadjaz dnevnoj porciji prevazilazi
PDU (150 pg/dnevno). Najvisi sadrzaj joda pokazakqgd mrkih algi (1500-8000 ppm), a
crvene i zelene alge imaju nesto nizi sadrzaj onogerala (Burtin, 2003).

Sadrzaj gvoda i bakra je zn&jno visi u algama nego Sto je to&pkod uobtajenih
namirnica kao Sto su meso i sparfelolland i sar, 1993)Takade, normalna porcija mrkih
algi Laminariai Undaria, obezbduju preko 50% PDU za magnezijum (Kumar i sar, 2008)

Zelena algaH. tunaporedstavlja jedan od najbogatijih izvora kalcipnu pordenju
sa drugim algama, sa 22,42% kalcijuma, izraZzernguma materiju (Biligin i Ertan, 2002).

Morske trave, takie imaju interesantan mineralni sastav, raznovrsmgo kod
teresténih biljaka. Immaculate i sar (2018), updiraali su mineralni sastav 3 morske trave:
Cymodocea serrulaieSyringodium isoetifoliunh Halodule uninervis Kod morske traveC.
serrulatasadrzaj magnezijuma je bio visok (1015 mg/100dgk su kodS. isoetifolium H.
uninervisdominantni minerali bili natrijum i kalcijum. Koohorske traveC. nodosakalcijum
I magnezijum bili su dominantni (7000,38 + 0,48 3 g i 3412,53 = 0,86 mg/100 g,
respektivno) (Kolsi i sar, 2016).

3.1.5 Vitamini u algama i morskim travama

Vitamini su prondeni u mnogim vrstama algi kao hidrosolubilni vitamigrupe B i
vitamin C i liposolubilni vitamini kao Sto su vitamA i vitamin E. Kod mrke algelJndaria
pinnatifida,ispitivan je sadrzaj viamina E (14,5 mg/100 g) lsgipokazao kao z&&no vei
u poretenju sa kikirikijem (Rajapakse i Kim, 2011). Crvenenrke alge su bogat izvor
karotenoida, provitamina vitamina A, vitamina d,ialitamina B12 Sto predstavlja ztgan
biljni izvor ovog vitamina (Bender, 1980).

U morskim travama roda&Cymodocea,u delovima kao Sto su rizom i koren,

identifikovano je prisustvo vitamina A, C i E (Jéba i sar, 2013).
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3.2 Sekundarni metaboliti u algama i morskoj travi

Brojna istrazivanja su pokazala prisustvo sekurilarmetabolita u morskim
organizmima (Grignon Dubois, 2013). Sekundarni in&lii predstavljaju bioloski aktivha
jedinjenja koja se prema hemijskoj strukturi mogudeliti na: alkaloide, heterozide, tanine,
terpene i smole. Pokazane su brojne bioloske adsivisekundarnih metabolita poreklom iz
morskih organizama, a neke od njih su: antiokswati (Lim, 2002), citotokgna,
neurotokstna, hipolipemijska, antimikrobna, antiinflamatoiihdohamed i sar, 2012).

U vrstama rodddalimedaidentifikovano je nekoliko sekundarnin metabok&o Sto
su flavanoni i fenolkarboksilne kiseline (Yoshiesar, 2002), diterpenoidi (Paul i Fenical,
1984) i diterpenski aldehidi (Koehn i sar, 199D &t prikazano Tabeli 1.

Halitunal, diterpenski aldehid, izolovan je iz al¢¢ tuna i sadrzi jedinstveni
ciklopentadiendf|piranski prsten. Halitunal pokazuja vitro antivirotsku aktivnost protiv
misjeg korona virusa A59 (Koehn i sar, 1991). Stk jedinjenja halitunal, prikazana je na
Slici 5.

CHO

Slika 5. Halitunal, diterpenski aldehid izolovan iz algalimeda tuna
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Tabela 1.ldentifikovani sekundarni metaboliti u vrstama adthlimeda.

Sekundarni metabolit

Naziv vrste

Literatura

Epigalokatehin

H. macroloba

H. opuntia

Kafena kiselina

H. macroloba

Katehol

H. macroloba

H. opuntia

Hesperidin

H. macroloba

Miricetin

H. macroloba

H. opuntia

Morin

H. macroloba
H. opuntia

Yoshie i sar, 2002

Halimedatrial

H. tuna
H. opuntia
H. incrassata
H. monile
H. discoidea

H. scabra

Halimedalakton

H. tuna

H. scabra

Halimedatrial tetraacetat

H. tuna
H. opuntia
H. incrassata
H. monile
H. discoidea
H. scabra
H. macroloba

Bis-nor diterpenoid

H. discoidea
H. macroloba

H. scabra

Paul i Fenical, 1984

Halitunal

H. tuna

Koehn i sar, 1991
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Rod Codiumbroji preko 150 vrsta, i prakmo u literaturi ne mozemo éigpodatke o
prisustvu i aktivnosti tiginih sekundarnih metabolita u vidu alkaloida, het&ta, terpena i sl.

U vrstama rodaCystoseira u literaturi su identifikovani meroditerpeni (V&ali sar,
1996), ali i isparljivi halogenovani ugljovodonicimonoterpenoidi (Milkova i sar, 1997).
Meroditerpeni iz Cystoseiravrsta pokazuju antioksidativnu i antiinflamatormktivnost
(Fisch i sar, 2003; de los Reyes i sar, 2013)Ide @. baccataizolovani su meroditerpeni i
identifikovana je njihova karakterigtia struktura biciklo[4.3.0]nonanskog prstena (Moki
sar, 2008).

U mrkim algama su identifikovani i florotanini (paieri floroglucinola (1,3,5-
trinidroksibenzen), polifenolna jedinjena, karaldg¢na jedino za mrke alge, sa izrazenom
antioksidativnom aktivn@® (Chkhikvishvili i Ramazanov, 2000).

Identifikovani sekundarni metaboliti kod mrkih algpda Cystoseiraprikazani su u

Tabeli 2.

Tabela 2.ldentifikovani sekundarni metaboliti u vrstamaadtl/stoseira.

Sekundarni metabolit Naziv vrste Literatura

Halogenovani ugljovodonici:
1-hloro-2-bromoetan
1,1,2-trihloretan

Dimetilformamid C. barbata _ _
Milkova i sar, 1997
1,1,2,2-tetrahloroetan
1-hloro-2-bromoetanol

heksahlorobutadien

Monoterpenoidi:

C. crinita Milkova i sar, 1997

dihidroaktinidiolid

Meroditerpeni:

Cistoketal .

_ C. amentacea Valls i sar, 1995

Cistoketal hroman
4’-demetoksi-cistoketal
Florotanini: . o
C. usneoides Glombitza i sar, 1985

Floroglucinol triacetat
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Morske trave generalno predstavljaju bogat izvéwusdarnin metabolita, koji su po
svojoj hemijskoj strukturi raznovrsniji u paenju sa sekundarnim metabolitima algantiza
i sar (2008) kod morske travg nodosadentifikovali su jedinjenja iz grupe diarilheptada,
meroditerpenoida i briaranski diterpemapela 3, za koje je dokazano da imaju dobru
antibakterijsku aktivhost n@taphylococcus aureuskao i na brzoraste mikobakterije:
Mycobacterium phleiMycobacterium smegmatis Mycobacterium fortuitum Briaranski
diterpeni imaju karakterigtnu strukturutrans-biciklo[8.4.0]Jtetradekana (Moon i Harned,
2018).

Prisustvo flavonoida i fenolkarboksilnih kiselinakdimentovano je kod morskih trava
kao Sto slC. nodosa Zostera nolte{Grignon Dubois i Rezzonico, 2013), Sto je prikazan
Tabeli 3. Prisustvo navedenih jedinjenja je Zago jer je poznata njihova antioksidativna
aktivnost (Lim, 2002).

Za morske trave, kao Sto Ziosteravrste, dokazano je prisustvo sulfatnih konjugata
flavonoida, kao Sto su luteolin-7,3-disulfat i bwoeriol-7-sulfat (Enerstvedt i sar, 2016),
apigenin-7-sulfat i diosmetin-7-sulfat (Gringon @ik i Rezzonico, 2018). Smatra se da su
flavonoidni sulfati u biljkama imaju ulogu u reguaip rasta, kao i da je njihovo prisustvo
rezultat adaptacije na morsku sredinu i salinitetmorskoj traviC. nodosa pored sulfata,
pronaieni su i glukozidi, rutinozidi, kao i peracetil-glozidi (Enerstvedt i sar, 2018), Sto je
prikazano urabeli 3.

Flavonoidi i fenolkarboksilne kiseline detektovamenorskim travama i algama imaju
ulogu zastitnih sekundarnih metabolita od herbivarakroorganizama. Taki®, obzirom na
antioksidativni potencijal navedenih polifenolniddjnjenja, udena je i njihova zr@jna
uloga u skladiStenju i zastiti rezervi masnih Kiszli lipida u biljkama, kao i zastiti algi i
morskih trava od Stetnog UV zenja (Subhashini i sar, 2013). U procesu adaptaugeskih
biljaka na uslove sredine kao Sto su: promeneitgbnvode, temperaturni uslovi, izlozenost
UV svetlosti, prisustvo morskih Zivotinja, alge omske trave proizvode raziie odbrambene
metabolite. Sve je viSe dokaza da sulfatni metébfiivonoida povéavaju verovatnéu
prezivljavanja morskih biljaka u stresnim uslovimarskog ekosistema (Grignon Dubolis i
Rezzonico, 2018).
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Tabela 3.Sekundarni metaboliti prisutni u morskoj tr&i nodosa

Naziv sekundarnog metabolita

Literatura

Diarilheptanoidi:
Deoksicimodienol
Izocimodien
Meroterpenoid:
Nodozol
Briaranski diterpen:
(1S*, 25*, 3S*, 7R*, 8S*, 9R*, 11R*, 12S*,
14R¥*)-7-bromo-tetradekahidro-12-hidroksi-1-
izoprenil-8,12-dimetil-4-metilenfenantren-9,14-

diacetat

Kontiza i sar, 2008

Diarilheptanoidi:
Cimodienol

Cimodien

Kontiza i sar, 2008

Fenolkarboksilne kiseline:
Cihorijumska kiselina
Kaftarinska kiselina

Kutarinska kiselina

Grignon Dubois i Rezzonico,
2013

Izoramnetin-3-glukozid
Izoramnetin-3-rutinozid
lzoramnetin-3-(peracetil)-glukozid
Kvercetin-3-glukozid
Kvercetin-3-rutinozid
Kvercetin-3-(peracetil)-glukozid
Skutelarein-7-glukozid
Fenolkarboksilne kiseline:
Kaftarinska kiselina
Kutarinska kiselina
Cihorijumska kiselina

Dikumarol-tartarna kiselina

Enerstvedt, 2018
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Hemijske formule fenolkarboksilnih kiselina koje gpuonatene u morskoj travC.

nodosaprikazane su nalici 6.

OH
- OH
X OH
0

Kaftarinska kiselina

o) OH
O I)L
X 0 ; OH
H
HO

Kutarinska kiselina

Olllin

OH

HO OH OH

Cihorijumska kiselina

Slika 6. Hemijske formule fenilkarboksilnih kiselina koja glentifikovane u morskoj

travi C. nodosa
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3.3 BioloSke aktivnosti ekstrakata algi i morske tave

Alge i morske trave predstavljaju vazan izvor bibakh jedinjenja i dobijaju sve
vecu nawtnu paznju u cilju pronalazenja novih supstanci koggu imati primenu u medicini,

farmaciji ili suplementaciji.

3.3.1 Antioksidativna aktivhost

Slobodni radikali predstavljaju visoko reaktivne Ietaile, koji nafeXe nastaju kao
posledica radijacije, ali mogu nastati i u tokuesi@nih prirodnih metabaikih procesa. Ovi
molekuli izazivaju latane reakcije koje dovode do dezintegracjelijske strukture
ukljucujuci razgradnju lipida, proteina i nukleinskih kiseinAntioksidansi imaju sposobnost
uklanjanja slobodnih radikala i na tajéivasnizavaju nivo oksidativhog stresa i prevenii&ju
usporavaju razvoj raziitih oboljenja koja nastaju kao posledica oksidaby stresa (kancer,
dijabetes, smanjen odgovor imunskog sistema). Braimetski antioksidansi, kao Sto su
propil galat (PG), butilhidroksianizol (BHA) i bihidroksitoluen (BHT), ispoljavaju tok&ne
I mutagene efekte, pa se tezi pronalazenju anteksisa prirodnog porekla, sa Sto manje
nezeljenih efekata (Chen i sar, 1992).

Kod algi je identifikovano prisustvo brojnih arksdanasa kao Sto su: askorbat i
askorbinska kiselina, glutation, karotenoidi, ankiseline, katehini, galati, florotanini i
tokoferoli (Lim i sar, 2002; Fisch i sar, 2003; Zalbsar, 2009).

Alge, Laminaria digitata i Himanthalia elongatasu pokazale antioksidativnu
aktivnost koja moZe da se uporedi sa akti¢noftamina E i butilhidroksitoluena (BHT) (Le
Tutour, 1990; Le Tutour i sar, 1998). Astaksantiajen kod zelene algklaematococcus
pluvialis nalazi se prometu, kao dijetetski suplement (lekension Vitamin Supplies and
Life Extension Institute, Inc.1997).

Brojne studije su pokazale antioksidativnu aktstnekstrakata morskih travadstera
subg. Zostera marinaZ. noltej Posidonia oceanicaC. nodosa Thalassia hemprichji i
prisustvo antioksidativnih supstanci u njima kam ii: kafena, kaftarinska, ferulinska, galna,

rozmarinska i zosterinska kiselina (Rajeshwarrj $890; Athiperumalsami i sar, 2008).
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3.3.2 Antimikrobna aktivnost

U algama su proreni i identifikovani bromofenoli, bioaktivne supst® koje
pokazuju brojne bioloSke aktivnosti, kao Sto suaksidativna, antitumorska, antidijab&ta,
ali i antimikrobna aktivnost kao najizrazenija lmgka aktivnost za ovu grupu jednjenja (Liu i
sar, 2011).

Ekstrakti algiC. barbata Halopteris filicing Cladostephus spongiosuShylocladia
verticillata i Ulva rigida su pokazale antimikrobnu aktivhost pro8taphylococcus aureus
(Taskin i sar, 2007).

Ekstrakti algi Halimeda opuntia H. tuna Ulva australisi Caulerpa racemosa
pokazale su antibakterijsku aktivnost protiv stelddbakterijskih sojevaS. aureusBacillus
subtilis Escherichia colii jednog soja gljiviceCandida albicangMtolera i Semesi, 1996).
Pored antibakterijske i antifungalne aktivnosti,dkaelene algeH. tuna pokazano je i
prisustvo jedinjenja halitunala koji poseduje aintisnu aktivnost (Koehn i sar, 1991).

Sulfonovani polisaharidi, identifikovani kod odenih crvenih algi, pokazali su
antivirusnu aktivnost protiv virusa humane imunaedgfncije (HIV) i Herpes simplexirusa
(HSV). Karagenan, polisaharid koji se u&deno nalazi ucelijskom zidu crvenih algi,
pokazao je inhibitorno dejstvo protiv HIV-a (Neushsar, 1990).

Terpeni izolovani iz morske trav€. nodosapokazali su antibakterijsku aktivnost
protiv S. aureusi protiv brzorasttih mikobakterija kao Sto sivlycobacterium phlgiM.

smegmatis M. fortuitum(Kontiza i sar, 2008).

3.3.3 Antitumorska aktivnost

Vecina antikancerskih lekova, koji se primenjuju u kencionalnoj medicini i
lecenju, citotoksini su za zdravetelije i izazivaju imunotoksnost. Supstance koje su
identifikovane da poseduju citotoksi aktivost, a poreklom su iz morskih algi, pokazsili
zn&ajnu selektivnost prema tumorskiéelijama, sa minimalnim negativnim dejstvom na
zdravecelije (Harada i sar, 1997).

Sulfonovani polisaharidi poreklom iz algi, ukiuc¢i karagenan i fukoidane,
inhibirali su rast i razvoj metastatskih oblika torra, u ispitivanju na pacovima (Parish i sar,

1987). Za karagenane je dokazano da ispoljavaptoksicnost protiv Hep-2 humane
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epifaringealne tumorskéelijske linije (Perl i sar, 1983), a fukoidani ipwkni iz alge
Sargassum thunbergipokazuju zn&jnu inhibitornu aktivnost protiv metastazzelija
karcinoma plda (Itoh i sar, 1995).

Ulvan, sulfonovani polisaharid izolovan iz zeleralgi roda Ulva sp. pokazao je
zn&ajnu citotoksinost protiv ¢elija karcinoma kolona (Kaeffer i sar, 1999), dok s
fukosteroli, izolovani iz algeTurbinaria conoidespokazali citotoksinu aktivnost protiv
razli¢itih humanih i misjih tumorskiléelijskih linija (Sheu i sar, 1999).

Ekstrakti morskih travadalodule uninervis Thalassia hemprichipokazali su blagu
antitumorsku aktivnost protivelijske tumorske linije Erlihovog ascitesa, saéa@o manje
nezeljenih efekata u patenju sa vinkristinom (Ghandourah i sar, 2019).

Cimodienol i cimodien, diarilheptanoidi, izolovamt morske traveC. nodosa
pokazali su citotokgnu aktivnost NSCL-N6 i A548elija tumora plda (Kontiza i sar, 2005).

3.3.4 Antikoagulantna aktivnost

Polisaharidi, L-sulfonovani fukani, poreklom iz &lgpokazali su zn&jnu
antikoagulantnu aktivnost, koja je prvi put pokezama alguMazzaella laminarioides
(Chargaff i sar, 1936). Sulfonovani fukani iz akgicus vesiculosusAscophyllum nodosum
su patentirani kao antikoagulantne supstance (dresar, 2001). Fukan sulfati, izolovani iz
algi Ecklonia kuromei Spatoglossum schroedepokazuju antitrombotsku aktivnost, tj.

spre&avaju agregaciju trombocita (Nishino i sar, 199lméida-Lima i sar, 2011).

3.3.5 Hipoholesterolemijska i antihipertenzivna akitvnost

Dokazano je da karagenan i drugi sulfonovani pbésai imaju
hipoholesterolemijsku aktivhost (Ershoff i sar, 296 Nazalost, visoke doze ovih
polisaharida, neophodne radi ostvarivanja hipohetekemijskog efekta, tesSko se tolerisu kod
ljudi. Takaie, poznato je da polisaharidi algi, kao Sto sunalgi karagenan, funoran,
fukoidan, laminarin, porfiran i ulvan, smanjuju oesciju holesterola u tankom crevu i na taj
n&in ispoljavaju hipoholesterolemijski i hipoglikersiji efekat (Kiriyama i sar, 1969).

Sulfonovani polisaharidi iz algéMonostroma nitidum,porfiran iz alge Pyropia
yezoensisfunoran iz algeGloiopeltis tenaxfukoidan iz Sargassum ringoldianunmatrijum
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alginat iz algeAnalipus japonicuskaoi komercijalno dostupan agar pokazali su ajan

hipoholestrolemijski i antihipertenzivni efekatpigvan na pacovima (Ren i sar, 1994).
Sulfonovani polisaharidi izolovani iz morske trae nodosakoji imaju pretezndb-

O-sulfonovane (1 4) galaktozidne veze, pokazali su gau antihipertenzivnu aktivnost u

in vitro testu sa sintetskim supstratom N-hipuril-His-Lédrétom (HHL) (Kolsi i sar, 2016).

3.3.6 Anti a- glukozidazna aktivnost

Polisaharidi i proteini izolovani iz algdimanthalia elongatapokazali su sposobnost
redukcije nivoa glukoze u krvi za 50%, 8 h nakotrawmenske primene, kod pacova sa
eksperimentalno izazvanim dijabetesom (Lamela i 538688). Nakon kontinuirane peroralne
primene, fukoidan-galaktozan sulfata (20 dana)lowanog iz algeSaccharina japonica,
uocen je znaajan efekat snizavanja nivoa glukoze u krvi, d882,kod pacova kod kojih je
dijabetes izazvan aloksanom (Fuchuan i sar, 2000).

Inhibicija enzimaa-glukozidaze predstavlja efikasan terapeutski ypist snizavanju
postprandijalne hiperglikemije. Fukoidani, polisata izolovani iz braon algeFucus
vesiculosuspokazali su zngmjan efekat inhibicijex-glukozidaze(ICse= 67,9ug/ml) (Shan i
sar, 2016).

Metanolni ekstrakt morske travelalophila beccarii, pokazao je znmjan efekat
inhibicije aktivnosti enzimaa-glukozidaze ia-amilaze. Ekstrakt navedene morske trave
pokazao je i efekat usporavanja resorpcije glukotstu membranske difuzije glukoze (Vani
i sar, 2018). Etanolni ekstrakti morskih trasenhalus acoroidesThalassia hemprichii
Cymodocea rotundatasu takae pokazali znéajan efekatin vitro inhibicije enzima a-
glukozidaze n-amilaze (Widiyanto i sar, 2018).
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CILJ RADA

Ciljevi ove doktorske disertacije su:

1) Preliminarna procena bioloSke aktivnosti izolovaakstrakata morskih algH( tuna, C.

bursa, C. barbatpi morske trave@. nodosg

2) Odretivanje nutritivnog potencijala i energetske vrednzabranih uzoraka morskih algi

(H. tuna, C. bursa, C. barbata morske trave®. nodosy

3) Hemijska karakterizacija i izolacija dominantnihdijgenja iz ekstrakata i uzoraka
morskih algi H. tuna, C. bursa, C. barbata morske trave €. nodos§ kao i procena

potencijalne bioloSke aktivnosti izolovanih jedimje.
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MATERIJALI | METODE

1. Biljni materijal

Uzorci algi {H. tung C. bursa C. barbatg i morske trave@. nodosa sakupljeni su iz

Bokokotorskog zaliva u Crnoj Gori. Datumi uzorkojarokalitet i kataloski brojevi, dati su

u Tabeli 4. Ispitivanja koja su vrSena sa pomenutim uzorgimkeazana su dabeli 5.

Uzorci algi i morske trave su sakupljeni i ideifvani od strane olgenih ronilaca,

biologa, iz Instituta za biologiju mora, Kotor, Weizitet Crne Gore. Katalog uzoraka se

nalazi u Prirodnjgkom muzeju Crne Gore u Podgorici.

Tabela 4. Prikaz datuma uzorkovanja, lokaliteta, kataloSkiojeva iz odabranih algi i

morske trave

KataloSki broj

Ispitivani uzorak Datum uzorkovanja Lokalitet
uzorka
Novembar, 2013
Halimeda tuna Kotorski zaliv, Perast 9740
Jul, 2016
Novembar, 2013
Codium bursa Kotorski zaliv, Perast 9741
Jul, 2016
Novembar, 2013
Cystoseira barbata Tivat, Opatovo 9739
Jul, 2016
Novembar, 2013
Cymodocea nodos Tivat, Opatovo 9742

Jul, 2016
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T4

Tabela 5.Prikaz ispitivanja koja su sprovedena sa odabramzioncima algi i morske trave u odnosu na datumka@nja

Ispitivani uzorak/ _ _ Cystoseira | Cymodocea
e . . Halimeda tuna | Codium bursa
Ispitivanja koja su vrSena barbata nodosa

Izraunavanje ukupnenergetske vrednostzvannim AOAC
metodamg (Asscgc[at.lon of Official .A.n alytical ChetBbsp'r eko Novembar, Novembar, Novembar, | Novembar,
odrelivanja sadrzajavlage, pepela lipida, ukupnihproteina,
ukupnihugljenih hidrata, celulozei ukupnihdijetnih viakana) 2013 2013 2013 2013
IspitivanjebioloSkih aktivnosti ekstrakta:
Ant!mlk_rob na aktlv_nost Novembar, Novembar, Novembar, | Novembar,
Antioksidativna aktivnost
Antitumorska aktivnost 2013 2013 2013 2013
Anti a-glukozidaznaaktivnost
Hemijska karakterizacija ekstrakata:
- Kvantitativna analizakupnih polifenola, metodom po Folin-
Ciocalteu, iz ekstrakata
- Ispitivanjeprofila polifenolnih jedinjenja HPLC metodom iz
ekstrakata
- Kvalitativna i kvantitativna analizaasnih kiselina(GC-FID) iz
ekstrakata Jul, 2016 Jul, 2016 Jul, 2016 Jul, 2016

- Kvalitativna i kvantitativna analizalobodnih aminokiselina
(LC-MS), masnih kiselina(GC-FID/MS), analizaterola (GC-MS)
i mikro- i makroelemenata metodom ICP-OES;

- Kvantitativna analizg-glukana (komercijalni kit)




1.1 Priprema biljnog materijala i ekstrakcija

Sirovi uzorci algi H. tung C. bursai C. barbatg i morske trave@. nodosasu nakon
prikupljanja oprani morskom vodom, radi uklanjamjatataka peska, kamenja i morskih
organizama i zapakovani u plasie kese. Nakon pripreme i identifikacije, uzorcidabro
oprani ¢esmenskom vodom, radi odstranjivanja soli éiste¢a, suSeni ubrusomduvani u
zamrziv&u do transporta u laboratoriju. U laboratoriji Faceautskog fakulteta u Beogradu,
uzorci su odmrznuti i suSeni na vazduhu radi dofjasuvog biljnog materijala kojée
kasnije biti korigen u ispitivanju. Prinos suvog materijala je bim d0% u odnosu na svez

materijal.

OsusSeni uzorci su pulverizovani, k@éesjem elektdnog mlina. Deo osusenh algi i
morske trave korten je za dobijanje ekstrakata, a drugi deo, suegeajrkorigen je za
odrativanje nutritivne i energetske vrednosti, kao i adrelivanje sadrzaja nutritivnih i

nenutritivnih supstanci.

Za ispitivanje bioloSke aktivnosti, iatana su 3 razlita polarna ekstrakta, a rastvéra

koris¢eni za ekstrakciju su: dihlormetan: metanol (170 metanol i pr@S¢ena voda.
Ekstrakti su pripremljeni postupkom hladne madgrdmji podrazumeva:

1) prelivanje osuSenog, pulverizovanog biljnog mgtka rastvaréem za ekstrakciju u
odnosu 1:5;

2) ekstrakcija na sobnoj temperaturi, u trajanju8d, uz mesanje;

3) filtriranje;

4) uparavanje na vakuum uparuana temperaturi do 40°C.
Prinosi ekstrakata dati suTabeli 6.

Tabela 6.Prinosi ekstrakata (izrazeno u procentima, %) jdaih iz odabranih algi i morske

trave
Naziv uzorka DME 70% Met AqE
Halimeda tuna 6,11 0,74 8,34
Codium bursa 3,47 12,11 6,00
Cystoseira barbata 4,80 12,64 1,68
Cymodocea nodosg 3,71 11,93 3,31
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2. Nutritivna i hemijska karakterizacija ispitivani h uzoraka

2.1 Odredivanje energetske vrednosti

U cilju odretivanja energetske vrednosti u skladu sa Zram AOAC metodama

izvrSili smo sledéa hemijska ispitivanja:
- odreiivanje sadrzaja vlage i pepela;
- odrefivanje sadrzaja lipida;
- odretivanje ukupnih proteina;
- odretivanje ukupnih ugljenih hidrata;
- odreiivanje sadrzaja celuloze;
- odretivanje ukupnih dijetnih vlakana.

Energetska vrednost se izumava za 100 g pulverizovanog uzorka prema stgde

formuli:

Energetska vrednost, kcal/100 g = 9*(sadrzaj lipidag) + 4*(sadrzaj proteina, g +
sadrzaj ugljenih hidrata, g) + 2*(sadrzaj ukupnih dijetnih vlakana, g)

2.1.1 Odrdlivanje sadrzaja vlage

Odreiivanje sadrzaja vlage, pulverizovanih uzoraka i je gravimetrijskom
tehnikom, merenjem mase uzorka pre i nakon suSergasnici do konstantne mase, na
temperaturi od 105 °C, ptiemu se odrduje kolicina vode koja je isparilabrdevi¢ i sar,
2011). Sadrzaj vlage se izrazava kao procenat kogke je isparila, kori€&njem sledéee

formule:
Vlaga (%) = a * 100/ p
a - razlika mase posude pre i nakon susenja

p - masa uzorka (g)
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2.1.2 Odrdlivanje sadrzaja pepela

Odreiivanje sadrzaja pepela (suve materije) je izvrSé&ooscenjem prethodno

dobijenog rezultata za sadrzaj vlage, pomsiedée formule:

Pepeo (%) = 100 - Vlaga (%)

2.1.3 Odralivanje sadrzaja lipida

Lipidi u uzorcima algi i morske trave su odemi gravimetrijskom metodom koja se
zasniva na principu da se iz prethodno homogenrmmmyazorka, tretiranog hlorovodénom
kiselinom, ekstrahuju lipidne materije poéuoorganskog rastvata. Rastvaréa se ukloni

destilacijom, a dobijeni lipidni ekstrakt se sugieéri.

Postupak pripreme uzoraka algi i morske trave péiisnje sadrzaja ukupnih lipida:

Odretivanje sadrzaja ukupnih lipida je izvrSeno premaatiepo Weibull-Stoldt-u
koris¢enjem aparature po Soxlet-Bdrdevi¢ i sar, 2011). Po 20 g pulverizovanih uzoraka
odmereno je sa &ao%u od + 0,01 g i preliveno sa po 100 ml hladne viode 60 ml konc.
hlorovodonéne kiseline. Ovako pripremljeni uzorckaSama, prekriveni su sahatnim staklom
I zagrevani na temperaturi od 100 °C, 20 minutakddagrejanja, uzorci su filtrirani preko
filter papira, a filter papiri sa uzorcima su susersusnici na 105 °C. Nakon suSenja, filter
papir sa uzorkom se prebacic¢auru i koristi za ekstrakciju po Soxhlet-u. Za eddstiju
koris¢en je hloroform. Rastvatase prikuplja u odgovaraju tarirani balon i uparava na
vakuum uparivau, na temperaturi od 50 °C. Ostatak u balonu seussidsnici do konstantne

mase.

Rezultati su izraZzeni kao procenat lipida u suvarorku ispitivanih algi i morske

trave.

2.1.4 Odraldivanje ukupnih proteina

Ukupni proteini su odi@eni metodom po Kjeldahl-ubprdevi¢ i sar, 2011). Princip
metode zasniva se gmjenici da u toku zagrevanja uzoraka sa sumporkiselinom, uzorak
gubi vodu i oksiduje. Ugljenik se oksiduje do £®odonik oksiduje do vode, a sumporna
kiselina se redukuje do SONastali SQ vrSi redukciju azota u amonijak, a amonijak u

reakciji sa sumpornom kiselinom prelazi u amonijsufiat.
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C — CO; (oksidacija)

H — H20 (oksidacija)

H2SOy — SO (redukcija)

N2 + 3SQ + 6HO — 2 NHz + 3 bSOy
2NHz + H2SQy — (NH4)2S0y

Dodavanjem CuS§) kao katalizatora i SOy, radi povéanja t#&ke kljucanja u
procesu razaranja, dobija se bistar uzorak, bgpveaugljenika, a azot iz proteina i prisutnih
neproteinskih azotnih jedinjenja se nalazi u obl&monijum-sulfata ili tetraaminokupro-

sulfata, ukoliko se kao katalizator koristi CuSO

Destilacija amonijaka se vrSi u aparaturi po PaiWagneru. NaOH koji se dodaje u
uzorak ima ulogu istiskivanja amonijaka, kao skliipze, a osloldeni amonijak se hvata u
definisanu zapreminu kiseline poznatog titra. Vidageline je retitriran bazom (NaOH)
poznatog titra. Paralelno sa uzorkom se titrirdepa proba. Iz razlike utroSka NaOH za
titraciju slepe probe i analize dobija se kwmla NaOH koja je ekvivalentna kaini
destilisanog NKu uzorku. Iz ovako oddene koléine NHs izratunava se % azota, koji se
mnozi faktorom 6,25. Faktor za iZimavanje sadrZzaja proteina je atée na osnovu

¢injenice da je pros®ai sadrzaj azota u proteinima 16%.

Postupak pripreme uzoraka algi i morske trave zaitilganje sadrzaja ukupnih
proteina:

Za ispitivanje je odmerenodao po 0,1 g pulverizovanih uzoraka algi i morskavér
sa t&no&u od + 0,001 g. Odmereni uzorak je prenet u suerbg@o Kjeldahl-u u koji se
dodaju i sledé reagensi: 1 g CuSQ1 g KkSQy i 3-4 ml konc. sumporne kiseline. Uzorak je
zagrevan na plameniku, a razaranje uzorka se saatrdenim kada sadrzaj u balonu postane
bistar, plavo-zelene boje. Nakon razaranja, ddna sadrzaj u balonu je preliven sa 20 ml
destilovane vode i kvantitativno prenesen u balparaure po Parnas-Wagneru. U balon se
sipa 30% rastvor NaOH sve dok reakcija ne postdkalna, Sto se proverava lakmus
papirom. Rastvor NaOH (30%) se dodaje u cilju kstisnja amonijaka iz razorenog uzorka.
Destilat sa oslohitenim amonijakom je prikupljen u prijemni sud od 180u kome se nalazi
25 ml 0,01 M HCI i 2 kapi indikatora (metiloran@rveni lakmus papir se koristi radi provere

da li je sav amonijak predestilisao iz uzorka (ikmlne dolazi do promene boje lakmus
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papira - destilacija je zavrSena). ViSak kiseligeratitrira 0,01 M rastvorom NaOH. Razlika

utroSka 0,01 M NaOH za titraciju slepe probe i enga$e koristi za obtan.

Sadrzaj proteina se olitmnava korigenjem faktora za sadrzaj azota u proteinima,

6,25. Rezultati su izrazeni kao % proteina u suwaoerku ispitivanih algi i morske trave.

2.1.5 Odrdlivanje sadrzaja celuloze

Sadrzaj celuloze je procenjen kéegjem metode po Scharrer-Kirshnelwidevic i
sar, 2011). Kori€&ni reagens za celulozu se sastoji od 75 ml 70réetee kiseline, 5 mi
konc. azotne kiseline i 2 g trihloréatne kiseline. Po 1 g pulverizovanog uzoraka se
kvantitativno prenese u normalni sud, prelije resgen za celulozu i zagreva 30 minuta.
Vreo rastvor se kvantitativho prenese na tariramak od sinterovanog stakla,ig(G3). Gu
se susi, zajedno sa uzorkom, u susnici na 105 t@janju od 1 sata, i nakon kknja se

pristupa merenju.
Sadrzaj celuloze se odige poma@u formule:
Celuloza (%) = [(a-b)*100]/p
a- masa gua sa celulozom
b- masa praznog ¢a

p- masa uzorka

2.1.6 Odralivanje ukupnih ugljenih hidrata

Sadrzaj ukupnih ugljenih hidrata seazava kao % i iz&unava prema sledej

formuli:

Ugljeni hidrati (%) = 100 — voda (%) — pepeo (%) ipidi (%) — proteini (%) — celuloza
(%)
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2.1.7 Odrdlivanje ukupnih dijetnih vlakana

Za odrdivanje sadrzaja ukupnih dijetnih vlakana primenjef@ enzimsko-
gravimetrijska metoda AOAC, kodénjem komercijalnog kita (Megazyme, Ireland, K-
TDFR).

Po 1 g (x 0,005 g) usitnjenih uzoraka tretiranotgemostabilnim enzimiman-
amilazom, amiloglukozidazom i proteazom, pri defamim vrednostima temperature i pH
8,2. a-Amilaza razlaze skrob i prevodi ga wrie stanje, optimizujti uslove za katalitiku
hidrolizu amiloglukozidaze. ZavrsSna faza je delgeaoroteaze koja hidrolizuje proteine do
aminokiselina i kratkolatanih peptida. Nakon enzimskog tretmana vrSi se Kojee

eventualno zaostalih minerala i azotnih materija.

Za odrdivanje ukupnih dijetnih vlakana (englotal dietary fibers TDF), nakon
enzimske digestije, rastvor se tretira alkoholonilju talozenja rastvornih dijetnih vlakna pre
filtriranja, a TDF ostatak se ispira acetonom ic&l&om, suSi i meri. Za pojedi&ro
odrativanje rastvornih (englsoluble dietary fibers SDF) i nerastvornih (enginsoluble
dietary fibers IDF) dijetnih vlakana, nakon enzimske digestijastvor se filtrira. Za
odrelivanje SDF filtrati i ispirci se skupljaju i talozalkoholom, filtriraju, suSe i mere.

Nerastvorna dijetna vlakna s€&uaaju iz razlike TDF i SDF.

KoriSéena oprema:

1. Levak od sinterovanog staklacgueli¢ine pora: 40-60 pum
2. HemijsketaSe od 400 ml

Priprema gta: GUW& je preko néi spaljivan na temperaturi fie od 525 °C.

Temperatura pi¢ je podeSena na 130 °C, pre nego Sto j&iguaien iz nje. Potom, dguje
potoplien u 2 % rastvor z&scenje (1 sat na sobnoj temperaturi), ispran dejaazaom
vodom, acetonom i osusSen na vazduhu. Potom seldgdzelita i suSi na temperaturi od 130
°C, do postizanja konstantne mase.cGe& ohlaien u eksikatoru i odmeren, zajedno sa

celitom, sa té&no%u od 0,1 mg.
1. Vakuum pumpa
2. Analiticka vaga, Pioneer PA 413 CM (Ohaus, Nékaa
3. Vodeno kupatilo WNB 14 (Memmert, Netka)

4. P& za zarenje (Iskraterm, Srbija)
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5. Susnica (Thermo Heraeus 600 Vacutherm)

6. pH metar (pH/lon Meter lon 510, Eutech, Holaayij
7. Mikropipetor (Epindorf)

8. Magnetna mesSalica (Thys 2, Nefka)

9. Eksikator

Reagensi:

1. Etanol, 78%. U normalni sud od 1 L odmereno je 821 ml 95% d&naormalni

sud dopunjen dejonizovanom vodom.

2. Etanol, 85%. U normalni sud od 1 L odmereno je 895 ml 95% etamalormalni

sud dopunjen dejonizovanom vodom.
3. Kiselo ispraniCelite 545
4. Termostabilnaa-amilaza.
5. Amiloglukozidaza
6. Proteaza(50 mg/ml, u MES/TRIS puferu)
7. MES (2-(N-Morfolino)etansulfonska kiselina)
8. TRIS (Tris(hidroksimetil)Jaminometan)

9. MES-TRIS puferski rastvor- 0,05 M MES, 0.05 M TRIS, pH 8,2 na 24 °C

Postupak pripreme MES-TRIS puferskog rastvora: 2Q5MES i 12,2 g TRIS,
rastvoreno je u 1,7 L vode. pH vrednost puferaogedena na 8,2 podw6N NaOH i rastvor

razblazen dejonizovanom vodom do 2 L.

10. Hlorovodonina kiselina, 0,561 NU normalni sud od 1 L, dodato je 93,5 ml 6 N
HCI. Prvobitno je dodato dodato je u 700 ml vodeSano do homogenizacije i normalni sud

dopunjen dejonizovanom vodom do crte.

Postupak pripreme uzoraka

U hemijskim¢aSama od 400 ml, odmereno je po 1 g pulverizovamiraka algi i
morske trave sa &ao%u od 0,005 g. Eksperimenti suiemi u duplikatu. U uzorak je, potom
dodato po 40 ml MES-TRIS pufera pH 8,2 i smeSa mee$@a magnetnoj mesalici do potpune

homogenizacije. Po 50 ul rastvaraamilaze je dodato saSe sa uzorcima. Uzorci su potom
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podvrgnuti kljiEanju u trajanju od 15 minuta, pa prekriveni alufoimskom folijom i
ostavljeni da se inkubiraju 30 minuta na vodenomakilu, na temperaturi od 100 °C. Nakon
inkubacije, u ohldene uzorke je dodato po 100 ul proteaze&taBe su prekrivene
aluminijumskom folijom. SmeSa je ponovo inkubirarea60 °C, 30 minuta. Nakon kienja,
uzorcima je podeSena pH na 4,5 + 0,2, p&m@,561 M HCI. U uzorke je potom dodato po
300 pl amiloglukozidaze i izvrSena inkubacija naeeom kupatilu, 30 minuta na 60 °C.

Priprema uzoraka i odiéivanje ukupnih dijetnih vlakana (TDF):

U rastvore dobijene nakon enzimske digestije doglatpo 225 ml zagrejanog 95%
etanola (60 °C) i ostavljeno da odstoji 1 sat. Zajde caSe prenesen je na tarirancd-2) i
filtriran pomatu vakuuma. Ostatak na @y ispran je sa po 15 ml 78% etanola, 95% etanola i
acetona (3 puta). Gavi sa uzorcima, ostavljeni su na 105 °C viSe ocdi2 Nakon Sto su
gucevi odmereni (M), sadrzaj iz jednogd@u(M.) se koristio za oddivanje rezidua proteina,
metodom po Kjeldahl-u, a sadrzaj iz drugogayu za odréivanje rezidua pepela, Zarenjem u
trajanju od sati na 525 °C @\

Sadrzaj ukupnih dijetnih vlakana se &raava iz slede formule:
TDF=M-M1- M2

gde je:

M - masa gda sa suvim ostatkom

M1 - sadrzaj ostataka proteina

M2 - sadrzaj ostataka pepela

Priprema uzoraka i odiévanje rastvornih dijetnih vlakana (SDF):

Rastvori koji su dobijeni nakon enzimske digestpeofiltrirani su kroz gteve u
posude za filtriranjeCade u kojima je vrSena digestija su isprane dejmaizom vodom.
Ostatak na gtevima je ispiran sa po 10 ml tople vode (70 °Cpuga. T€nosti od ispiranja
¢aSa i gdeva, preb&ne su ktase od 600 ml. Sadrzagasama je dopunjen vodom do 80 ml.
U ¢aSe je dodato 320 ml zagrejanog 95% etanola (60R&35tvori su ostavljeni da se taloze u
intervalu od 60 minuta. Nakon stajanja, smeSa @ilpirana kroz tarirani gé (G-2) uz
poma vakuum pumpe. Ostaci na @vima su isprani sukcesivno rastvorima 78% etanola,
95% etanola i acetona, po 3 puta.c®u sa sadrzajem su ostavljeni u susnici na 105 °C,

preko 12 sati. Nakon vaganja cgwa (M) sadrzaj iz jednog ga (My) se koristio za
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odralivanje rezidua proteina, metodom po Kjeldahl-u, adr&aj iz drugog gia - za

odrativanje rezidua pepela, Zarenjem u trajanju odreat25 °C (M).
Sadrzaj rastvornih dijetnih vlakana se &mava iz slede formule:
SDF=M - M1 - M2
gde je:

M - masa gda sa suvim ostatkom
M1 - sadrzaj ostataka proteina
M2 - sadrzaj ostataka pepela

Izratunavanje sadrZaja nerastvornih dijetnih vlakanaF)IBe r&una iz sledée

formule:

IDF = TDF — SDF

2.2. Hemijska karakterizacija ispitivanih uzoraka

2.2.1 Kvalitativna i kvantitativna analiza slobodnh aminokiselina (LC-MS)

Metoda za kvalitativhu i kvantitativhu analizu saaja slobodnih aminokiselina iz
liofilizata algi i morske trave dena je metodom tee hromatografije uz masenu detekciju
(LC-MS) (Ribeiro i sar, 2008).

Priprema liofilizata iz uzoraka algi i morske trave

Po 10 g pulverizovanih uzoraka algi i morske trdeesano je 30 minuta na 100 °C u
500 ml destilovane vode, na vodenom kupatilu, ugrggai hladnjak. Uzorci su nakon
hladenja, filtrirani i zamrznuti na — 20 °C u liofilimaru (Alpha 1-4 LD plus, Martin Christ,
Nemaka). Prinos liofilizata je u proseku bio 8,5 g. fii@ovani ekstrakti sucuvani u

eksikatoru, na tamnom mestu, do analize.

Priprema liofilizata za LC-MS analizu i prekolons#arivatizacija slobodnih masnih kiselina

Za LC-MS analizu slobodnih aminokiselina, liofilizasu rastvoreni u 0,1 M
hlorovodonénoj kiselini u koncentraciji od 10 mg/ml. Opseg kentracija standarda za
kalibracionu krivu je bio 12,5 g/mol do 2500 g/mdédnéine kalibracione krive za svaku

aminokiselinu su date Tabeli 7.
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Tabela 7Jedndine kalibracionih kriva aminokiselina

Naziv Retenciono Jednatina prave R2
aminokiseline | vreme (Rt) P

Arginin 27,479 y =2791x + 172516 0,9973
Lizin 28,606 y =613,69x + 13299 0,9988
Serin 29,543 y =2333,2x + 112124  0,9992
Asﬁgﬁﬁ:fka 29,754 | y=3073,7x - 205212  0,9912
Glutamin 33,714 | y=2218,9x + 120432  0,9995
Tirozin 34,936 y = 2650,1x + 16565 0,9982
Glicin 35,421 y =4820,3x + 161755  0,9983
Alanin 35,937 y =5118,3x + 160571  0,9993
Tirozin 37,685 y = 3663,1x + 7530,4 0,9969
Prolin 39,497 | y=7171,3x-77488| 0,9986
Metionin 41,245 y = 7031x - 97402 0,9936
Valin 43,131 y =9894,2x - 74975 0,9991
Leucin/lzoleucin | 43,847 y =10411x - 262806|  0,9949
Fenilalanin 44,448 y = 6250,6x - 155434 0,9977

Reagensi:

1. Rastvor dabsil hlorida (12,4 mM).40 mgdabsil hlorida je rastvoren u 10 ml acetona,

filtriran i duvan zamrznut na — 20 °C.

2. Pufer za eluiranje.Pufer se sastoji od 9 mM natrijum fosfata, 4% difeetnamida i 0,15
% trietilamina (pH 6,55 podeSena sa fosfornom kisah)

3. Reakcioni pufer (0,15 mol/L NaHCQ, pH 8,6).630 mgnatrijum bikarbonata se rastvori

u 50 ml dejonizovane vode, a pH 8,6 se podeSavaforazblazenog rastvora NaOH.

4. Dilucioni pufer. Dilucioni pufer predstavlja smeSu 50 ml acetorairi5 ml etanola i 25

ml pufera za eluiranje.

20 pl rastvora standarda rastvorenog u 0,1 M H@b i20 pl alikvota rastvorenih
liofilizata uzorka algi i morske trave, u 0,1 M H@hzblaZeno je sa 180 pl reakcionog pufera.
Nakon meSanja, smesSi je dodato 200 ul rastvoraildalbsida. Viale su dobro promesSane i
inkubirane na vodenom kupatilu na temperaturi o?@015 min. Reakcija je zaustavljena
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stavljanjem viala na led, 5 minuta. Potom je dod#26 pl dilucionog pufera, uz meSanje i

centrifugiranje (5 min, 5000 rpm). Bistri supermdtaucuvani na — 20 °C.

LC-MS analiza slobodnih aminokiselina

Za analizu slobodnih aminokiselina k@ée# je LC-MS-ESI aparat (Agilent LC/MS
System 1260/6130), opremljen degazerom, autoseampler odgovarajégim softverom
(ChemStation), kvarternernom pumpom, DAD (DiodeakrDetector) detektorom. Parametri

metode su bili sled&
- Kolona: Agilent Zorbax SB-Aq, 3,0 x 150 mm, 3,5 um
- Temperatura kolone: 25 °C
- Mobilna faza A: 0,1% amonijumformijat u vodi
- Mobilna faza B: 0,1% mravlja kiselina u acetonitril
- Brzina protoka mobilne faze: 0,3 ml/min
- Volumen injektovanja: 3 pul
- Gradijent: 3'- 15% B; 63- 85% B; 70’- 85% B; 7415% B.

- Aminokiseline su identifikovane u pozitivnom modig opsegom masa od 50 do
600.

Identifikacija aminokiselina u ispitivanim uzorcinadgi i morske trave izvrSena je na
osnovu retencionih vremena (Rt) i masenog spektoaka u odnosu na retenciona vremena i
masene spektre odgovardju standarda, oddevanih pod istim hromatografskim uslovima.
Kvantifikacija sadrzaja aminokiselina izvrSena j& msnovu povrSine ispod pika i

kalibracionih kriva standarda aminokiselina.

2.2.2 Priprema uzoraka, kvalitativna i kvantitativna analiza masnih
kiselina i sterola (GC-FID/MS)

a) Priprema uzoraka za kvalitativnu i kvantitativnu analizu masnih kiselina

Kvalitativna i kvantitativna analiza masnih kisalinzvrSena je iz cikloheksanskih
ekstrakata, dobijenih iz 1 g pulverizovanih uzoekgi i morske trave. Analiza je vrSena

metodom gasne hromatografije (GC) uz plameno-janiza detektor (FID) koji je spregnut
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sa masenim detektorom (MS). U cilju GC-FID i GC-Mialize, masne kiseline su prevedene

u isparljive metilestre.

Kvantitativno preneseni cikloheksanski ekstrakthalonu okruglog dna, pomesSani su
sa po 30 ml 95% etanola i 5 ml 50% kalijum hidrdiesiSmeSa je zagrevana na 90 °C uz
povratni hladnjak, 60 min. Ohtani sadrZaj je preldan u levak za odvajanje, uz dodatak 10
ml 95% etanola i vode do zapremine 80 ml. Kakoebodvojila neosaponifikovana frakcija,
smesa u balonu se ispira 3 puta sa po 50 ml pgaoMakon odvajanja petroletarskih slojeva,
u vodenu fazu je dodato nekoliko kapi koncentrovialoeovodonéne kiseline do postizanja
kisele reakcije, u cilju istiskivanja masnih kiseliiz sapuna. Ekstrakcija slobodnih masnih
kiselina izvrSena je dietiletrom, u levku za odwvgga(prvi put sa 150 ml, a potom sa 100 ml).
Dietiletarski slojevi su sakupljeni, spojeni, atvasa® uparen do suva. Dobijeni ostatak je
esterifikovan dodatkom 150 ml metanotas{oce >99,9%) i 1 ml koncentrovane sumporne
kiseline, a zatim, u trajanju od 60 minuta, uzgekagrevan na 80 °C uz povratni hladnjak.
Ohlaiena smeSa je potom prébaa u levak za odvajanje u koji je dodato 250 nigbetra i
100 ml vode. Ispiranje smeSe petroletrom je porowd)3 puta sa po 250 ml. Petroletarski
slojevi su spojeni, vodom ispirani u levku za odvge do postizanja neutralne reakcije, a
nakon toga filtrirani preko bezvodnog natrijum aitdf. Petroletar je uparen do suva. Prinosi
frakcija metilestra masnih kiselina u uzorcima algnorske trave (%, m/m) prikazani su u
Tabeli 8.

Tabela 8.Prinosi frakcija metilestara masnih kiselina unghoa algi i morske trave

(%, m/m) i neosapunijive sterolske frakcije (%, m/m)

Prinos frakcije metilestara | Prinos neosapunjive sterolske
Naziv uzorka mashnih kiselina frakcije
(%, m/m) (%, m/m)
Halimeda tuna 6,75 1,89
Codium bursa 4,51 2,63
Cystoseira
2,18 1,70
barbata
Cymodocea
5,44 0,69
nodosa
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b) Priprema uzoraka za kvalitativhu i kvantitativnhu analizu sterola

Steroli iz nesaponifikovanih frakcija cikloheksaitskkstrakata algi i morske trave, u
cillu GC-FID i GC-MS analize, prevedeni su u ispae trimetilsililestre. Nakon ispiranja
polarne smeSe, dobijene saponifikacijom ciklohekk#mnekstrakata petroletrom, nepolarni
slojevi su sakupljeni i ispirani po 3 puta 10% etam (50 ml). Slojevi su profiltrirani preko
bezvodnog natrijum sulfata, upareni i osuSeni ukeksru. 0,5 ml dobijene nesaponifikovane
frakcije je rastvoreno u dihlormetanu, tako da lenracija bude 10 mg/ml. U ovu smeSu se
potom doda 50 pl reagensa za silanizaciju (bisétilsilil) trifluoroacetamid i
trimetilhlorsilan (99 % BSTFA + 1 % TMCS)). Sme&motom zagreva na 60 °C u intervalu
od 45 min. Dobijeni uzorci se, nerazblazeni, amaja u toku 6 h. Prinos nesaponifikovanih

frakcija u uzorcima algi i morske trave (%, m/m)msikazani uTabeli 8.

c) Kvalitativna i kvantitativha analiza masnih kiselina i sterola GC-FID/MS

Analiza masnih kiselina i sterola dena je na gasnom hromatografu, tip Agilent
6890N. Hromatograf je opremljen FID i Agilent 5975MS detektorima. Kori&ni
eksperimentalni uslovi prikazani surabeli 9.

Svi eksperimenti su vrSeni u duplikatu. Identifif@acmasnih kiselina je izvrSena
poreienjem njihovih retencionih vremena (Rt), retendmimdeksa (RI) i masenih spektara sa
komercijalnim standardom koji sadrzi smeSu metigeshasnih kiselina (Supelco TM 37
Component FAME Mix). ldentifikacija sterola izvr&ene pordenjem masenih spektara iz
uzoraka sa podacima iztmarske baze (NIST/NBS 05, Wiley 8th Edition) efdture.
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Tabela 9.Eksperimentalni uslovi za GC-FID/MS analizu magggelina i sterola

Eksperimentalni parametri
za GC-FID/MS analizu

Analiza masnih kiselina

Analiza sterola

Temperatura injektora (split

_ 200 °C 250 °C
splitless)
HP-88 (100 m x 0,25 mm); HP-5MS (30 m x 0,32
Kolona debljina filma stacionarneg  mm; debljina filma
faze 0,2Qum) stacionarne faze 0,2bBn)
Nosei gas Helijum (He) Helijum (He)
Brzina protoka 1,2 ml/min 1,3 ml/min

Temperaturni program

140-240 °C uz promenu
od 4 °C/min i
odrzavanjem korime

temperature 10 min

60-315 °C sa promenon

od 3 °C/min i

odrzavanjem korime

temperature 15 min

1l

Temperatura FID detektora 260 °C 300 °C
Temperatura MSD transfer
o 250 °C 315°C
linije
Elektronska jonizacija 70 eV 70 eV
1% V/V frakcije

Koncentracija uzoraka

metilestara masnih

kiselina u dihlormetanu

Nerazblazen rastvor

Volumen injektovanja

2l u split modu 1:25

1l u split modu 1:10
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2.2.3 Priprema uzoraka, kvalitativna i kvantitativna analiza mikro- i
makroelemenata metodom ICP-OES

a) Priprema uzoraka

Priprema uzoraka za kvalitativnu i kvantitativnulizen mikro- i makroelemenata u

algama i morskoj travi, izvrSena je metodom vladigestije u prisustvu azotne kiseline.

Priprema uzoraka (H. tuna, C. nodosa i C. burgajimerena kodina pulverizovanog

uzorka (0,01 g) prelivena je sa 1 ml koncentrovanatne kiseline i ostavljena da odstoji 24
sata. Nakon 24 sata, uzorak je zagrevan na tempekfticanja azotne kiseline (83 °C) do
prestanka formiranja para azot oksida, braon bdgkon digestije, uzorak je filtriran, filtrat

prenesen u normalni sud i dopunjen destilovanonorodo 10 ml.

Priprema uzorka (C. barbata)Odmerena kotina pulverizovanog uzorka algg.

barbata (0,01 g) prelivena sa 1 ml azotne kiseline i dgaa da odstoji 24 sata. Nakon
stajanja, smesa je zagrevana na temperatuidaklja azotne kiseline (83 °C), do prestanka
formiranja para azot oksida, braon boje. Nakon eammja, uzorak je tretiran sa 4 ml
koncentrovane hlorovodaime kiseline i ostavljen 48 sati da odstoji. Nakagedtije, uzorak

je filtriran i filtrat prenesen u normalni sud. Maealni sud je dopunjen vodom do 10 ml.

Za razblaZivanje uzoraka kof&ha je préiScena voda (Fisher Chemical- HPLC

grade).

b) Kvalitativna i kvantitativha analiza mikro- i ma kroelemenata metodom
ICP-OES

Sva merenja su izvrSena na ICP-OES aparatu (IndiigtCoupled Plasma - Optical
Emission Spectrometry, ARCOS FHE12, SPECTRO, N&aja metodom kvantitativne
analize, prema uputstvima proidata. Radni uslovi ICP-OES instrumenta i parametri za
odretivanje koncentracije odabranih elemenata su dasheli 10.
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Tabela 100perativni uslovi za ICP-OES

Snaga plazme (W) 1400
Protok gasa (L/min)

-Coolant 13
-Auxiliary 0,80

Tip nebulajzera Cross flow
Protok nebulajzera (L/min) 0,95
Brzina pumpe (rpm) 30
Stabilizaciono vreme (s) 0

Broj proba za svako merenje 3

Pravac posmatranja plazme aksijalni

Standardni rastvori i reagensi

Za pripremu standardnih rastvora za kalibracijui¥&en je Multistandard V-
multielementarni standardni rastvor (Merck) u komcacii od 1000 ppm. Pored
Multistandarda IV kori&eni su dodatni standardni rastvori (Regacon) u &otraciji od 1000
ppm, za arsen, fosfor, zivu i silicjum. Kao néisgas korigen je argon 5,0 ¢(stoce
99,999%).

U Tabeli 11, prikazane su odabrane talasne duzine detekcijgvaki analizirani

element, korelacioni koeficijent @R limit detekcije (LOD), kao i opseg linearnosti.

Sva merenja su vrSena u triplikatu.
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Tabela 11.Parametri kalibracione prave za ativanje mikro- i makroelemenata.

Talasna Korelacioni Limit Opseg
Element duiina" koeficijent detekcije linearnosti
detekcije (R? (ug/L) (mg/L)
(nm)
As 197,262 0,99982 2,550 2,55¢10°-3,60
Ag 224,641 0,99993 0,390 1,45¢102-12,00
328,068 0,99995 3,9%10-12,00
B 182,641 0,99999 6,430 7,371073-12,00
249,773 0,99999 6,4310°-12,00
Ba 233,527 0,99995 0,183 1,8310%-12,00
Bi 190,241 0,99991 3,530 3,53x1073-12,00
223,061 0,99996 3,68x10°3-12,00
Ca 183,801 0,99995 2,140 1,6-480,00
396,847 0,99946 2,14x1073-2,41
Cd 214,438 0,99994 0,127 1,27x10-12,00
Co 228,616 0,99980 0,327 3,27x10%-12,00
Cr 283,563 0,99998 0,435 4,35¢10%-12,00
Cu 224,700 0,99999 0,259 9,07x10-12,00
324,754 0,99999 2,5%«10%-12,00
Fe 259,941 0,99997 0,118 1,18x10%-12,00
In 325,609 1,00000 4.000 4x107°3-12,00
K 404,721 0,99998 0,378 0,798-300,00
766,491 0,99999 3,78<10%-1,20
Li 323,261 1,00000 0,058 7,98x1072-12,00
670,780 0,99997 5,75¢107°-1,20
Mg 279,553 0,99997 0,115 1,15¢10-6,04
285,213 0,99994 4,03-120,00
Mn 257,611 0,99992 0,036 3,57107°-12,00
Na 330,237 0,99994 4,750 7,98-480,00
598,592 0,99989 4,75<10°3-12,00
Ni 231,604 0,99994 0,474 4,74x10%-12,00
Pb 220,353 0,99998 1,780 1,78x103-12,00
Sr 407,771 0,99998 6,23<10°3 6,23x10°-2,41
Tl 190,864 0,99998 1,72 1,72x103-12,00
Si 288,158 0,99998 1,600 1,6x10°3-120
Zn 213,856 0,99997 0,082 8,2x10°-12,00
P 214,914 0,99992 3,500 3,5x1073-240,00
Hg 184,950 0,9993 0,626 6,26x107—6
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2.2.4 Kvantitativna analizaf-glukana

Alge se smatraju bogatim izvoromtglukana (1,3:1,6-D-glukana), pored ovsa,
kvasaca i p&uraka (Bobadilla i sar, 2018). Obzirom da je z&upee i kvasce, takie,
karakteristtan 1,3:1,65-D-glukan i1 1,35-D-glukan, komercijalni kit koji se Kkoristi za
ispitivanje sadrzaj#-glukana u pé&urkama i kvascima (K-YBGL, Megazyme International,

Irska), smatra se pogodnim.

Princip metode oddi#vanja p-glukana se zasniva nénjenici da se 1,3:1,8-D-
glukani, 1,38-D-glukani i a-glukani rastvore u ledenoj 12 M>8Q; i nakon rastvaranja
potpuno hidrolizuju rastvorom 2 M 28Qs. Preostali fragmenti glukana se potom
kvantitativno hidrolizuju kori&njem smeSe visoko p@igcene egzol,34-glukanaze ip-
glukozidaze. Na ovaj k& se odrduju ukupni glukani.a-Glukani se speciéno odreuju i
mere, predhodnom hidrolizom glukana do glukozeisugtvu enzima amiloglukozidaze:
amilaze. Sadrzaj glukoze se otlige u priustvu GOPOD reagensa (Glucose Determimatio
Reagent). Sadrzgrglukana se odrije iz razlike ukupnih glukanas-glukana.

a) Priprema reagenasa

Komercijalni YGBL kit se sastoji od sléttereagenasa:

Bocdica br. 1: Egzoe1,34-glukanaza (100 U/ml) g-glukozidaza (20 U/ml), amonijum

sulfatna suspenzija, 2 ml

Bocica br. 2: Rastvor amiloglukozidaze (1,630 U/ml) i invertg®0 U/ml) u 50%

(v/v) glicerolu, 20 ml.

Bocdica br. 3: Pufer za GOPOD reagens; pufer (50 ml, pH 7,4)idpeksibenzoeva
kiselina i natrijum azid (0,095%)

Bocica br. 4: Enzimi za GOPOD reagens; glukoza oksidaza, petakai i 4-

aminoantipirin. PraSak suSen zamrzavanjem.

Bocica br. 5: Standardni rastvor D-glukoze (5 ml, 1,00 mg/ml)02 % (w/v)

benzojevoj kiselini.

Bocica br. 6: Kontrolni preparap-glukana iz kvasca (~ 2 grglukana je deklarisano

na baici).
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Priprema reagenasa prisutnih u komercijalnom YGRBiuk

1)

2)

3)

4)

5)

6)

U baticu br. 1, dodato je 9 ml 200 mM natrijum acetatrmgera (pH 5,0).
Pripremljeni reagens je podeljen na alikvote jednladlicine i deo ostavljen da se
¢uva u polipropilenskim epruvetama na - 20°C, idmelve upotrebe. U toku
izvodenja eksperimenta, reagens gevan na ledu. Kada se jednom razblazi,

reagens je stabilan viSe od 2 godine na tempera2®iC.
Sadrzaj iz béice br. 2 je korien u originalnom rastvoru.

Sadrzaj boice br. 3, je razblazen dejonizovanom vodom ddra,lido potpunog
rastvaranja kristala. Razblazenje jéaao u digestoru. Ovaj rastvor je oZea kao

Rastvor 1

Sadrzaj iz béice br. 4 je rastvoren u priblizno 20 mhbstvora 1i kvantitativho
prenesen u kigcu br. 3 koja je sadrzala preostRlstvor 1. Bodica je prekrivena
aluminijumskom folijom kako bi se reagens zasStau svetlosti. Ovaj reagens je
oznaen kaoGOPOD reagens tj. reagens za odizanje glukoze. Reagens je
stabilan ~ 3 meseca na 2-5°C ili > 12 meseci n@ 22

Sadrzaj iz béice br. 5 je kori&en u originalu, bez dodatne pripreme. Rastvor je

stabilan > 5 godina na sobnoj temperaturi.

Sadrzaj iz béice br. 6 je kori&en u originalu, bez dodatne pripreme. Rastvor je

stabilan > 5 godina na sobnoj temperaturi.

Priprema reagenasa koji nisu dostupni u komerciganY GBL kit-u

1. Natrijum acetatni pufer (200 mM, pH 5,0). 11,6 ml glacijalne sietne kiseline

(1,05 g/ml) je dodato u 900 ml dejonizovane vogeli5,0 podeSena kotgnjem 4 M

(16 g/100 ml) NaOH. Zapremina rastvora je podesend litar. Ovako pripremljen

rastvor je stabilan ~ 1 godinu na temperaturi 6€ 4

2. Natrijum acetatni pufer (1,2 M, pH 3,8).69,6 ml glacijalne sietne kiseline (1,05
g/ml) dodati u 800 ml dejonizovane vode i podgsitina 3,8 kori&enjem 4M NaOH.
Zapremina rastvora je podeSena na 1 litar. Ragevatabilan 2 godine na sobnoj

temperaturi.

3. Kalijum hidroksid (10 M). Priprema reagensa se vrSi u digestoru. 561 g K&®H |

dodato u 700 ml destilovane vode uz meSanje doupotp rastvaranja. Nakon
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hladenja, sud je dopunjen destilovanom vodom do 1. lifraako pripremljen rastvor

je stabilan viSe od 2 godine na sobnoj temperaturi.

4. Sumporna kiselina (12 M, 72 % m/m).U digestoru, rastvor je pripremljen
pazljivim dodavanjem 640 ml koncentrovane kisel({®8%, speciina gustina =
1,835) u 300 ml destilovane vode. Rastvor je raasia dodavanjem dejonizovane
vode do zapremine od 1 litra uz meSanje. Rastvatgbilan na sobnoj temperaturi
viSe od 4 godine.

KoriSéena oprema:

1. Staklene epruvete: 16 x 100 mm, zapremine 14 ml
2. Epruvete za kultivaciju: 20 x 125 mm, sa zatvana
3. Vodeno kupatilo (JP Selecta, Spain)
4. Mikro-pipetor, 10Qul
5. Magnetna mesalica, MM-530 (Tehtnigelezniki, Slovenija)
6. Analiticka vaga, CPA224S-0CgSartorius, Neméka)
7. Centrifuga (LC-320 (Tehtnicgelezniki, Slovenija)
8. UV-Vis Spektrofotometar Evolution 300 (Thermaesdific, USA)
9. Vortexmesalica (IKA-WERKE, Nenka)
b) Odredivanje sadrzaja 1,3:1,68-glukana iz uzoraka algi i morske trave

Priprema uzoraka i odredivanje ukupnih glukana (a-glukani i g-glukani) plus odredivanje

D-glukoze u oligosaharidimai saharoz i slobodna D-glukoza:

a) Priprema uzoraka: Rastvaranje i parcijalna hitlma ukupnih glukanadf-glukani i -

glukani) plus D-glukoza u oligosaharidima i saharoglobodna D-glukoza:

1. U epruvetama za kultivaciju, sa visokontn@a&u je odmereno po 90 mg,
pulverizovanih uzoraka algi i morske trave. Epreval zatvorene poklopcem i prasak

je uklonjen sa zidova epruvete tapkanjem o podlogu.

2. U svaku epruvetu je potom dodato po 2,0 ml led&8 M sumporne kiseline,
epruvete zatvorene zatvéean i sadrzaj meSan neortexmesalici. Zatim, epruvete su

postavljene na led i ostavljene da odstoje 2 ddtdoku ovog perioda, 3-4 puta,
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epruvete su meSane, u intervalu od 10-15 sekundVaréex mesSalici, kako bi

rastvaranjg-glukana bilo potpuno.

3. Po 4 ml vode dodato je u svaku epruvetu i s@gezmtenzivno meSan ndortex
mesSalici 10 sekundi. Potom je u epruvete dodatm$6 ml vode. Zatvorene epruvete

su meSane ndortexmesalici joS po 10 sekundi.

4. Otvorene epruvete su potom stavljene u vodepatko na temperaturi od priblizno
100°C i nakon 5 minuta, epruvete su ponovo zatwremstavljene 2 sata radi

inkubacije.

5. Nakon zagrevanja, epruvete su dbl@e na sobnoj temperaturi, a zat¢arsa

epruveta uklonjeni.

6. Sadrzaj iz svake epruvete je kvantitativho ptebau normalne sudove od po 100

ml, kori&enjem 200 mM natrijum acetatng pufera (pH 5) zaasye.

7. Po 6 ml 10 M rastvora KOH dodato je u nomalndose sa uzorcima i zapremina
podeSena ponda 200 mM natrijum acetatng pufera (pH 5). Rastviortenzivno
promesSati do homogenizacije. Manja kKola rastvora je preldana u epruvetu od

polipropilena i centrifugirana na 1500 g, 10 minuta

b) Odreiivanje ukupnih glukana plus D-glukoza u saharastobodna D-glukoza

1. Po 0,1 ml alikvota, u duplikatu, centrifugiranifiltriranih ekstrakata, preneto je na

dno staklenih epruveta.

2. Po 0,1 ml smeSe egzo-PBlukanaze (20 U/ml) p-glukozidaze (4 U/ml) u 200
mM natrijum acetatnom puferu (pH 5,0) dodato jevaksi epruvetu sa uzorkom.
Svaka epruveta je intenzivho meSana/oaex mesalici i inkubirana po 60 minuta na

temperaturi od 40°C.

3. Po 3 ml GOPOD reagensa dodato je u svaku epruvekubirano po 20 minuta na

40°C. Prelazak boje iz zute u crvenu aaneno je kraj inkubacije.

4. Istovremeno sa uzorcima, za inkubaciju je pdsiaa i slepa proba (smeSa
reagenasa: 0,2 ml natrijum acetatnog pufera (0, hatrijum acetatnog pufera (200
mM, pH 5,0) + 3,0 ml GOPOD reagensa) i kontrold (& standard D-glukoze (1
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mg/ml) + 0,1 ml natrijum acetatnog pufera (200 mpH 5,0) + 3,0 ml GOPOD

reagensa).
5. Apsorbanca je merena na 510 nm, u odnosu na plepu.

Priprema uzoraka i odredivanje a-glukana (fitoglikogen i skrob) plus D-glukoza u saharoz

i slobodna D-glukoza

a) Priprema uzoraka: rastvaranje, hidroliza i odieaje a-glukana (fitoglikogen i skrob) plus

D-glukoza u saharozi i slobodna D-glukoza

1. U epruvetama za kultivaciju, sa visokontn@a&u je odmereno po 100 mg,
pulverizovanih uzoraka algi i morske trave. Epreveu zatvorene poklopcem i

tapkanjem o podlogu, prasak je uklonjen sa zidgvawete.

2. U svaku epruvetu je dodato po 2 ml 2 M rastvé@H. U epruvetu je dodat
magnet, a epruveta sa uzorkom je stavljedadw sa ledenom vodom, koja je stajala

na magnetnoj mesSalici. MeSanje je vrSeno oko 2Qtain

3. U epruvetu je potom dodato 8 ml 1,2 M rastvatijum acetatnog pufera (pH 3,8)
uz meSanje na magnetnoj mesSalici. Neposredno jatda@l2 ml amiloglukozidaze
(2,630 U/ml) i invertaza (500 U/ml). SmeSa je dopromeSana i epruveta postavljena

na vodeno kupatilo na 40 °C. Postupak je ponovdgesvaki uzorak.

4. Epruvete sa uzorcima su inkubirane 30 minutatemperaturi od 40 °C, uz

povremeno mesanje Mortexmesalici.
5. Epruvete su odmah nakond#aja postavljene na centrifugu na 1,500 g, 10 mainut

6. Po 0,1 ml alikvota svakog uzorka, u duplikatomgSano je sa po 0,1 ml natrijum
acetatnog pufera (200 mM, pH 5,0) + 3 ml GOPOD eeag i inkubirano 20 minuta
na 40 °C. Istovremeno sa uzorcima, postavljendejasproba (smesa reagenasa: 0,2
ml natrijum acetatnog pufera (0,1 ml natrijum atetg pufera (200 mM, pH 5,0) +

3,0 ml GOPOD reagensa). Prelazak boje iz Zute encroznéava kraj inkubacije.
7. Apsorbancija je izmerena na 510 nm, u odnosslepu probu.

Izmerene koliine uzoraka za oddevanje ukupnih glukana &-glukana date su u
Tabeli 12.

47



Tabela 12. Odmerena masa uzoraka algi i morske trave za Katwmtiu analizu

ukupnih glukana #-glukana (mg)

Odmerena masauzoraka za
o _ Odmerena masauzoraka za
Uzorak odreiivanje ukupnih glukana o
odredivanje a-glukana (mg)
(mg)

Halimeda tuna 90,3 100,6

Codium bursa 90,2 100,2
Cystoseira barbata 90,5 100,4
Cymodocea nodosa 89,9 99,9

3. Bioloske aktivnosti ekstrakata ispitivanih uzora algi i morske

trave

3.1. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata algi i morske trave

3.1.1 Testirani mikroorganizmi

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakalgi #morske trave kori&n je jedan
soj gljive, Candida albicansATCC 24433 icetiri bakterijska sojaStaphylococcus aureus
ATCC 25923,Escherichia coliIATCC 25922 Enterococcus faecall8TCC 29212 iBacillus
subtillis ATCC 6633.

Sojevi bakterija su odrzavani garstim podlogama kao Sto je Miller-Hinton-ov bujon
(Torlak, Srbija), a soj gljivice je odrzavan na Sataud agaru (Torlak, Srbija) na temperaturi

od 4 C i presejavani jednom mesm®.

3.1.2 Hranljive podloge

Prilikom ispitivanja antimikrobne aktivnosti ekdteda algi i morske trave kotiéne

su sledée podloge:
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a) Mduller-Hinton-ov bujon (Torlak, Srbija) , za ispitivanje antibakterijske aktivnosti

ekstrakata. Bujon se sastoji od: 17,5 g kiselogkahidrolizata, 2,0 g mesnog ekstrakta i 1,5
g skroba. Podloga se priprema tako Sto se odmeyi @hha podloge i doda 1000 ml hladne
pretis¢ene vode. Podloga se pazljivo zagrevana dac&tja, u cilju potpunog rastvaranja

praska. Rastvorena podloga je razlivena u epruvaégilisana u autoklavu 15 minuta na 121

C.

b) Sabouraud bujon (Torlak, Srbija), za ispitivanje antifungalne aktivnosti ekstrak&aji

se sastoji od: 10,0 g peptona (Torlak) i 2,0 g tteke. Podloga se priprema na skedein:

u 30 g praha podloge se doda 1000 ml hladn&§sene vode. Podloga je pazljivo zagrevana
do kljucanja, u cilju potpunog rastvaranja praska. Rashepodloga je rezlivena u epruvete i

sterilisana u autoklavu 15 minuta na 121

3.1.3 Postupak pripreme rastvora za analizu i pospek ispitivanja antimikrobne

aktivnosti

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti zasnovano jeodaeiivanju minimalne inhibitorne
koncentracije ekstrakata (MIC),¢tdje odretivanje najnize koncentracije ekstrakta koja ne
pokazuje vidljiv rast mikroorganizama. Test se givenikrodilucionom tehnikom (Eloff,

1998) na mikrotitracionim plama sa 96 mesta (Spekidecak).

Priprema rastvora za analizu (osnovni rastvor):

Odmerena kotina suvog ekstrakta algi ili morske trave rastvarga u dimetil
sulfoksidu (DMSO) tako da koncentracija osnovnogtwvara bude 50 mg/ml. Za pripremu
razblazenja (0,1 — 1,6 mg/ml) izdvojeno je 5 sténilepruveta. U prvu epruvetu je uneto
tacno 4 ml hranljive podloge (Muller-Hinton-ov bujorzspitivanje antibakterijske aktivnosti
ekstrakata, a Sabouraud bujon- za ispitivanje amgidlne aktivnosti ekstrakata), a u preostale

4 epruvete je uneteoctao po 2 ml potrebne hranljive podloge.

Postupak razblazenja Stok rastvora (5 epruveta):

- iz prve epruvete je pipetom odmereno i td@ 128 pl hranljive podloge i uneto 128 pl
osnovnog rastvora. Sadrzaj u epruveti je izmeSarVaréex mesSalici do homogenizacije.

Koncentracija ekstrakta u prvoj epruveti je bil@:rig*0,128 ml/4 mlI*1 ml= 1,6 mg/mi;

- iz prve epruvete je preneto 2 ml rastvora u dragruvetu i izmeSano néortex mesalici,

tako da je koncentracija ekstrakta u drugoj epiithiit 0,8 mg/mi;
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- iz druge epruvete je preneto 2 ml rastvora autrepruvetu i izmeSano néortex mesalici,

tako da je koncentracija ekstrakta wajeepruveti bila 0,4 mg/ml;

- iz trete epruvete je preneto 2 ml rastvordeivrtu epruvetu i izmeSano Mortex mesalici,

tako da je koncentracija ekstraktéatvrtoj epruveti bila 0,2 mg/ml;

- iz ¢etvrte epruvete je preneto 2 ml rastvora u petuvegtu i izmeSano neortexmesalici,

tako da je koncentracija ekstrakta u petoj epruwi&tiO,1 mg/mi;

Postupak pripreme suspenzije mikroorganizama:

U veliku, sterilnu epruvetu je uneto 10 ml odg@mafe podloge i pomau eze,
preneta jedna kolonija bakterija ili gljivice. Sadyu epruveti, zajedno sa ezom i kolonijom je
homogenizovan n&ortexmesalici. U 5 ml bakterijske suspenzije, dodat@(@ ul rastvora
2,3,5-trifenil-tetrazolijum hlorida (TTC, Fluka, Nexka), u cilju detekcije rasta bakterija. Za
pratenje rasta gljivice, rastvor je pripremljen tako f& u 10 ml suspenzije gljivica dodato
300 pl rastvora TTC. TTC predstavlja indikator Zigelije, i u prisustvu zivih¢elija

mikroorganizama ovaj reagens se oboji u crveno.

Postupak ispitivanja antimikrobne aktivnosti:

Na mikrotitracionu plou je uneto: 100 pl bakterijske suspenzije sa TTTG+4d.00 pl

rastvora uzorka oddene koncentarcije (1,6-0,1 mg/ml) u triplikatu.

Zajedno sa uzorcima je postavljena i pozitivna kuat (200 pl suspenzije
mikroorganizama u koju je dodat TTC) i negativnatkola, koja predstavlja 200 pul rastvora

koji je pripremljen tako Sto je u 1 ml rastvoraits@anog eksrakta dodato 20 ul TTC-ja.

Inkubacija mikrotitracionih pléa za ispitivanje antibakterijske aktivnosti je izena u
trajanju od 24 h, u inkubatoru (CO2CELL 48, MMM Mehter Einrichtungen GmbH,
Nemaka) na 37 °C. Inkubacija mikrotitracionih gk sa ekstraktima algi i morske trave u

cilju ispitivanja antifungalne aktivnosti, izvrSejeau inkubatoru na 37 °C, u trajanju od 48 h.

3.2 Antioksidativna aktivnost ekstrakata algi i morske trave

Antioksidativha aktivnost ekstrakata algi i morskeave je ispitivana testom

neutralizacije DPPH radikala uz modifikacije preradu Marxen i sar (2007).
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Priprema reagenasa:

0,5 mM rastvor DPPH: 9,86 mg DPPH je rastvoreno Qu rBl metanola na

ultrazvienom kupatiluex tempore

Priprema ekstrakta za analizu:

Razlite odvage ekstrakata algi i morske trave rastwmn u metanolu, tako da se
nakon dodatka DPPH reagensa postigne raspon koacgmtdo vizuelnog prikaza promene
obojenja iz ruziaste u zutu. Paralelno sa uzorcima postavljana geepa proba koja se
sastojala od istih koncentracija ekstrakata, kaarmdizu, razblazenih metanolom, samo bez
dodatog DPPH.

Postupak:

Razliite zapremine uzorka podobne koncentracije (1@@ptl, 50 pl, 70 pl, 90 pl i
110 pl) se dopune metanolom do 2 ml i tom rastjeraodato 500 ul DPPH reagensa.
Pripremljeni rastvori su homogenizovani Yartex mesSalici i nakon meSanja inkubirani 30
minuta na sobnoj temperaturi, na tamnom mestu.aSggpba je pripremljena tako Sto su
razlicite zapremine uzorka (10 pl, 30 pl, 50 pl, 70 @,19 i 110 pl) dopunjene metanolom
do 2,5 ml. Apsorbancija jetavana na 550 nm, uz slepu probu. 1 ml 0,5 mM/oaatDPPH

razblazen sa 4 ml metanola predstavlja kontrolu.
Inhibicija DPPH radikala se iztanava probit analizom prema jedima:
probit(l) + 5 = k-log(c) + n
gde je:
| — inhibicija neutralizacije DPPH radikala
| = (Axontrola— Aekstrak)/Akontrola
¢ — koncentracija ekstrakta
k — nagib krive
n — odseéak nay-osi

Rezultati su izrazeni kao ¥ tj. kao koncentracija ekstrakta koja je potrelzaa
neutralizaciju 50% DPPH radikala, Sto se dmraava iz regresione krive za vrednost
probit(1)=0.
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Kao poredbeni standard je kdha askorbinska kiselina (vitamin C) i galna kisli

u koncentracijama prikazanimTabeli 13.

Tabela 13:Koncentracije ekstrakata i standarda pripremljeaitbPPH test

Ispitivani uzorak Opseg koncentracija DME (dihlormetan:metanol (1:1)ekstrakta)

60,0 pg/ml; 181,0 pg/ml; 302,0 pg/ml; 422,0 ug/B43,6 pug/mi;
664,4 pg/ml

Halimeda tuna

Codium bursa | 28,8 ug/ml; 86,4 pug/ml; 144,0 ug/ml; 230,4 pg/mi6® pg/ml

Cystoseira barbata | 21,9 pg/ml; 65,6 pg/ml; 109,4 pg/ml; 175,0 ug/nd0Z pg/mi

Cymodocea nodosa 31,6 pg/ml; 94,8 pg/ml; 158,0 pg/ml; 252,8 pg/m7.% pg/mi

Vitamin C (standard) 2,0 pug/ml; 4,0 ug/ml; 5,0 ulg/&0 pg/ml; 7,9 pg/mi

Galna kiselina

0,8 pg/ml; 1,0 pg/ml; 1,2 pg/ml; 1,5 pg/ml; 1,7 my/2,1 pg/ml
(standard)

3.3 Analiza citotoksiéne aktivnosti

3.3.1 Izabranecelijske linije

Za ispitivanje citotoksine aktivnosti ekstrakata algi i morske trave kit swietiri

humanetelijske linije:
- ¢elije karcinoma grtia materice (HelLa);
- ¢elije karcinoma kolona (LS174);
- ¢elije humane hrodne mijelogene leukemije (K562);
- nekancerogenéelije fetalnih fibroblasta pita (MRC-5).

Navedenecelijske linije su odrzavane u okviru monosloja wrijivom medijumu
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute mediumg pH vrednosti od 7,2, u koji su
dodate sled& supstance: 10% fetalni ga@veserum, inaktivisan na 56 °C, 30 min; L-
glutamin (3 mmol/l), penicilin (100 IU/ml), streptocin (100 mg/ml) i HEPES (4-(2-
hidroksil)-1-piperazinetan-sulfonska kiselina, 25mov/l. Celijske linije su ¢uvane na

tempeaturi od 37 °C, u sredini obdégaoj 5% CQ.
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3.3.2 Tretmanc¢elijskih linija

Ekstrakti algi i morske trave, rastvoreni su u DM8@koncentracije od 100 mg/ml a
potom razblaZeni ponéa hranljivog medijuma do odgovargjh koncentracija.Celijske
linije su ravnomerno zasejane u mikrotraciong&@lsa 96 mesta u sledl®m gustinama: HelLa
u gustini od 200@elija; LS174 u gustini od 700&elija; K562 u gustini od 500€elija; MRC-

5 ¢elije u gustini od 500@elija. Nakon toga je dodato po 100 ul podloge.visgmeno je sa
¢elijskim linijama postavljena i slepa proba, kopegstavljatist hranljivi medijum. Nakon 24
sata inkubacije, doSlo je do potpubelijske adherencije za podlogu idaelijske linije je

dodato po 50 pl pet ragziiih koncentracija ekstrakata, tako da su finalmadentracije
ekstrakata bile: 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/miQ 10y/ml, 200 pg/ml. Celijske linije su

potom inkubirane 72 h, na 37 °C, u sredini oldegaj 5% CQ.

3.3.3 Test odrdivanja éelijskog prezivljavanja (MTT test)

Citotoksitna aktivnost ekstrakata algi i morske trave ddra je kolorimetrijskim
MTT testom (Microculture Tetrazolium Test) po matkdju je definisao Mosman (1983), uz
modifikacije koje su opisali Ohno i Abe (1991). ilip metode se zasniva na redukciji 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijum romida (MTT reagensa) ucelijskim
mitohondrijama, pom@u enzima sukcinat dehidrogenaze, u vijabilniéelijama do
nerastvornog formazana, ljébste boje. Nakon inkubacijéelija u trajanju od 72 h u
mikrotitracione pl@e je dodato po 2(L MTT reagensa, predhodno rastvorenog u fosfatnom

puferu u koncentraciji od 5 mg/ml.

Uzorci su potom inkubirani joS 4 h pod predhodneedkenim uslovima, nakatega je
u svaki bunati¢ dodato po 100ul 10% rastvora natrijum-dodecilsulfata (SDS) u Lcil]
rastvaranja formiranog formazana. Nakon 24 h inkiaapsorbancija je merena na ELISA
¢itatu na 570 nm. Procenat prezivljavargelija, S (%) je izraunat kori€enjem sledéee

formule:
S (%) = (At-As) x 100 / (Ak—As)
At — apsorbancija ispitivanih uzoraka

As —apsorbancija slepe probe
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Ak — apsorbancija kontrolnih uzoraka

Rezultati su izrazeni kao #¢ vrednosti, odnosno koncentracije ekstrakata koje

inhibiraju 50% prezivljavanjéelija u odnosu na netretiranu kontrolu.

3.4 Ispitivanje anti a-glukozidazne aktivnosti ekstrakata algi i morske tave

Anti a-glukozidazna aktivnost ekstrakata algi i morskevérje odréena korigenjem
testa inhibicije aktvnostir-glukozidaze, enzima koji ima ulogu u razgradijglikozidnih
veza u molekulima ugljenih hidrata (Lordan i sa®12). Rastvor enzima je bio podeSen na
400 IU/ml o-glukozidaze u 0,1 M fosfathom puferu (pH 6,7). tTge raien na

mikrotitracionoj pl@i sa 96 mesta.

Ekstrakti su rastvoreni u DMSO i dodatno razblazgii M fosfatnim puferom (pH
6,7) tako da su finalne koncentracije ekstrakale 166,67; 83,33; 41,67; 20,83; 10,42; 5,21
pg/mil.

U mikrotitracione plde, uneto je po 50 pul rastvora analize, za svaké oazlgitin
koncentracija ekstrakata i po 50 pl rastvora enzBmaeSa je inkubirana na 37 °C, 15 minuta.
Reakcija je zapteta dodatkom 50 ul rastvora substrata, p-nitrofesidk-glukopiranozida (1,5
mg/ml PNP-G u fosfatnom puferu) i neposredno nakwmrnja apsorbancije na 405 nm,
smesSa je inkubirana joS 15 minuta na 37 °C. Nakdwbacije, drugi put je merena
apsorbancija na 405 nm. Paralelno se sa uzorcirs@y@ i slepa proba (smeSa fosfatnog
pufera, DMSO, rastvor enzima, rastvor PNP-G). Kaaitprna kontrola kori&en je rastvor

akarboze. Procenat enzimske inhibicije, | (%) jadanat iz sledée jedngine:
I (%) = 100 x (A2s-A19)/(A2B-A1B)
A1s— apsorbancija slepe probe, prvo merenje
Azg - apsorbancija slepe probe, drugo merenje
A1s— apsorbancija analize, prvo merenje

As- apsorbancija analize, drugo merenje

Eksperiment je uden u duplikatu, a 1€} je odrelena metodom linearne regresione
krive. IGso vrednost predstavlja koncentraciju ekstrakta kmpziva 50% inhibicijea-
glukozidazne aktivnosti.
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4. Hemijska analiza bioloSki aktivnih ekstrakata

4.1 Kvalitativna i kvantitativna analiza masnih kiselina (GC-FID)

Analiza sastava masnih kiselina u bioloSki aktividE izvrSena je metodom gasne
homatografije sa plameno-jonizacionim detektoromC{dD) po metodi Ichihara i
Fukubayashi (2010).

Priprema reagensa za metilaciju masnih kiselina:

85% metanol (v/v): 85 ml metanola je pomeSano salldejonizovane vode.

8% HCI (w/v): 9,7 ml conc. HCI je pomeSano sa 4h|85% metanola (v/v).

Priprema uzoraka:

1 mg DME tretiran je sa 0,2 ml toluena, 1,5 ml meta i 0,3 ml 8% HCI (w/v).
Ovako pripremljen rastvor je zagrevan na 100 °C,n8fluta. Nakon hidenja do sobne
temperature, u smesSu je dodato 1 ml heksana i foae. Uzorak je promeSan nNertex

mesSalici. Gornji heksanski sloj je izdvojen i dines kori€en za GC analizu.

Analiza masnih kiselina GC-FID

Dobijeni estri masnih kiselinaefg.fatty acid methyl esters - FAMES) iz ekstrakata
algi i morske trave, analizirani su gasnom hroma&fgm na aparatu tipa Agilent
Technologies 7890A, uz plameno jonizacionu detek¢kID). Razdvajanje FAMEs je
izvrSeno na kapilarnoj koloni tipa CP-Sil 88 (100<n,25 mm x 0,2 um) uz helijum, kao gas
nosilac. Protok helijuma je bio 105 ml/min. Uzosd injektovani na pietnoj temperaturi od
80°C. Temperatura injektora je bila 250°C, a terapgrn detektora 270°C. Temperaturni
program je bio sled& porast temperature sa 80°C, 4°C/min na 220°@irs 4°C/min do
240°C, 10 min.

FAMEs su identifikovani poenjem njihovih retencionih vremena sa retencionim
vremenima FAMEs u standardu (FAME Mix, Supelco (UBARezultati su izrazeni kao

procenat pojedinae masne kiseline u ukupnom DME.
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4.2 Kvantitativna analiza ukupnih polifenola, metodbm po Folin-Ciocalteu,
iz ekstrakata

Reagensi:
- 60 g/l NaCQOs u vodi: 60 g bezvodnog M@QOs rastvoriti u 11 vode

- FC reagens: Folin-Ciocalteu reagens se razbtaom 10 puta.

- rastvor suvog ekstrakta (koncentracije ekstrakbfgai morske trave su datelabeli 14).

Tabela 14. Koncentracije ekstrakata algi i morske trave zaedidanje sadrzaja ukupnih

polifenola (mg suvog ekstrakta/ml)

Naziv uzorka DHM 70% Met Aqg
Halimeda tuna 12,40 10,30 10,00
Codium bursa 9,90 10,70 10,00
Cystoseira barbata 5,45 11,50 5,10
Cymodocea nodosa 2,58 6,15 10,00
Postupak:

100 pul rastvora uzorka se pomeSa sa 750 pl rasB@nr@agensa, snazno se prokau
naVortexmesalici i posle 5 minuta u svaki uzorak se ddala |7l rastvora N&Os. Rastvori
se snazno pron¢ldaju i inkubiraju 90 minuta u mraku na sobnoj tenaperi. Apsorbancija se
meri na 725 nm, u podenju sa slepom probom. Slepa proba se pripremdemdian n&in
kao i analiza, samo se umesto uzorka koristi 10@gtlaraa.

Sadrzaj polifenola se izrazava kao % galne kisddoja se koristila kao standard.

Kalibraciona kriva:

U normalni sud od 100 ml odmeriti 10 mg standardie kiseline i dopuniti vodom
do crte. Sema razblaZenja za pripremu rastvoralatda za konstruisanje kalibracione krive
je data urabeli 15.
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Tabela 15. Sema za pripremu rastvora standarda za konstjeisaibracione krive za

analizu ukupnih polifenola

GA (ul) Voda (ul) FC reagens (pl) NazCOs3 (ul)
10 90 750 750
20 80 750 750
30 70 750 750
40 60 750 750
60 40 750 750
80 20 750 750
100 0 750 750

Postupak pripreme rastvora je isti kao i pri radwsgorcima. Rezultati se izrazavaju

kao broj mg GA/mg suvog ekstrakta.

4.3 Ispitivanje profila polifenolnih jedinjenja LC- MS hromatografijom iz
ekstrakata

Priprema uzoraka:

Suvi DME, 70% Met i AgE ekstrakti su za HPLC analizastvoreni u acetonitrilu,
metanolu i dejonizovanoj vodi, tako da koncenteekstrakata budu 10 mg/ml. Rastvori su

pre injektovanja, filtrirani kroz membranske filtded5um.

LC-MS analiza ekstrakata:

LC-MS analiza polifenolnih jedinjenja je izvrSenaa mMgilent LC/MS System
1260/6130 aparatu (Agilent Technologies, Nekad, koji je opremljen DAD (diode aray
detector) detektorom i masenim detektorom (singladgupole API-ESI mass selective
detector, MSD). Za razdvajanje je k@ée®a Zorbax SB-C18 anatika kolona (250 x 4,6
mm; velina cestica 5 pum). Mobilna faza A je bila 0,1% rastvoramije kiseline u
dejonizovanoj vodi, a kao mobilna faza B je kéeis acetonitril. Primenjen je slefle
gradijent: 0 min -10 % B; 60 min -100% B; 6 min 620 B. Brzina protoka je bila 0,8
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ml/min, a volumen injektovanja 10 pl. Temperatumdoke je bila 25 °C. DAD detektor je

podeSen da snima u opsegu talasnih duzina od 210v38 Podaci za ESI (Electronspray
ionization detector) maseni spektar su snimljennagativnom modu uz nebulizaciju u
prisustvu azota na protoku od 10 mil/min, na priisid 40 psi i na temperaturi od 350 °C.
Kapilarni napon je bio podeSen na 3500 V. Signafirdtonovanih molekula su registrovani
na naponu fragmentora od 100 V. Dodatni fragmansrsmljeni na naponu fragmentora od
170 Vi 250 V. Opseg masa je bio podeSen u raspdril00- 1200 m/z.

Jedinjenja su identifikovana koégnjem elektronske baze podataka masenih spektara
NIST/NBS 05 and Wiley (8 edition), spektralnom analizom (pdemjem UV i NMR
spektara) nakon izolacije jedinjenja i pdeajem sa literaturnim podacima (Grignon Dubois i
Rezzonico, 2013; Subhashini i sar, 2013; Enerstveait, 2016).

5. Izolacija jedinjenja semipreparativnom HPLC hromatografijom

Semipreparativha ekstrakcija je kdée®a za izolaciju dominantnog jedinjenja
detektovanog u DME ekstraktu morske tr&enodosa

Za semipreparativnu hromatografiju kéeg je Agilent LC/MS System 1260/6130
uredaj (Agilent Technologies, Nenika), opremljen autosemplerom i frakcionim kolektaro
Za ekstrakciju je korig&na: kolona Zorbax SB C18 (9,4 x 250 nm, drel cestica 5 pum),
temperature kolone od 25 °C, protok od 3,3 ml/mwipmen injektovanja od 70 ul i DAD
detektor u opsegu talasnih duzina od 210-380 nno Kw®bilna faza A je kor&&na
dejonizovana voda, a acetonitril kao mobilna faza Bradijentu: 0 min- 35% B, 20 min -
100% B, 25 min- 100% B, post time: 5 minuta. Frakcikolektor je bio podeSen da sakuplja
jednu dominantnu frakciju (2- 2,3 min). Prinos jgdnja nakon uparavanja je bio 2,0 mg.

6. LC/MS analiza izolovanog jedinjenja iz ekstraktamorske trave C. nodosa

U cilju identifikacije izolovanog jedinjenja snirelj je maseni spektar visoke
rezolucije éng high resolution mass spectra- HR/MS) na LC-MStrumeentu (Waters
Alliance 2695) spregnutim sa Q-TOFen§. quadrupole/time-of-flight) masenim
spektrometrom (Waters SYNAPT). Eksperimentalni usldati su uTabeli 16.
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Tabela 16.Eksperimentalni uslovi LC/MS metode za identifilgagedinjenja izolovanog iz

morske traveC. nodosa

Eksperimentalni uslovi (LC/MS)

YMC AQ C18 (2x100 mm
veli¢ina ¢estica 3um)

Kolona

Temperatura kolone 30 °C

0,1% rastvor mravlje kiseline {u

Mobilna faza A dejonizovanoj vodi

Mobilna faza B Acetonitril
Brzina protoka mobilne 0.2 mi/min
faze
T 0 . T 0, . T
Gradijent 0- 6% B; 30- 65% B; 40

100% B
Shaga razdvajanja masa 10 000

Lock mass Leuenkefalin
Kolizioni gas Argon
Koliziona energija 15eV

7. NMR analiza izolovanog jedinjenja

Radi identifikacije izolovanog jedinjenja iz morskeave C. nodosa snimljen je
jednodimenzionalni'H NMR spektar €ng nuclear magnetic resonance), kéeigem
magneta od 400 MHz, na instrumentu tipa Avance A0, opremljen 5 mm PABBO BBO
probom. Izolovano jedinjenje je pre analize ragtwor u dimetilsulfoksidu (DMSO).

Konstante kuplovanja (J) su izrazene u Hz a heajgkneranjad) u ppm.
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REZULTATI | DISKUSIJA

U ovoj doktorskoj disertaciji izvrSena je nutritaynhemijska i bioloska karakterizacija
morskih algiH. tuna C. bursa C. barbatai morske traveC. nodosaz Jadranskog mora. 1z
navedenih uzoraka pripremljena su tri ekstrakthlodmetan: metanolni (1:1) (DME), 70%
metanolni (70% Met) i vodeni ekstrakt (AgE), metodbladne maceracije u trajanju od 48

sati.

Dobijeni ekstrakti kori€&eni su za daljain vitro ispitivanja bioloskih aktivnosti
(antioksidativna, citotok&na, antimikrobna i antu-glukozidazna aktivnost) i izvrSena je
njihova hemijska karakterizacija (analiza ukupniblifenola, analiza profila prisutnih

polifenolnih jedinjenja i analiza masnih kiselina).

OsuSeni materijal navedenih uzoraka algi i morskevet korigeni su za dalju
nutritivnu  karakterizaciju (u skladu sa zvamm AOAC metodama) i hemijsku
karakterizaciju (analiza masnih kiselina i steradaaliza aminokiselina, analiza mikro- i

makroelemenata, odtiwanje sadrzajg-glukana).
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1. Hemijska karakterizacija izabranih uzoraka algi i morske

trave

1.1 Sadrzaj ugljenih hidrata, lipida, proteina, celloze i energetska

vrednost izabranih uzoraka algi i morske trave

U izabranim uzorcima algH. tuna C. bursa C. barbatg i morske trave@. nodosa
izvrSena je analiza hemijskog sastava nutrijeriataijje odretivanje sadrzaja: proteina, lipida
i ugljenih hidrata, a uz njih i oddesanje sadrzaja vlage, pepela, celuloze i dijetridkana.
Na slici 7, prikazani su rezultati hemijske analize nutritivikomponenti izabranih uzoraka

algi i morske trave.

Sadrzaj nutritijenata (%) u uzorcima algi i morske trave
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Slika 7. Sadrzaj nutrijenata (%) u izabranim uzorcima @tggituna, C. bursa, C. barbata
morske trave@. nodosa

U izabranim uzorcima algi i morske trave, dokazagegneralno nizak sadrzaj masti (<
7,1%). NajviSi sadrzaj ukupnih lipida identifikovge kod algeC. bursa(7,1%) Sto je
uporedivo sa literaturnim podacima za sadrzaj éipidalgama rod&€odium,koji je izuzetno

varijabilan (7,3- 21,1%) i zavisi od raaglih uslova i podneblja u kojima su alge sakupljane

61



(Xu i sar, 1998). Kod alg€. barbata prijavljen je sadrzaj ukupnih lipida koji se kaet
izmeiu 0,66-0,98% r&nato u odnosu na svezu masu (lvanova i sar, 202\Si u obzir da
je prinos suve mase uzoraka, odabranih algi i neotskve korienih u ovoj disertaciji, bio
oko 10% u odnosu na svezu sirovinu, dobijeni r@zukupnih lipida za alg. barbata
(4,95% u odnosu na suvu materiju), iznosi pribli¥ti495% u odnosu na svezZzu masu, Sto je

neznatno nize u odnosu na rezultat navedenih aut@r@ova i sar (2012).

Sadrzaj proteina, u uzorcima izabranih algi i rkergrave, takde je bio nizak (<
11,5%) u poréenju sa jestivim algama koje se Siroko primenjujishrani, kao Sto je nori
(oko 35% u odnosu na suvu masu) i dulse (oko 47A% mase) (Morgan i sar, 1980; Arasaki
i sar, 1983).

Nasuprot ovoginjenici, zbirni sadrzaj ukupnih ugljenih hidrataeluloze je generalno

visok u svim uzorcima, a kée se od 53,95% kod al@e tunai 87,70% kodC. bursa.

Najveti sadrzaj lipida i ukupnih ugljenih hidrat&l{ka 7) identifikovan je kod zelene
alge C. bursa Sto je u skladu sa najviSom energetskom vredndd90,4 kcal/100 Q)
izracunatom kod navedene alg€apela 17). Najnizi sadrzaj celuloze (18%), kao i najnizi
sadrzaj pepela (9%) je tak®, odréen kod algeC. bursa Sto ovu alguwini najsvarljivijom. U
poreienju sa jestivom algom iz rod2odium(C. tomentosuin algaC. bursaje pokazala w&
sadrzaj ukupnih ugljenih hidrata (69,70%) u odnoawB2,8% odr#enih kodC. tomentosum
(Rodrigues i sar, 2015). Sadrzaj ukupnih masti &loge C. bursa(7,1%) je takde bio viSi
nego kodC. tomentosuni3,6%), ali sadrzaj proteina kdtl bursa(4%) se pokazao ztajno
niZi u poretenju saC. tomentosun(il8,8%) (Rodrigues i sar, 2015).

Imaju¢i u vidu navedene rezultate, zelena dlydursaima najvéu Sansu za primenu

u ishrani, méu svim uzorcima izabranih algi i morske trave.

Tabela 17.Energetska vrednost odabranih uzoraka algi i neorslve

_ Cymodocea _ _ Cystoseira
Naziv uzorka Halimeda tuna Codium bursa
nodosa barbata
Energetska
vrednost (kcal/100 293,16 234,01 490,4 394,85
g suve mase)
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H. tunaje u ispitivanjima pokazala najnizu energetskudaaest (243,01 kcal/100 g),
Sto je u kombinaciji sa visokim sadrzajem celul(&® %) i visokim sadrzajem pepela (30 %)
ne svrstava u grupu algi koje bi bile hranljiveljpale. Uprkos ovoginjenici, postoje navodi,
da algaH. tunaima prijatan ukus u kombinaciji sa solju i¢&@m (Hills-Colinvaux i sar,
1980). Imajui u vidu visok sadrzaj pepela koji ukazuje na visakirzaj minerala, navodi na

razmatranje potencijalne primene ove alge u mineratlijetetskim suplementima.

Morska travaC. nodosge u navedenom ispitivanju imala nisku energetaiadnost
(293,16 kcal/100 g), sa najviSim sadrzajem celuldb86) Sto je ne moze svrstati u nutritivno

vredne namirnice.

1.2. Sadrzaj mikro- i makroelemenata u uzorcima algi morske trave

Visok sadrzaj mineralnih materija u algama i marskravama je generalno visi u
poreienju sa sadrZzajem minerala u tekgstn billkkama (Omar i sar, 2015). Uslovi okoline,
sezona, fizioloSke karakteristike kao i geografpkoeklo morskih biljaka diktira mineralni
sastav ovih vrsta (Keiji i Hori, 1989). Prema pade Ministarstva poljoprivrede SACe(g
United States Department of Agriculture) sadrzaggte u povéu se krée od 5- 10 g/100 g
suve mase, dok se u algama ovaj opsegekoms preko 30 g/100 g suve mase (Sanchez-
Machado i sar, 2004).

Morske trave, imaju interesantan mineralni sasti@eko raznovrsniji od terestiih
biljaka. Immaculate i sar (2018), updneali su mineralni sastav 3 morske tra@modocea
serrulatg Syringodium isoetifolium Halodule uninervis Kod morske traveC. serrulata
sadrZzaj magnezijuma je bio visok (1015 mg/100 gk su kodS. isoetifolium H. uninervis

dominantni minerali bili natrijum i kalcijum.

Mineralni profil algeH. tunadat je naSlici 8, gde se moze videti da je sadrzaj Ca
dominantan u koncentraciji 55125 pg/ginige 61% u odnosu na ukupan mineralni sastav i
5,51% u odnosu na suvu materiju, Sto je &&tiri puta manje nego 22,42 % Ca, u odnosu na
suvu materiju algéd. tuna prijavljeno u radu Biligin i Ertan (2002). Visadadrzaj Ca kod
alge H. tunaje aiekivan, obzirom da je poznato da je ova alga jed@drglavnih tvoraca
sedimenta u tropskim zonama (Johns i Moore, 19B83ustvo depoa kalcijum karbonata u
tkivu talusa algeH. tunacini ovu algu tesko svarljivom za herbivore. Reddsteineralnih
materija u algiH. tunaje sledéi: Ca>Na> K> Mg> P> Si> B> Zn> Bi> Ba> Cr> Cu> Li.

Kod algeH. tunaje takaie prim&eno da je sadrzaj strncijuma (Sr) trideset putamego kod

63



morske traveC. nodosai cetrdesetosam puta dienego kod C. bursa Visok stepen
akumulacije Sr kodH. tunamoze se objasniti visokim sadrzajem G#njenicom da Sr ima
visok afinitet za plazma membranske transporteri€ z€a (JureSa i Blanusa, 2003; Fukuda i
sar, 2014; Burger i Lichtscheidl, 2019).

Ca se generalno u algama nalazi u proseku od 4uk8 materije. Imajéu u vidu
pros€nu kolicinu od 8 g suve materije algi u porciji, to bi gealro zngilo unos od 560 mg
Ca. Imaj¢i u vidu dobru iskoristljivost Ca iz algi, u kojimse Ca nalazi u obliku fosfata, i
¢injenicu da je prepotieni dnevni unos Ca iznda 800 i 1000 mg, alge predstavijaju

zn&ajan izvor ovog mineral u ishrani (Kumar i sar, 800

Sadrzaj mikro- i makroelemenata (pug/g), Halimeda tuna

Ti, 0, 0% Hg, 47, 0% 1Ag,0,0% | {8,110, 0% —— Bi, 32, 0%

Mg, 1393,
2%

-IVIn,0,0%

Slika 8. Sadrzaj mikro- i makroelemenaiay(g) identifikovan kod algél. tuna
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Kod uzorakaC. nodosaC. bursa i C. barbatasadrzaj kalijuma kao makroelementa je
na prvom mestu i kée se od 17515 pg/g do 42420 pg/g. Opadagdosled koncentracija
minerala kodC. nodosa C. bursaje bio sledé: K> Na> Mg> Ca> P>Si> Zn> Bi> Ba> Cr>
Cu> Li (Slika 9 i Slika 10). Kod braon algeC. barbataredosled koncentracija minerala u
uzorku je bio: K> Na> P> Si> Mg> Bi> In> Zn> Ba> Adok je sadrzaj Ca bio ispod limita
detekcije Slika 11).

Sadrzaj mikro- i makroelemenata (ug/g), Cymodocea nodosa

B3 27|

— [z

Slika 9. Sadrzaj mikro- i makroelemenaiay(g) identifikovan kod morske tray& nodosa

U rezultatima Kolsi i sar (2016) kod morske tra€e nodosa Ca i Mg bili su
dominantni (7000,38 = 0,48 pg /100 g i 3412,53 860,Lg /100 g, respektivno), dok su u
nasSim rezultatima, kod iste morske trave dominamimierali bili K i Na (17515 pg/g i 12051
Ka/g, respektivno).
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_ Sadriaj mikro- i makroelemenata (pg/g), Codium bursa ),
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Slika 10. Sadrzaj mikro- i makroelemenaigg(g) identifikovan kod alg€. bursa

Sadrzaj mikro- i makroelemenata (pg/g), Cystoseira barbata

g 2]

Slika 11. SadrZzaj mikro- i makroelemenatgg(g) identifikovan kod alg€. barbata
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Sadrzaj fosfora kod alg€. barbataje bio najviSi u poréenju sa ostalim ispitivanim
uzorcima (15990 ug/g). Fosfor u algama postoji keganski vezan (u vidu monoestara i
diestara) i neorganski vezan (u obliku ortofosfaiaofosfata). Glavni oblik prisutnog fosfora
u algama je organski monoestgrglicerofosfat, detektovan u koncentraciji od 22,&P6
odnosu na ukupan fosfor (Feng i sar, 2019). Inatte® je da je glavni izvor fosfora u
namirnicama zapravo poreklom iz fosfatnih konzeasan koji su sami po sebi Stetni,
pogotovu kod pacijenata sa renalnim oboljenjimdl§&un i sar, 2007), pa bi se koristan izvor

fosfora mogao potraziti u morskim organizmima.

Prema Ametikoj asocijaciji za kardiovaskularne boles&nfy American Heart
Association) odnos Na/K je izuzetno vazan u tretamaipertenzije. Kod algC. bursa C.
barbata i morske traveC. nodosa ovaj odnos je bio nizak, Sto ukazuje na potehmja

ukljucivanje ovih algi u ishranu pacijenata sa visokimrnkm pritiskom {Tabela 18.

Tabela 18.0dnos Na/K u uzorcima algi i morske trave

Halimeda tuna  Cystoseira barbata Cymodocea nodos: Codium bursa

Na/K 3,42 0,46 0,69 0,43

U Pravilniku o maksimalnim kalinama odrdenih kontaminenata u hrani (“Sluzbeni
glasnik RS, broj 81/19) nisu jasno definisane efare vrednosti za maksimalno dozvoljene
kolicine teskih metala u morskim algama,dease radi komentarisanja rezultata prikazanih u
ovoj disertaciji za sadrzaj zive (Hg) i olova (Pkdyristiti referentne vrednosti date za meso

riba i proizvode ribarstva.

Maksimalan dozvoljeni sadrzaj Hg u proizvodima rdtea i mesu riba prema gore
navedenom Pravilniku je 0,5 mg/kg vlazne mase. Bizewbzir prinos suve materije nakon
suSenja vlazne mase algi i morske trave od 10%Zajpdg u nasSim uzorcima se keeod 3,4
mg/kg vlazne maseC( bursg do 38 mg/kg vlazne mas€.(barbatg Sto je zn&ajno viSe u

poreienju sa referentnom vredrdeSdatom u PravilnikuSlike 8-17).

Dozvoljeni sadrzaj Pb u mesu riba je u Pravilnilafimlsan kao 0,30 mg/kg vlazne
mase, a u nasim uzorcima se kretao od 1,1 mg/kinelanase(. barbatai H. tung do 5

mg/kg vlazne mase kdd. bursa(Slike 8-11).
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Visoke vrednosti Hg i Pb u ispitivanim uzorcimazabrinjavajée i ukazuju na visok

stepen kontaminacije sredine i ekosistema Jadrgnskoa.

Takade, visok sadrzaj stroncijuma (Sr) koji je odiea u ovoj disertaciji (387- 18492
pno/kg suve materije) taldle ukazuje na visok stepen zdgaosti Jadranskog mora, Sto se
mora imati na umu ukoliko bi se navedeni uzorcipddatisali u industriji Zivotnih namirnica
(Burger i Lichtscheidl, 2019).

1.3. Sadrzaj dijetnih vlakanau uzorcima algi i morske trave

Dokazano je da su morske alge &jan izvor dijetnih vlakana, nda kojima dominira

sadrzaj rastvornih dijetnih vlakana (Lahaye, 1991).

Rastvorna dijetna vlakna imaju ulogu prebiotikaygg@vaju oséaj sitosti, mogu da
budu korisna u redukciji telesne mase, smanjujuk rizd kardiovaskularnih oboljenja,
preveniraju razvoj kancera kolona i povoljno delujprevenciji konstipacije (Dreher, 1987;
Ye i sar, 2015). Rastvorna dijetna vlakna, tikoimaju i hipoholesterolemijsku i
hipoglikemijsku ulogu (Mabeau i sar, 1993). Nerasta dijetna vlakna su metahii
inertna, ne rastvaraju se u vodi, ali zato imajossppnost bubrenja, mogu biti prebiotici i da
fermentiSu u debelom crevu. Nabubrela vlakna ol#sa pokretanje sadrzaja kroz
gastrointestinalni trakt, olakSavajudefekaciju. SDF (pektin, guar guma i sl.), imaju
sposobnost rastvaranja u vodi, a u kolonu, brzendetiSu u gasove i druge bioaktivne

proizvode.

Ovo su prvi rezultati odigvanja sadrzaja dijetnih vlakana u uzorcima algigtom
iz Jadranskog mora. U paenju sa sadrzajem dijetnih vlakana u uzorcima\#sinorskih
algi sa obal&ilea (Ortiz i sar, 2006), kao $to &liva lactucai Durvillaea antarctica algaC.
bursa je pokazala w@ sadrzaj SDF (35,85% u odnosu na 27,2 = 1,2% Vv 27,1,2%,
respektivno) i nizi sadrzaj IDF (30% u odonosu 82833t 0,3% i 47,7 + 0,3%, respektivno)

Sto ide u prilog njenoj potencijalnoj primeni utiahi.

NajvisSi sadrzaj SDF, nael ispitivanim uzorcima algi i morske trave, dokazarkod
algeC. bursa(35,85%) Sto je prikazano i&ici 12
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Ukupna dijetna vlakna (TDF) (%)= SDF (%) + IDF (%)
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Slika 12. Sadrzaj ukupnih, rastvornih (SDF) i nerastvornilfetdih viakana (IDF) u
izabranim uzorcima aldil. tuna, C. bursa, C. barbatamorske trave@. nodosa

Kod C. barbataje dokazan naj\@ sadrzaj ukupnih dijetnih viakana (70,05%) i najvi
sadrzaj IDF u pox@enju sa svim ispitivanim uzorcima (58,95%).

Kod algeH. tuna sadrzaj IDF je bio 10 puta éienego sadrzaj SDF.

Pokazani su povoljni zdravstveni efekti dijetnirakéna u tretmanu dijabetesa, jer
poveavaju osetljivost tkiva na insulin (Li i Uppal, 200 Dijetna vlakna takie imaju
sposobnost smanjenja rizika od kardiovaskularnitoljebja, gojaznosti, dislipidemije,

hipertenzije i inflamacije udruzene sa metatioin sindromom (Galisteo i sar, 2008).

1.4. Sadrzaj masnih kiselinai uzorcima algi i morske trave

Alge i morske trave, generalno nisu bogate lipiditdarkos tome, brojni istraziva
su u algama i morskim travama pokazali visok sgdptdinezastenih masnih kiselina
(PUFA) koje imaju niz povoljnih zdravstvenih efekgKumari i sar, 2010).

U svim ispitivanim uzorcima palmitinska kiselina (&0) je dokazana u najviSoj
koncentraciji Tabela 19. Miristinska (C14:0) i stearinska kiselina (C18%u dokazane u
svim ispitivanim uzorcima. M& mononezasenim masnim kiselinama (MUFA),

69



najzastupljenija je bila oleinska kiselina (C18:® ais) u svim ispitivanim uzorcima, a najvisi
sadrzaj oleinske kiseline je detektovan kod motskee C. nodosa12,768 mg/g). Navedeni
rezultati su u skladu sa rezultatima Xu i sar ()998ji su u uzorcima algi rod€odium

pokazali da su najzastupljenije masne kiseline pgémitinska, oleinskaa-linolenska masna

kiselina.

NajviSi sadrzaj polinezasenih masnih kiselina (PUFA) rde ispitivanim uzorcima
algi i morske trave je pokazan kod morske tr@veodosg7,157 mg/qg).

Svi testrani uzorci sadrze zZf@gnu kolcinu omega-3 masnih kiselina kao Stode
linolenska kiselina (ALA) u Sirokom opsegu koncewtja od 0,029 do 3,291 mg/g. Za masne
kiseline kao Sto sw-linolenska kiselina, eikozapentaenska (EPA) i aelteksaenska
kiselina (DHA) je dokazano da imaju zastitnu ulogd kardiovaskularnih oboljenja
(Wijendran i Hayes, 2004). Interesantno je da jrZg a-linolenske kiseline pokazan kod
morske traveC. nodosg3,291 mg/g tj. 0,33%) viSi nego sadrzaj iste mdsseline prijavljen
kod jestive alge nori (0,23 %) (Sanchez-Machadarj 8004). Takée, u radu Jeevitha i sar
(2013) kod kojih je izméu 4 ispitivane vrste morskih trav&yringodium isoetifolium
pokazala najbogatiji profil masnih kiselina, na®mak morske trav€. nodosge pokazala do
3 puta véi sadrzaj oleinske (12,768 mg/g u odnosu na 4,)igialmitinske (11,580 mg/g u
odnosu na 4,5 mg/g) masne kiseline.

C. barbata C. nodosa C. bursasadrze neparne masne kiseliaadg odd chain fatty
acids), tj. masne kiseline sa neparnim brojem @atckao Sto su heptadekanska (C 17:0) i
pentadekanska kiselina (C 15:0), a istraZivanjpait@azala vezu izn@ ovih masnih kiselina

I smanjenog rizika od kardiovaskularnih i metatiah oboljenja (Jenkins i sar, 2015).

Najzastupljenija masna kiselina den-6 masnim kiselinama, u ispitivanim uzorcima
je bila linolna kiselina (C 18:2 n-6), za koju jezmato da je jedna od glavnih masnih kiselina
koja reguliSe nivo LDL €ng low density lipoproteins) holesterola u humanorganizmu
(Wijendran i Hayes, 2004).
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Tabela 19 Sadrzaj masnih kiselina u odabranim uzorcimaiatgprske trave (mg/g)

Masna kiselina, Halimeda Cystoseira Cymodocea Codium
mg/g tuna barbata nodosa bursa
C 12:.0 0 0 0,137 0
C 14.0 0,171 0,741 0,466 0,316
C 15:0 0 0,068 0,148 0,037
C 16:0 0,717 6,376 11,580 3,638
C17:.0 0 0,050 0,193 0
C 18:.0 0,146 0,471 1,071 0,736
C 20:0 0 0,064 0 0
C 22:.0 0 0,089 0,326 0,187
C 23.0 0 0 0,209 0
C 24:.0 0,019 0 0,306 0
> SFA 1,053 7,859 14,436 4,914
C 16:1 0,056 0,452 0 0,227
C 18:1 n-Xis 0,070 2,170 12,768 0,895
C 18:1 n-9rans 0,085 0 0 0
> MUFA 0,211 2,622 12,768 1,122
C 18:2n-6 0,138 0,355 3,866 0
C 18:2 n-9rans 0,085 0 0 0
C 18:3n-3 0,029 0,272 3,291 0,240
> PUFA 0,167 0,627 7,157 0,490
PUFA/SFA 0,159 0,080 0,496 0,100




1.5. Sadrzaj sterolau uzorcima algi i morske trave

Steroli predstavljaju vaznu komponentu membranexeotskih celija. Imaju ulogu u

kontroli membranske propustljivosti i &ti na viskozitetelijske membrane (Piironen i sar,

2000). Sadrzaj sterola, identifikovanih u izabraninorcima algi i morske trave prikazan je u

Tabeli 20.

Tabela 20.Sadrzaj sterola u izabranim uzorcima algi i moits&ee (1g/g)

Sterol, ng/g Halimeda tuna Cystosaira Cymodocea Codium bursa
barbata nodosa
[-Sitosterol 73,90 + 0,08 0 5,70+ 0,03 95,21+ 0,16
[-Stigmasterol 0 0 6,04 £ 0,08 0
Fukosterol 0 21,76 £0,1 0 0
Kampesterol 3,78 +0,12 0 0 0

Broj nezavisnih eksperimenata n=2. Rezultati skgaani kao srednja vrednost + standardna

devijacija

Kod mrke algeC. barbata fukosterol Slika 13) je detektovan u koncentraciji od

21,76 = 0,1ug/g (Tabela 20. Prisustvo fukosterola u mrkim algama prvi je dolentovao

Patterson (1971). Relativho nizak sadrzaj fukosiernoZze se pripisati sezoni u kojoj su

uzorci sakupljani (jul), Sto je u skladu sa istvatijem Boulom i sar (2014), koji su prijavili

da fukosterol i 24-metilenholesterol pokazuju jakeoke vrednosti u algama u zimskom

periodu, verovatno kao prirodni mehanizam zastite raskih temperatura. Znajno

smanjenje 24-metilenholesterola i fukosterola jentfikovano u letnjem periodu (Boulom i

sar, 2014). Ispitivanja Honya i sar (1994), podezasmjenicu varijabilnog sadrzaja

fukosterola u mrkim algamaSéccharina japonica koji dostize maksimalni sadrzaj u

zimskim mesecima. Fukosterol je pokazao brojne oBi@ aktivnosti

kao Sto su:

antikancerogena, antioksidativna, antihiperglikekaj aktivnost u snizenju nivoa holesterola

i aktivnost u prevenciji venske tromboze (Abduar,s2016).
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Slika 13. Fukosterol, sterol identifikovan kod mrke alggstoseira barbata

Sadrzaj sterola, prijavljen u zelenim algama je @laksniji i razlikuje se zn&jno u
poreienju sa drugim vrstama algi (Patterson, 1997). &ispitivane zelene algéi(tunai C.
bursg nalena je zn&jna koltina p-sitosterola $lika 14). Poznato je dags-sitosterol
smanjuje rizik od benigne hiperplazije prostate,imi@ ulogu u prevenciji kolorektalnog
karcinoma i stanih oboljenja, kao i ulogu regulaciji imunskog tema, u tretmanu
tuberkuloze, hiperholesterolemije, reumatoidnogitesd i cervikalnog kancera (Saeidnia,
2014).

HO

Slika 14.p-sitosterol, sterol identifikovan kod zelenih algpdium bursaHalimeda

tunai morske traveCymodocea nodosa
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Kampesterol je detektovan u veoma maloj koncenir@;v8 + 0,12ug/g) kod algeH.
tuna Postoje brojna istrazivanja koja ukazuju na tgelibioloSke aktivnosti kampesterola, a
najzna&ajnije su snizavanje nivoa holesterola i antikaogeni efekat (Choi i sar, 2007).

Morska travaC. nodosasadrzis-sitosterol if-stigmasterol u koncentracijama od 5,70
+ 0,03 i 6,04 + 0,080/g, respektivno. Dobijeni rezultati se slazu seaidvanjem Gillan i sar
(1984), koji su ispitivali razéite vrste morskih trava i pokazali da gesitosterol ip-
stigmasterol nalaze u koncentraciji od 60-90% wegeEmju sa drugim prisutnim sterolimé.
Stigmasterol je dobro poznat kao prekursor kortidwasda i seksualnih hormona (androgena i
estrogena), ali i prekursor u sintezi vitamina(Raur i sar, 2011). Mnogi n&aici ukazuju na
zn&ajne bioloSke aktivnostp-stigmasterola, kao Sto su: citotaksdst, hipoglikemijska
aktivnost, antimutagena, antihiperholesterolemijskanti-inflamatorna, antioksidativna

aktivnost, kao i povoljan uticaj na funkcije CNSKkaur i sar, 2011).

1.6. Sadrzajf-glukana u uzorcima algi i morske trave

Najvisi nivo p-glukana pronden je kod morske trav€. nodosa(13,04 + 0,42 g/100
0), a najnizi sadrzaf-glukana je utwten kod zelene alg€. bursa(2,43 + 0,23 g/100 Q)
(Slika 15). Bobadilla i sar (2013), kod algeurvillaea antarcticaustanovili su zn&jnu
imunomodulatornu aktivnost zbog visokog sadrzaj116/4-D-glukana (4-15 g/100 g). U
ovom istrazivanjuC. barbataje pokazala zri@jan sadrzaf-glukana (5,8 £ 0,31 g/100 g),
kao i C. nodosa(13,04 = 0,42 g/100 g), pa bismo na osnovu ovitultata mogli da
pretpostavimo da navedena dva uzorka mogu da éspmii@ajnu imonomodulatornu

aktivnost.

Pored uloge u regulaciji imunitetg;glukani mogu imati ulogu u snizavanju nivoa

holesterola u serumu (Davidson i sar, 1991).

Laminarin (1,38-D-glukan) je najviSe praiavan polisaharid, izolovan iz mrkih algi,
koji je prvenstveno energetska rezerva, lokalizavatelijskim vakuolama algi (Burtin i sar,
2003). Literaturni podaci ukazuju da upotreba mrélgi (Laminarig) u ishrani pozitivho
utice na prevenciju razvoja karcinoma dojke, preko hkexanehanizama, a jedan od njih se
pripisuje prisustvu 1,8-D-glukana, koji imaju sposobnost ubrzavanja enkenaktivnosti

fekalne flore, prcemu dolazi do stimulacije imunog odgovora (Tea82)9
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Sadrzaj a- i B-glukana u izabranim uzorcima (g/100 g)

Codium bursa C ystosen a barbata alimeda tuna Cymodocea nodosa

16
14
12
10

=T L = T = <]

ma-glukani  mp-glukani

Slika 15. Graficki prikaz sadrzaja- i f-glukana u izabranim uzorcima ald¢i.(tuna, C.
bursa, C. barbatpi morske trave@. nodosa

1.7. Sadrzaj slobodnih aminokiselinal uzorcima algi i morske trave

Slobodne aminokiseline nisu detektovane u lioftlma ispitivanih uzoraka, osim kod
zelene algeH. tung gde su identifikovane jedino L-asparaginska kisei L-glutaminska

kiselina u veoma malom procentu.

U radu Tsekos i sar (1975), koji su ispitivali 3%ta morskih algi sa teritorije Gee,
zakljwili su da sadrzaj slobodnih aminokiselina u alggaie varijabilan, da ne zavisi od
podneblja i sezone, nego da rezultati generalnessgaad ubiranja reprezentativhog uzorka
(Tsekos i sar, 1975). U navedenom radu je ispitivaadrzaj slobodnih aminokiselina kod
algeH. tunai pokazano je prisustvo sladle aminokiselina: Ala> Glu >Gly> Lys> Cys> Arg.
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2. Hemijska i bioloSka karakterizacija ekstrakata dgi i morske

trave

2.1 Kvalitativna i kvanititativna analiza masnih kiselina u ekstraktima algi

I morske trave

Sadrzaj masnih kiselina u algama je varijabilamadgtavlja indikator filogenetskog
razvoja 1 troftke strukture morskih organizama, pa je od izuzetaogaja za bioloSka

istrazivanja morskog ekosistema (Graeve i sar, 002

Pored izraZzene energetske vrednosti i esencijatnagpja u ishrani ljudi i Zivotinja,

masne kiseline su pokazale i brojne bioloSke akstin

Arahidonska kiselina (C 20:4, n-6), esencijalnamaasiselina u humanom organizmu
je zn&ajna kao prekurskor eikozanoida, za koje je pozdatomaju zn&jne funkcije kao Sto
su: regulacija vaskularne homeostaze, zastita igastrmukoze, agregacija trombocita,
regulacija imunopatoloSkih procesa (remodelovakipat kancer, astma, reumatoidni artritis i
autoimune bolesti) (Smith, 1989; Harizi i sar, 2008

Medu svim ispitivanim DME ekstraktima algi i morskeve, najzastupljenija masna
kiselina bila je palmitinska (C16:0) u opsegu 0d4296 do 32,6% Tabela 2J). Oleinska
kiselina (C18:1 n-9) je po sadrzaju na drugom mestypsegu 6,04% do 21,23%. Najve
sadrzaj n-3 masnih kiselina je identifikovan kodreke traveC. nodosa(a-linolenska
kiselina, 27,11%), kao i najviSi nivo PUFA (44,71%)

Za PUFA je poznato da imaju brojne zdravstvenetefeknajznéajnija su saznanja o
smanjenju rizika od kardiovaskularnih i inflamatidrioboljenja, kao i poboljSanje cerebralne
i mentalne funkcije (Ruxton i sar, 2007). Visok mi8FA u hrani je direktan faktor rizika za
poveanje ukupog holesterola i LDL holesterola (eng. ldansity cholesterol) u serumu.
Zamena od 3% SFA u ishrani poénoPUFA ili MUFA snizava nivo LDL holesterola za 2%
(Sanders, 2013). 1z navedenog razloga odnos PURBAIBHRrebalo da bude Sto nizi (< 1)
kako bi se namirnica smatrala korisnom za primenishwani pacijenata sa rizikom od

kardiovaskularnih oboljenja i mozdanog udara (Yamsar, 1994).

DME ekstrakt zelene alge. bursaje imao najnizi sadrzaj zg&sinih masnih kiselina u
poreienju sa drugim DME ekstraktima (34,92%) i dobar asdliPUFA/SFA (0,97), Sto

ponovo ide u prilog naj\@m potencijalu ove alge za primenu u ishrani.
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U DME ekstraktu zelene algeH. tuna identifikovan je najvé sadrzaj
dokozaheksaenske (DHA, C22:6 n-3) i eikozapentae(BRA, C 20:5 n-3) masne kiseline
(2,83 % i 4,97%). Poznato je da EPA i DHA poreklamriba, mogu da smanje rizik od
fatalne koronarne bolesti (Mozaffarian, 2008) idtektalnog karcinoma (Roynette i sar,
2004).

Najzastupljenija n-6 masna kiselina u ispitivanigorcima je linolna kiselina (C18:2
n-6) koja je identifikovana u svim ispitivanim ekattima u opsegu od 5,28% do 17,6%.
Linolna kiselina je jedna od glavnih masnih kisalikoja reguliSe metabolizam lipoproteina
niske gustine (LDL-c), smanjujusintezu LDL-c i ubrzavaji njihov klirens (Wijendran i
sar, 2004). Linolna kiselina tate moze da povea osetljivost tkiva na insulin, poseduje
antimikrobnu aktivnost i citotok&nu aktivnost protiv HeL&elijske linije tumora (Sagar i sar,
1992).

Razmatrajai profil masnih kiselina kod mrke algé. barbatauoteno je prisustvo
neparnih masnih kiselina kao sto su C15:0 i Clzalkoje je ututeno da smanjuju rizik od
kardiovaskularnih oboljenja (Jenkins i sar, 20IFkade, najbolji odnos PUFA/SFA (0,64)
je pokazan kod alg€. barbata
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Tabela 21. Sadrzaj masnih kiselina u DME ekstraktima odalbraaigi i morske trave

(izrazene kao % masne kiseline u ekstraktu)

Masne kiseline, % u DME H. tuna C.barbata  C. nodosa C. bursa
C 14:.0 7,72 7,63 2,38 1,87
C 15:.0 énd 0,3 and énd
C 16:0 32,6 29,41 33,11 32,07
C17.0 7,24 énd énd énd
C 18:.0 0,7 1,2 2,85 0,98
C 20:0 énd énd and énd
C 22:.0 0,79 7,06 and nd
Y SFA 49,05 45,6 38,34 34,92
C14:1 0,4 0,57 and 0,79
C 151 énd 0,87 and énd
Cc1i6:1 3,31 3,66 5,66 1,14
cir1 1,53 “nd “nd 3,9
C 18:1 n-Xis 10,97 15,37 6,04 21,23
C 18:1 n-Yrans “nd 0,84 “nd “nd
C 20:1 énd “nd “nd “nd
C22:1n-9 1,67 1,26 1,79 1,98
C24:1 2,38 0,77 1,58 0,38
> MUFA 20,26 23,34 15,07 29,42
C 18:2 n-6cis 13,63 5,28 17,6 15,32
C 18:2 n-@&rans 0,4 énd and énd
C 18:3 n-6 0,75 0,8 and 1,92
C 18:3n-3 3,15 6,55 27,11 9,72
C 20:2 0,6 énd and énd
C 20:4 n-6 3,76 12,44 and 6,77
C 20:5n-3 4,97 3,24 @nd énd
C 22:2 0,61 0,75 and énd
C 22:6 n-3 2,83 0,32 and énd
> PUFA 32,3 29,38 44,71 33,73
PUFA/SFA 0,66 0,64 1,16 0,97
n-6 18,54 18,52 17,6 24,1
n-3 7,8 10,11 27,11 9,72

2nd — nije detektovano
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GC hromatogrami masnih kiselina DME ekstrakata cal@h algi i morske trave su
dati na slikama ispods{ike 16-19.
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Slika 16.GC hromatogram DME ekstrakta alGebursa,analiza masnih kiselina
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Slika 17.GC hromatogram DME ekstrakta al§enodosaanaliza masnih kiselina
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Slika 19.GC hromatogram DME ekstrakta algetuna,analiza masnih kiselina
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2.2. Antioksidativha aktivnost i sadrzaj polifenola u ekstraktima algi i

morske trave

Za ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakalgi i morske trave kowgn je test
neutralizacije DPPH radikala, a sadrzaj polifenokekstraktima je okarakterisan metodom po

Folin Ciocalteu.

Najbolju in vitro antiradikalsku aktivnost pokazao je DME ekstrakirske traveC.
nodosa (ICsp = 112,73 £ 2,051ug/ml) Sto je u skladu sa najviSim sadrzajem ukupnih
polifenola, 37,82 + 1,239 GA/mg DME (Tabela 22. C. nodosaje prepoznata kao dobar
izvor fenolkarboksilnih kiselina, koje poseduju aksi antioksidativhu aktivnost (Grignon
Dubois i Rezzonico, 2013), Sto najverovatnije iadipjava dobijeni rezultat (Kuda i sar,
2014).

C. barbataDME je takale pokazao visoku antiradikalsku aktivhostsg& 367,21 +
3,621 ug/ml) sa sadrzajem polifenola od 14,94 + Q@ GA/mg DME. Slabu aktivnost u
DPPH testu pokazali su DME ekstrakti atgjituna(ICso = 839,44 + 5,482g/ml) i C. bursa
(ICs0=1369,72 + 7,35ig/ml) sa niskim sadrzajem ukupnih polifenola.

Tabela 22.In vitro antioksidativna aktivnost (neutralizacija DPPHikath) i ukupan sadrzaj

polifenola u DME ekstraktu algi i morske trave

DPPH test Sadrzaj polifenofa
Uzorak
ICs0%, pg/ml (wvg GA/mg DME)
Cymodocea
112,73 + 2,051 37,82 +1,23
nodosa
Cystoseira
367,21 + 3,621 14,94 + 0,6
barbata
Halimeda tuna 839,44 + 5,482 9,03+0,4
Codium bursa 1369,72 + 7,351 7,43 +0,02

4Cso - vrednosti su prikazane kao srednja vrednost o&f@iena iz rezultata DPPH testa u
3 nezavisna merenja

b_ vrednosti sadrzaja ukupnih polifenola su prikazeae srednja vrednost + SD odema iz
rezultata DPPH testa u 3 nezavisna merenja.
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Neutralizacija DPPH radikala ispitivana je i na 708t i AQE ekstraktima odabranih
algi i morske trave. Navedeni ekstrakti nisu pokazatioksidativhu aktivnost u testu

neutralizacije DPPH radikala u koncentacijama niaohi.000 pg/ml.

Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u 70% MetEAQE, metodom po Folin
Ciocalteu dat je Tabeli 23.

Tabela 23 Sadarzaj ukupnih polifenola u 70%Met i Ag)(GA/mg DME)

Sadrzaj polifenola* L
Sadrzaj polifenola*
Uzorak (rg GA/mg 70% (g GAIMg AGE)
m
MetE) ng g Aq

Cymodocea nodosa 10,2 5,2
Cystoseira barbata 3,7 11,2
Halimeda tuna 7,7 17,5
Codium bursa 1,8 2,6

* vrednosti sadrzaja ukupnih polifenola su prikez&ao srednja vrednost + SD odieea iz
rezultata DPPH testa u 3 nezavisna merenja

Sadrzaj ukupnih polifenola u DME ekstraktima odaiitaalgi i morske trave je
generalno bio w@& u poreienju sa ostalim ispitivanim ekstraktima. Jedinizetak je vodeni
(AQE) ekstrakiH. tunakoji je pokazao skoro dvostrukodresadrzaj ukupnih polifenola nego
DME ekstraktH. tuna

2.3. Antimikrobna aktivnost ekstrakata algi i morske trave

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti izvrSeno je s\a tri pripremljena ekstrakta (DME,

70%Met, AgE). 70% Met i AgE nisu pokazali antimikra aktivnost u sprovedenom testu.

DME ekstraktiH. tunai C. barbatasu ispoljile najbolju antimikrobnu aktivnost pnoti
bakterijskog sojd. subtilis(MIC 100 ug/ml). C. albicansi S. aureussu takade bile osetljive
na DME ekstrakH. tuna (Tabela 24. Otkrice diterpenskog aldehida, halitunatlika 5),
koji je ispoljio antivirotsku aktivnost protiv meg korona virusa (Harada i Kamei, 1997),
zajedno sa literaturnim dokazima o antibakterijskantifungalnoj aktivnosti dietiletarskog
ekstraktaH. tuna protiv S. aureusB. subtilis E. coli i C. albicans ukazuje daH. tuna
poseduje veliki antimikrobni potencijal mheispitivanim algama (Mtolera i Semesi, 1996).
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Svi ispitivani uzorci ispoljavaju zgajnu antifungalnu aktivnost protiv soja gljivi€e
albicans a C. barbataje bila najaktivnija u navedenom ispitivanju (MEZDO pg/ml). C.
barbataje takate pokazala najbolju antibakterijsku aktivhost (MIG0 pg/ml) zaS. aureus
B. subtilis (MIC 100 ug/ml). IstraZzivanja usmerena ka otkrivanju aktivrsbpstanci koje
ispoljavaju antimikrobnu aktivnost sugeriSu da addi (Na-alginat i Mg-alginat) mogu biti
odgovorni za antimikrobnu aktivnost alg€. barbata protiv Staphylococcus sp.
Streptococcus sp.Klebsiela sp (Badea i sar, 2009). Isparljive komponente ididavane
kod alge C. barbata kao Sto su dokozan i tetratriakontan, nisu podkazana&ajnu

antimikrobnu aktivnost (Ozdemir i sar, 2006).

Tabela 24.Antimikrobna aktivnost DME ekstrakata izabranigialmorske trave

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC), pg/ml
Uzorak
Escherichia  Staphylococcus  Bacillus  Enterococcus Candida
coli aureus subtillis faecalis albicans
Cymodocea nd 200 nd nd 400
nodosa
Cystoseira ang 100 100 nd 200
barbata
Halimeda tuna and 800 100 nd 400
Codium bursa and 400 200 nd 400

and —eng non demonstrated (nije pokazana antimikrobna/asit)

DME ekstrakt morske trav€. nodosaje pokazao znmjnu antibakterijsku aktivnost
protiv bakterijeS. aureugMIC 200 ug/ml). Nas rezultat je u skladu sa istrazivanjekome
je pokazano su diarilheptanoidi, izolovani iz mastaveC. nodosapokazali antibakterijsku
aktivnost protiv multi rezistentnih patogena kao sSuS. aureusMycobacterium phlgiM.

smegmatis M. fortuitum(Kontiza i sar, 2008).

DME ekstraktC. bursaje pokazao nesto slabiju antibakterijsku aktivnogioreienju
sa drugim ispitivanim uzorcima, a antifungalna akbist protivC. albicansje bila ista kao i
kod DME ekstrakatH. tuna i C. nodosau navedenom ispitivanju (MIC 40Qg/ml).
Pretragom literature, utéeno je da u par ispitivanja radtih ekstrakata algeC. bursa
navedena alga nije pokazala nikakvu antimikrobituantifungalnu aktivnost (Salvador i sar,
2007; Ibtissam i sar, 2009).
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2.4. Citotoksina aktivnost ekstrakata algi i morske trave

H. tuna je pokazala najbolju citotoksiu aktivnost prema LS174¢elijama
kolorektalnog karcinoma, i visoku citotoksu aktivnost na Hela,elije humanog
cervikalnog karcinomaTabela 29. Svetska zdravstvena organizacija (eng. WorldltHea
Organization, WHO) je objavila da EPA i DHA u komhctiji, smanjuju rizik od
kolorektalnog kancera i smanjuju rizik od raka @oj¥/olpato i Hull, 2018). UzevSi u obzir
preventivnu ulogu EPA i DHA, koje su identifikovaneDME ekstraktu algél. tung kao i
ispoljenu citotoksinu aktivnost navedenog ekstrakta, trebalo bi n#stdalja istrazivanja
antikancerskog potencijala alg¢ tuna Kurt i sar, 2014, takie su pokazali citotok&nu

aktivnost algeH. tunana MCF-7¢elijsku liniju kancera (Kurt i sar, 2014).

Tabela 25 Koncentracije DME ekstrakata izabranih algi i ska& trave koji izazivaju
prezivljavanje 50% HelLa, LS174 i K562 maligréélija i MRC5 normalniktelija (izrazeno
kao 1Gso (g/ml))

IC 502 (ug/ml)
Uzorak
HelLa LS174 K562 MRC5
Cymodocea
13,28 + 0,39 62,09 +1,24 19,64 + 1,55 >200
nodosa
Cystosaira 22,85 + 1,36 66,51 + 0,92 36,27 + 2.41 >200
barbata
Halimeda tuna 17,92 + 1,54 25,34 + 2,37 29,563 +1,29 >200
Codium bursa 57,42 + 1,73 88,52 + 1,43 75,29 + 1,42 >200
cis-DDP 0,83+0,19 2,58 +0,16 3,21 +0,41 13,21 + 0,37

21Cso vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SBdeda iz rezultata MTT testa u tri
nezavisna eksperimenta

C. barbata pokazala je dobru citotoksiu aktivnost, pogotovu protiv HelLa i K562

celijske linije u navedenom MTT testu. Napominjema @. barbata sadrzi pigment

fukoksantin za koga je pokazano da ispoljava amtitisku, antimikrobnu i antioksidativnu
aktivnost (D’Orazio i sar, 2012).

Dobijeni podaci ukazuju da DME ekstrakt morske ¢r@v nodosapokazuje zn&jnu
citotoksinu aktivnost na HelLa (o= 13,28 £+ 0,39 pg/ml) i K562 (Ko= 19,64 + 1,55 pg/ml)
¢elijama. Kontiza i sar (2005), dokazali su da dieptanoidi identifikovani u morskoj travi

C. nodosa(cimodienol i cimodien) pokazuju z¥gnu citotoksinu aktivnost protiv dve
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¢elijske linije karcinoma plkéa (Kontiza i sar, 2005). NajviSi sadrzaj linolnsdline (17,6%)
u DME ekstraktu morske trav€. nodosa takaie moze da objasni visoku citoto&si
aktivnost navedenog ekstrakta protiv Heledijske linije tumora, obzirom da su Sagar i sar

(1992), dokazali visoku citotoksiost linolne kiseline protiv HeLéelijske linije tumora.

U poreienju sa DME ekstraktima drugih ispitivanih uzoraka, bursaje pokazala

najmanje zné&jne vrednosti svih bioloskih aktivnosti.

2.5. Anti a-glukozidazna aktivnost ekstrakata algi i morske tave

U testu ispitivanja anti-glukozidazne aktivnosti, DME ekstrakt mrke al@ebarbata
je pokazao najbolju aktivnost od 8& 9,98 + 3,34ug/ml (Tabela 2. Mrke alge
predstavljaju bogat izvor polifenolnih jedinjenjaojk se zovu florotanini (oligomeri
floroglucinola), koja su pokazala antidijaléeu aktivnost kroz razlite mehanizme inhibicije
a-glukozidaze in-amilaze Elika 20), Sto ukazuje na potencijalnu primenu navedene kdg
funkcionalne hrane koja bi se mogla pregorati u ishrani ili suplementaciji dijab&tara
(Suni Chen, 2012; Lee i Jeon, 2013).

* a-glukozidaza

INHIBICUJA

OH @

Slika 20. Florotanini, polimeri floroglucinola, poreklom imrkih algi inhibiraju

HO

HO

aktivnost enzima-glukozidaze un-amilaze

U prilog antidijabetske aktivnosti mrke algé. barbata pored izrazene antk-
glukozidazne aktivhosti DME ekstrakta, idefinjenica da je navedena alga ima najviSe
ukupnih dijetnih vlakanaSlika 12), za koje je poznato da imaju povoljne zdravstveiekte

u tretmanu dijabetesa, pdawajLti osetljivost na insulin (Li i Uppal, 2010).
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Visok sadrzaj dijetnih vlakana u kombinaciji saaizenom antia-glukozidaznom
aktivnoZu pokazan je i kod DME ekstrakta morske tr&enodosg11,48 + 3,57g/ml), Sto
bi mogla da nas navede na za&lkk o potencijalnoj primeni morske tra¥® nodosau

tretmanu dijabetesa.

Svi ispitivani DME ekstrakti su pokazali bolju anttglukozidaznu aktivnost u
poreienju sa akarbozom, koja je kamha kao stadardrabela 2. Takaie, u pordenju sa
acetonskim ekstraktom jestive algadaria pinnatifida cija je anti a-glukozidazna aktivnost
bila 1Cso = 80+ 2 ug/ml (Zaharudin i sar, 2019), uzorci ka@hi u nasSem ispitivanju su

pokazali od 4 do 8 puta izraZenije aktivnosti.

Tabela 26.Anti a-glukozidazna aktivnost DME ekstrakata odabranhiatgprskih trava
(izrazene kao 165 (ug/ml))

Uzorak Anti a -glukozidazne aktivnosti; 2%, ug/ml
Cymodocea nodosa 11,48 £ 3,57
Cystoseira barbata 9,98 + 3,34
Halimeda tuna 19,16 £ 0,65
Codium bursa 13,85+1,41
Akarboza 59,8 +12,3

3 Csp -vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SBdeda iz rezultata oddevanja
anti a -glukozidazne aktivnosti u 2 nezavisna merenja
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2.6. Ispitivanje profila polifenolnih jedinjenja u ekstraktima algi i morske
trave LC-MS hromatografijom

Medu svim ispitivanim DME ekstraktima, ekstrakt algenodosge pokazao najbolju
citotoksiénu aktivnost protiv HeL&elijske linije tumora (IGe= 13,28 + 0,3%ug/ml). C.
nodosaje takaie pokazala i najbolju antioksidativhu aktivnostestti neutralizacije DPPH
radikala i najviSi sadrzaj ukupnih polifenola. Im@j u vidu navedene&injenice, dalja
ispitivanja iSla su u pravcu ispitivanja hemijskeukture DME ekstrakta morske travg

nodosa

U morskoj travi su identifikovane 3 supstance: dietin-7-sulfat {) (86,992%),
kaftarinska kiselinag) (5,801%) i kutarinska kiselina8) (7,207%) Sto je prikazano r&lici
21.

Na retencionom vremenu (Rt) 19,405 identifikovarggdinjenjel, za koga se na
osnovu detaljne spektralne analize, koja je dataastavku teksta, predpostavija da je
diosmetin-7-sulfat. Na Rt=40,251 i Rt=43,7, iddktiani su fragmenti kutarinske kiseline
(2). Fragment 1 (293 m/z), u koncentraciji od 3,63@%agment 2 (295 m/z), u koncentraciji
od 2,165%. Na Rt=50,319 identifikovana je kaftaka&iselina (311 m/z), u koncentraciji od
7,207%. Maseni spektri jedinjenfa 2 i 3 data su n&likama 22, 231 24. Maseni spektri

snimljeni su u negativnom modu.
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Slika 21. LC-MS hromatogram DME ekstrakta morske tra@e nodosa(Rt=19,405,
jedinjenje br.1 (diosmetin-7-sulfat); Rt=40,251, Fragment 1 jeeima br.2 (kutarinska

kiselina) i Rt=43,7, Fragment 2 jedinjenja Br(kutarinska kiselina); Rt=50,319, jedinjenje
br. 3 (kaftarinska kiselina))

"MSD2 SPC, fme=19.554 of DADATAIVANICNOD DHMLD _ES-APY, Neg, Scan, Frag; 100
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Slika 22. Maseni spektar u negativnom modu, jedinjenjdllfdiosmetin-7-sulfat) Rt=19,405
(379 m/z) iz DME ekstrakta morske tra@enodosa
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Slika 23. Maseni spektar u negativnom modu, jedinjenjelfkutarinska kiselina); Fragment
1 (gore), Rt= 40,251 (293 m/z) i Fragment 2 (dokf; 43,7 (295 m/z) iz DME ekstrakta

morske traveC. nodosa
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Slika 24. Maseni spektar u negativnom modu, jedinjenjeifkaftarinska kiselina) Rt=
50,319 (311 m/z)

Dominantno jedinjenje je bilo jedinjenje kik.(86,992%), pa smo pristupili njegovoj
detaljnoj analizi, préenjem raspada jedinjenja pri pda@ju energije jonizacije. U
negativnom modu, na naponu fragmentora od 100 dinjenje br.1 ima molekulsku masu
379 (M-). Pri povéanju energije jonizacije na 170 V, dobijeni joningao molekulsku masu
od 299 (M-). Neutralni gubitak mase od 80 Da, wadklsa literaturnim podacima, ukazuje na
gubitak sulfatnog jona (Cuyckens i Claeys, 2004a. \N8oj energiji jonizacije od 250 V,
dobili smo dominantan jon sa molekulskom masom &&l (&1-). Gubitak od 15 Da, u skladu
sa literaturnim podacima (Cuyckens i Claeys, 200&azuje na gubitak metil grupe.
Jedinjenje brl ima HPLC-DAD Amax (band 1) 347 nm (band 1l) 252 nm, 268 nm (sh) Sto
dodatno potwtuje da je aglikon diosmetirs(ika 25).
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DAD1, 19.350 (371 mAU,BIn) of CNOD DHM1.D

200 250 300 350 400 450 500 550 600 nm
Slika 25. UV/VIS spektar dobijen HPLC-DAD detekcijom jedinja br. 1 (diosmetin-7-

sulfat)

2.7. HR-MS analiza i NMR spektar jedinjenja izolovanog iz morske trave
C. nodosa

U cilju dobijanja dodatnih podataka, jedinjenje bije izolovano semipreparativhom
HPLC hromatografijom, a dodatni HR-MS spektri singjeni na Q-TOF-MS/MS detektoru.
Molekulska formula @H1109S je dobijena iz deprotonizovanog molekula na n7@,3155
[M - H]- (calcd 379,0167 za [M - H]- 6H1106S, Appm = -3,69). Glavni jonski fragment Q-
TOF-MS/MS spektra je bio m/z 299,05771{8110s), dobijen gubitkom S@jona (-80 Da).
Manji fragment od m/z 284,0355 {£1sOs), odreien je dodatnom demetilacijom
deprotonovanog molekula. Nakon hidrolize jedinjebjal, kori¥enjem enzima sulfataze,
identifikovan je aglikon diosmetin, koji je tafte potviden poméu komercijalno dostupnog
standarda diosmetin&lika 26).
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Slika 26. HR-MS spektar jedinjenja bt.(diosmetin-7-sulfata) i diosmetina

Pozicija sulfatne grupe je pretpostavljena na oandV spektralne analize i na osnovu
podataka dobijenih analizodH-NMR spektra, a skladu sa podacima objavljenimadur
Enerstvedt i sar (2016), koja je analizirala suifeeme heterozide luteolina. U navedenoj
publikaciji, UV apsorpcioni spektar luteolin-7-satié i luteolina su bili relativno ¢hi, dok je
znaajno hipsohromno pomeranje d&amo za UWhax luteolin-7,3-sulfata, Sto izito ukazuje
na prisustvo sulfatnih grupa na polozajima 3'4il u B prstenu aglikona luteolina. Ugdenje
sulfatne grupe u A prsten flavonoida ne dovodi datajnih promena u UV spektru u odnosu

na aglikon, a uvdenje sulfatne grupe na polozaje 3'- ili 4’- u B terau, bi izazvalo veliko
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hipsohromno pomeranje u tracidng. band 1), a traka llgng. band Il) bi se pojavila kao

jedan pik.

U naSim rezultatima, jedinjenje bt. je imalo UV spektar relativno shn spektru
diosmetina, a uz traku Il se javlja dodatni maksim@@ngl.shouldej Sto je karakteristho za
diosmetin Glika 26). Hipsohromno pomeranje na traci | nijecano (HPLC-DAD Amax
(band 1) 347 nm (band II) 252 nm, 268 nm (sh)).Hlhdu sa navedenim, mogli bismo da
predpostavimo da je navedeno jedinjenjelbdiosmetin-7-sulfatlika 27).

Slika 27. Strukturna formula izolovanog jedinjenja irdiosmetin-7-sulfat)

H-NMR podaci za jedinjenje bd su u korelaciji sa rezutatima objavljenim u radu
Grignon Dubois i Rezzonico, 2018, za diosmetin-fas(Slika 28).
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Slika 28.'H-NMR spektar jedinjenja ki (diosmetin-7-sulfat)
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Specifiéni podaci identifikovanih jedinjenja u DME ekstrakiorske traveC. nodosa

dati su ispod:

Jedinjenje brl (Diosmetin-7-sulfat):

HPLC-DAD Amax (nm): (band I) 347, (band II) 252, 268 nm (t§-MS-ESI m/z: 379 (M-
1), 299 (M-1-80, 100%)*H-NMR (400 MHz, DMSO): 3,94 (s, OCH3); 6,67 (d, ¥ 4,67,
H-6); 6,69 (s, H-3); 7,08 (d, J Y= 1,43, H-8); 7(8l0J 2= 8,58, H-5"); 7,43 (d, J ¥a= 2,13, H-
2"; 7,58 (dd, J %= 8,59 and 2,15, H-6'); HR-MS n879,0155 [M-H]- (calcd 379,0167 za
[M-H]- C16H1106S), qTOF-MS/MS (15 eV) m/z (rel. int379,0155 (40), 299,0577 (100),
284,0355 (7);

Jedinjenje br2 (Kutarinska kiselina):

HPLC-DAD imax (nm): 314; LC-MS-ESI m/z: 295 (M-1);

Jedinjenje br3 (Kaftarinska kiselina):

HPLC-DAD Amax (nm): 328; LC-MS-ESI m/z: 311 (M-1).

Kaftarinska i kutarinska kiselina su prethodno itfé&kovane kod morske trave.
nodosa(Grignon Dubois i Rezzonico, 2013), a diosmetisdffat je detektovan jedino kod
morskih trava rod&ostera kao Sto jeZostera noltei(Grignon Dubois i Rezzonico, 2012) i
Zostera subg. Zostera maritjgnerstvedt i sar, 2016), tako da je ovo prvi iz&e8 prisustvu
diosmetin-7-sulfata u morskoj tra@i. nodosa

U prirodnim uslovima flavonoidi se mogu pra@n&ao aglikoni koji su vezani za
glukozu ili druge Sé&ere, mogu biti acetilovani, metilovani, prenilovaaili i vezani za sulfatni
anjon, Sto predstavlja jednu od najmanje prisutbhka flavonoida u prirodi (Teles i sar,
2018). Sulfatni konjugati flavonoida se mogu pr@r&@o mono-sulfatni estri, kao di-sulfati, a
sulfatni jon se moze protiavezan i za Sgernu jedinicu molekula flavonoida (Teles i sar,
2015). Navedena grupa flavonoida je prieraa u morskim i terestiim biljkamaije je
staniSte vezano za zemljiSte bogato mineralnim mp@tea, pa se prisustvo sulfatnih
flavonoida u billkkama smatra odgovorom na adapiacg uslove sredine (Harborne, 1975).
Sulfat je tréi najprisutniji jon u morskoj sredini, pa Harbor(#975), smatra da sulfatni

flavonoidi imaju zn&ajnu ulogu u preuzimanju soli iz morske sredinkivat biljke i da imaju
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metaboléku ulogu. lako uloga sulfatnih flavonoida u biljkamnije joS uvek jasno
ustanovljena, poznato je da sulfatni konjugati dlaeida (apigenin-7-sulfat, luteolin-7-sulfat i
diosmetin-7-sulfat) nastaju kao posledica ekskeeajiminacije i detoksikacije u morskim

travama (Grignon Dubois i Rezzonico, 2012).

Flavonoidi i fenolkarboksilne kiseline imaju ulogignalnih molekula i faktora rasta u
biljkama, a poznata je njihova uloga u zastitidk§ od patogena i herbivora, kao i adaptacija
na stresne faktore sredine (Chaves i sar, 199Kod€a prijavljene su brojne bioloske i
farmakoloSke aktivnosti flavonoida i fenolkarbokdil kiselina, kao Sto su antioksidativna,

antimikrobna, antivirotska, antiinflamatorna i &atncerska aktivnost (Caprioli i sar, 2016).

2.8. Ispitivanje citotoksikne aktivnosti jedinjenja izolovanog iz morske

trave C. nodosa

Obzirom da je jedinjenje b bilo dominantno u DME ekstraktu morske tra@e
nodosa koji je pokazao najju citotoksénu aktivnost protiv HeL&elijske linije tumora (I1Go
= 13,28 *= 0,39ug/ml), izolovano jedinjenje brl je ukljieno u dalja ispitivanja
citotoksinosti. Ispitivanje citotokgne aktivnosti jedinjenja brl je izvrSeno direktno na
HeLa tumorskojcelijskoj liniji i aktivnost jedinjenja je bila izino slaba (Ié= 631,42
pag/ml), uprkos cinjenici da su pojedini derivati diosmetina (diogme’-O-4-D-
acetilgalaktozid, 7-O-prenildiosmetin i 7-O-farnexiO-metildiosmetin) ipak pokazali

umerenu citotokgnu aktivnost (Cai i sar, 2012).
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3. Nutritivni potencijal izabranih algi i morske tr ave

Jedan od vodéh ciljeva ove doktorske disetacije bila je procenatritivhog
potencijala i odréivanje energetske vrednosti izabranih algi i mornskee. Utabelama 27-
30, dat je prikaz nutritivno zrajnih supstanci identifikovanih u uzorcima i ekktnaa

odabranih algi i morske trave.

U prethodnim segmentima diskusije naglasen je¢gnaelene algeC. bursai
potencijal njene primene u ishrani. NajviSa enesigetvrednost, najvisi sadrzaj ugljenih
hidrata i lipida, udruzeno sa niskim sadrzajem logk ¢ini zelenu alguC. bursaznaajnom
za humanu ishranuTébela 27. Najbolji odnos Na/K (0,43), nd& svim ispitivanim
uzorcima, je jos jedan od argumenata za primenwzelene alge u ishrani kardiovaskularnih
pacijenata, a visok sadrzgjsitosterola(95,21 + 0,16 pg/g) ukazuje na potencijalnu primenu
navedene alge u prevenciji razvoja benigne hipeijplaprostate, hipoholesterolemije i

hiperglikemije (Saeidnia, 2014).

Tabela 27.Tabelarni prikaz hemijskog sastava zelene &gdursa koji je zn&ajan za
humanu ishranu

Codium bursa, sumarni prikaz hemijskog sastava
e - o : . Sekundarni
Ugljeni hidrati Proteini Lipidi Minerali metaboliti
Ukupni: Ukupni: Ukupni: Ukupni pepeo: Ul;ugglerglgg:\;Il.
69,7% 4,0% 7,1% 9,0% GA/mg DME
Celuloza: Masne
18% kiseline:
XSFA=4914 | Dominantan
S-glukan: Slobodne mg/g mineral:K Speciftna
2,43 g/100 g aminokiseline: (nizak jedinjenja:
Nisu sadrzaj) Znaajan Nisu
Dijetna vlakana: detektovane Steroli: sadrzaj identifikovana
SDF= 35,85% p-sitosterol Na> Mg> Ca
IDF= 30% 95,21 + 0,16
TDF= 65,85% Ho/g
Ukupna energetska vredno480,4 kcal/100 g suve materi

C. nodosamorska travaTabela 28 je pokazala najviSi sadrzaj ukupnih polifenola, a
u DME ekstraktu ove morske trave identifikovanarssekundarna metabolita (diosmetin-7-

sulfat, kaftarinska i kutarinska kiselina) sa izain bioloskim aktivnostima, nde kojima je
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nazn&ajnija antioksidativna aktivnost. NajvisSi sadrza A meiu svim ispitivanim
uzorcima, takde istce zn&aj morske traveC. nodosai njenu ulogu u prevenciji
kardiovaskularnih oboljenja. 1zuzetno visok sadicGajloze od 45% ukazuje na nesvarljivost
i lo§ potencijal za primen€. nodasau ishrani, ali najviSi sadrzaj proteina, doesvim
ispitivanim uzorcima, ipak odrzava istraztka interes za nastavak procene nutritivnog
potencijala ove morske trave. Potencijalnu primenishrani i dijetetskim suplementima
opravdava i najvisi sadrzgjglukana (13,4 g/100 g) i imunostimulatorni potgaiciBobadilla

i sar, 2018).

Tabela 28.Tabelarni prikaz hemijskog sastava zelene &genodosakoji je zn&ajan za
humanu ishranu

Cymodocea nodosa, sumarni prikaz hemijskog sastava

S " - : : Sekundarni
Ugljeni hidrati Proteini Lipidi Minerali metaboliti
Ukupni: Ukupni: Ukupni: Ukupnl' Ukupni polifenoli:
17 5% 11 5% 5 0% pepeo: 37,82 £ 1,239
’ ’ ’ 11,0% GA/mg DME
Masne
kiseline:
Celuloza:
45% YPUFA=
7'2152 MY/9 | pominantan "
B-glukan: Slobodne d”?‘??‘lig, , | mineral:K Speciftna
13,49/100g | aminokiseline: | Sadrzacls: Jedinjenja:
. n-9 cis « o Diosmetin-7-sulfat
Nisu = Znatajan : .
.. ) Steroli: c - Kaftarinska kiselina
Dijetna vlakana: detektovane tosterol sadrzaj Kutarinska kiselina
SDF= 10,50% psitosterol | NjasMmg>Ca
_ 5,7+0,03ug/g
IDIP= 55 el p-stigmasterol
TDF= 66,08% 6,04+0,08u0/g

Ukupna energetska vredno283,1¢ kcal/100 g suve materij:

Mrka algaC. barbata (Tabela 29, u ovoj disertaciji se istakla svojim izrazenim
bioloSkim aktivostima (anti-glukozidazna i antimikrobna aktivnost), a sa aspekhrane
njen zngaj se ogleda u visokom sadrzaju ukupnih dijetnéka&ha (70,05%) i u najboljem
odnosu PUFA/SFA (0,080) nde svim ispitivanim uzorcima. Prisustvo fukosteralajegove
dokumentovane bioloSke aktivnosti (antikancerskatioksidativna, antihiperglikemijska,
aktivnost u snizenju nivoa holesterola) svakaksstswmaju navedenu algu u zage izvore

supstanci koje mogu unaprediti zdravlje ljudi (Abdsar, 2016).

98




Tabela 29. Tabelarni prikaz hemijskog sastava zelene &géarbatakoji je zn&ajan za
humanu ishranu

Cystoseira barbata, sumarni prikaz hemijskog sastava

S " - : . Sekundarni
Ugljeni hidrati Proteini Lipidi Minerali metaboliti
Ukupni: Ukupni: Ukupni: Ukupni pepeo: Ul;t;pg;ﬁogfgilgh:
0, o) 0) 0 ’ = 2y
44,05% 8,5% 4,95% 10,0% GA/mg DME
Celuloza: Masne
22% kiseline: :
PUFA/SFA= [ Dominaman
S-glukan: Slobodne 0,080 : Speciféha
5,8 g/100 g aminokiseline: (najbolji . jedinjenja:
Nisu odnos) Z“a’alaf‘ Nisu
i : sadrzaj : "
Dijetna vlakana: detektovane Steroli Na> P> Si identifikovana
SDF= 11,1% B el
IDF= 58,95%
TDF= 70,05% 21,76+0,1d/g

Ukupna energetska vrednos394 85 kcal/100 g suve materij

Zelena algaH. tuna svoj potencijal za primenu u ishrani i suplemeijitatuguje
visokom sadrzaju kalcijuma (61% ukupnih mineral&gdrzaj proteina, ugljenih hidrata i
masti je generalno nizak, kao i sadrZzaj &asih masnih kiselinal@bela 30Q. Kao suplement,
suva, sprasend. tunabi se mogla prepotwati kao niskokalorijska namirnica za nadoknadu
kalcijuma iz prirodnih izvora, kod pacijena kojiggaunos masti i ugljenih hidrata ogréen.
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Tabela 30. Tabelarni prikaz hemijskog sastava zelene algguna koji je zn&ajan za

humanu ishranu

Halimeda tuna, sumarni prikaz hemijskog sastava

. . - : , Sekundarni
Ugljeni hidrati Proteini Lipidi Minerali metaboliti
Ukupni: Ukupni: Ukupni: l;(l;:ggll ng%g' E%“ze:;“'
23,95% 7,50% 3,75% 30% GA/mg DME
Masne
Celuloza: kiseline:
30% ¥ SFA= 1,053 | Dominantan
Slobodne mg/g mineral:Ca
S-glukan: aminokiseline: (najnizi Speciféna
2,74 g/100 g L-asparaginska sadrZaj) Znxajan jedinjenja:
kiselina Steroli: sadrzaj Nisu
Dijetna vlakana: | L- glutamiska p-sitosterol Sr> Na> K identifikovana
SDF= 3,53% kiselina 73,90+0,08 g/g
IDF= 33, 7% p-stigmasterol

TDF= 37,23%

3,78 10,12 g/g

Ukupna energetska vredno28401 kcal/100 g suve materij:
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ZAKLJU CAK

Ispitivane alge i morska trava predstavljaju bogator ugljenih hidrata, dijetnih
vlakana i minerala, sa generalno niskim sadrZajestimpricemu bi mogle da rda primenu

u ishrani ljudi na energetski redukovanom rezinfuase.

Zelena algaC. bursaje pokazala namanje zZtegne vrednosti u testovima bioloSkih
aktivnosti, ali je zato pokazala najviSu energetai@dnost i najoptimalniji nutritivni sastav sa
aspekta humane ishrane. Kod a@ebursaidentifikovan je najvisi sadrzaj ukupnih ugljenih
hidrata, najvisi sadrzaj ukupnih lipida i dijetnilakana. Sadrzaj minerala je bio optimalan, uz
zn&ajan sadrzaj K, Na, Mg i Ca i najoptimalniji odnNs/K, Sto omogéava potencijalnu
upotrebu ove alge u ishrani osoba sa hipertenzijdanizi sadrzaj celulozéini ovu algu
najsvarljivijom, meu svim ispitivanim uzorcima. Alg&. bursaje pokazala i najbogatiji
izvor p-sitosterola i rastvornih dijetnih vlakana, pa t@balo razmotriti primenu navedene
alge u tretmanu hiperholestrolemije i hiperglikeamikao i za smanjenje rizika od razvoja

benigne hiperplazije prostate.

Zelena algaH. tunaje u navedenim ispitivanjima imala najnizu enesgetvrednost,
Sto u kombinaciji sa visokim sadrzajem celulozeajvisim sadrzajem C&lini ovu algu
najmanje primenljivom za humanu ishranu. ddeém, izrazito visok sadrzaj Ca, biljnog
porekla, bi mogao svrstati ovu algu kao sirovinggunu za suplementaciju kalcijumom,
pogotovu kod vegeterijanaca. Visok sadiZajtosterola, identifikovan ko#l. tung ukazuje
na potencijalnu primenu navedene alge u tretmamigbe hiperplazije prostate. DME
ekstraktH. tunaje pokazao odinu antimikrobnu aktivnost protiB. subtillis C. albicansi S.
aureus u navedenom istrazivanju. U testu ispitivanjatokscnosti, DME ekstrakH. tunaje
pokazao najbolju citotok&mu aktivnost porotiv LS174elijske linije tumora i visoku
citotoksénu aktivnost protiv HelL&elijske linije tumora. LC-MS analizom DME ekstrakta
zelene algeH. tunag ucien je niz jedinjenja velike molekulske maseciga je identifikaciju
strukture potrebna dodatna ekspertiza, pa bi d&tlazivanja mogla da idu u pravcu izolacije

i identifikacije navedenih jedinjenja, kao i ispdinja njihove potencijalne bioloSke aktivnosti.

Sa nutritivnog aspekta, mrka alga barbata moZe biti zn&jna u suplementima
namenjenim redukciji nivoa glukoze u serumu, obmiraa najbolju antie-glukozidaznu
aktivnost DME ekstrakta ove alge (koja je bila Gigobolja u poréenju sa standardom

akarboze). U prilog hipoglikemijskom potencijaluwedene alge, ide i visok sadrzaj ukupnih
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dijetnih vlakana, kao i prisustvo fukosterola. Fsievol i dijetna vlakna, pored
hipoglikemijske aktivnosti ima i hipoholesterolesky, antikancersku i antioksidativnu
aktivnost. DME ekstrakC. barbataje pokazao i najbolju antimikrobnu aktivnost pvo8.
aureusi B. subtilis kao i najbolju antifungalnu aktivnost proti®. albicans Sadrzajp-
glukana je dosta nizZi u patenju sa morskom travoi@. nodosaali je dovoljan da se moze

zakljwiti potencijalna imunomodulatorna aktivnost mrkgesC. barbata

Morska travaC. nodosge u navedenom ispitivanju imala nisku energetalagnost,
sa najviSim sadrZzajem celuloze Sto je ne moZe avrst nutritivno vredne namirnice.
Medutim, sadrzaj nenutritivnih, bioprotektivnih polifelnih supstanci u navedenom uzorku je
bio najvisi, a i bioloSke aktivhosti su bile izrage DME ekstrakiC. nodosaje pokazao
najbolju citotoksinu aktivnost protiv HeLa i K562elijskih linija tumora, Sto je navelo da se
navedeni ekstrakt uklfiiu dalja istrazivanja hemijskog sastava,d@mnu su identifikovana 3
jedinjenja: diosmetin-7-sulfat, kutarinska i kafteska kiselina. Dominantno jedinjenje u
DME ekstraktu je bio diosmetin-7-sulfat, koji nijgpoljio zn&ajnu citotoksinu aktivnost
protiv HelLa ¢elijske linije tumora. Dalja istrazivanja bi svakakmogla & u pravcu
identifikacije citotokstnih jedinjenja iz morske trav€. nodosa U uzorku C. nodosa
identifikovan je najviSi sadrzgj-glukana, pa se navedena morska trava treba rasimatr
okviru suplemenata namenjenihégaju imunog sistema. NajviSi sadrzaj PUFA (linolne
kiseline ia-linolenske kiseline) u uzorkG. nodosanavodi na razmatranje primene navedene
morske trave i u tretmanu hiperholesterolemije, ikagrevenciji rizika od kardiovaskularnih

oboljenja.

Ispitivane alge i morska trava predstavljaju vepkirodni potencijal Jadranskog mora
u cilju iznalazenja novih bioaktivnih jedinjenjajikaie imati primenu u farmaciji, medicini,
ishrani i suplementaciji. Dalja istrazivanja bi nteoggi u pravcu identifikacije kompleksnih
struktura molekula prisutnih @. nodosaC. bursa H. tunai C. barbata kao i ka iznalazenju

veze izmdu njihove strukture i bioloSkog svojstva.
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MU3jaBa 0 MICTOBETHOCTK WITAMNAHE U €NEeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme n npeaume aytopa __Carwa Munosuh

Bpoj nHaekca 10/11

Cryawjcku nporpam _A0OKTOPCKe akageMmcke cTyauie, Moayn bpomaronoruja

Hacnos paga  HyTpuTueHa, xemujcka u BronoLuka kapakTepuaaumja MOpCKvx anrm

Halimeda tuna, Codium bursa, Cystoseira barbata v mopcke Tpase Cymodocea

nodosa w3 JagpaHckor Mopa

MenTop _[p cu. MeaH CtaHkoBuh

WsjaBrbyjem Aa je wramnaHa Bepsnja Mor [OKTOPCKOr paja NCTOBETHA EneKTPOHCKO)]
BEP3WjM KOjy cam npepao/na pagu noxpareHa y [UrutanHom penosuTopujymy
YHueepauteta y beorpaay.

[o3sorbaBam fAa ce ofjaBe MOjW NMUYHW Nojaun Be3aHu 3a Aobwjarse akagemcKor
Ha3nBa AOKTOpa Hayka, kao LUTO Cy UMe U Npe3uMe, roauHa U Mecto pofersa u aatym
ofbpaHe papa.

OBn nwnyHn nogauyM Mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama AaururanHe
6nbnunoTeke, y enekTpoHCKoM kaTanory 1y nybnukauvjama YHueepauteta y beorpagy.

MoTtnuc ayTopa

(e Jenoluds

Y Beorpagy, _ 31.03.2020.

120



M3jaBa o kopuwhery

Osnauwhyjem YHusepautetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh' ga y [urutantu
penoauTopujym YHueep3auTeta y beorpapy yHece Mojy LOKTOPCKY AwucepTauujy nopg
HacnoBoMm:

HyTputuBHa, xemujcka 1 GuonoLuka kapakTepusawmja Mopckux anri Halimeda tuna,

Codium bursa, Cystoseira barbata n mopcke Tpase Cymodocea nodosa u3 JagpaHckor

Mmopa
Koja je Moje ayTopcko geno.

[ucepTauujy ca cBUM Npuno3uMa npeaac/na cam y enekTpoHckoM gopmaTy norogHoM
3a TpajHO apxuBMpame.

Mojy poktopcky —pguceprauujy noxpaweHy y  [urutanHom  penosutopujymy
YHueepauTeTta y beorpagy u 4OCTynHy y OTBOPEHOM MPWCTYMy MOry Aa KOpUCTe CBW
Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uno/na.

1. Aytopcteo (CC BY)
2. AyTopcTeo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTopcrso — HekomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HeKoMepLMjanHo — aenuti nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcteo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — AenuTi nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo Aa 3a0KpyuTe camo jeAHy Of WECT NoHYREHUX NULEHLM.
KpaTak onuc nuueHUM je cacTaBHU A€0 OBE W3jaBe).

MoTnuc aytopa

A

Y Beorpagy, _31.03.2020.
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1. AytopcTBoO. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLMjy M jaBHO caoniiTasake
Jena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaunH ogpefeH of cTpaHe ayTopa
1Ny gasaoua nuueHue, Yak v y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja og cBux
TNLEeHLM.

2. AyTopcTBO — HekomepuwujanHo. [l03Borbasate yMHOXaBawe, AWCTpUbyunjy u
jaBHO caonwiTaBamwe Aena, U npepaje, ako Ce HaBeae Me ayTopa Ha HauuK oapeheH
o[ CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He f03BObaBa KoMepuwjanty
ynotpeby nena.

3. AytopcTBO — HekoMepuujanHo — Ge3 npepapa. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake,
Anctpubyumjy U jaBHO caoniwiTasare gena, 0e3 npomeHa, npeobnukosara Uiu
ynotpebe fgena y cCBOM Aeny, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOfbaBa Komepumjanyy
ynoTpeby gena. Y ogHocy Ha CBe ocTane nuueHuEe, OBOM NWUEHLIOM Ce orpaHnyaea
Hajsehun obum npasa kopuwhetsa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLUjanHO — AenWUTU Noa UCTUM ycrnoBuMa. [lo3BorbasaTte
yMHOXaBarbe, AUcTpubyunjy 1 jaBHO caonwTaBare Aena, U Npepaje, ako ce Haseae
VMme ayTopa Ha HayuH oapefieH of CTpaHe ayTopa wnu Aasaoua NMULEHLE U aKo ce
npepaga auctpmbympa nog WCToM wau cnmyHom nvueHuom. Osa nuueHua He
fo3Borbaea komepupwjanHy ynotpeby Aena v npepaga.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepapa. [lossorbaBate ymHOXa@Bawe, AUCTpUbyunjy n jaBHO
caonwTaBsawe gena, bes npomMmeHa, npeoﬁnmosal-ba wnwn yn0Tpe6e Aenay csom geny,
aKo ce HaBefe WMe ayTopa Ha HaduH ogpefeH of cTpaHe ayTopa unu fasaoua
nuueHue. OBa nuLeHLa Ao3BorbaBa KomepuujanHy ynoTpeby gena.

6. AyTOpCTBO — [enuTu nog MCTUM ycrnoBuMa. [lo3BorbaBate yMHOXaBake,
ancTpubyuujy 1 jaBHO caoniuTaBawe Aena, U Nnpepaje, ako ce HaBeae 1me aytopa Ha
HauvH ofpefeH o4 cTpaHe ayTopa vnu fasaoua NUUEHUe W ako ce npepaga
avnctpubyvpa nop MCTOM Wnu cnuyHom nuueHuom. OBa nuueHua Ao3sorbasa
komepumjanHy ynoTpe®y gdena v npepaga. CnuuHa je codTBEPCKUM NWUEHLUama,
OLHOCHO NLIEHLIaMa OTBOPEHOT KOAa.
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