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Sazetak

Istrazivanja predstavljena u ovom preglednom radu doprinose poznavanju isparljivih organskih spojeva iz morskih organizama,
posebno iz makroalgi Jadranskog mora. Za izolaciju isparljivih spojeva iz svjezih i/ili na zraku osusenih uzoraka primijenjene
su komplementarne metode: mikroekstrakcija vr$nih para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME) i/ili hidrodestilacija (HD). Dobiveni izolati
analizirani su vezanim sustavom plinske kromatografije-spektrometrije masa (GC-MS). U vr$nim parama i isparljivim uljima
makroalgi Halopteris filicina, Flabellia petiolata, Dictyota dichotoma, Taonia atomaria, Padina pavonica, Codium bursa i morskoj
cvjetnici Posidonia oceanica pronadeno je mnostvo razlicitih spojeva, uglavnom seskviterpena, diterpena i alifatskih spoje-
va. Alifatski spojevi male molekulske mase, poput dimetil-sulfida (DMS), tribrommetana, 1-jodpentana, 3-metilbut-2-enala,
heksanala i pent-1-en-3-ona, nadeni su u kemijskim profilima vrsnih para. Takoder su identificirani i alifatski Cq- i Cy;-spojevi
(npr. oktan-l-ol, oktanal, okt-1-en-3-ol, 6-metilhept-5-en-2-on, fukoseraten i diktioptereni). Zajedno s visim aciklickim uglji-
kovodicima, takoder pronadenim u vrsnim parama (npr. heptadekan), u ispitivanim isparljivim uljima identificirani su i visi
alifatski alkoholi (npr. (2)-oktadec-9-en-1-ol, heksadekan-1-ol, (Z,2)-oktadeka-3,13-dien-1-ol) i esteri (npr. diizooktil-ftalat,
dibutil-ftalat). Fenilpropanski derivati (npr. benzaldehid, benzil-alkohol) i C,;-norizporenoidi (npr. a-jonon i p-jonon) takoder
su pronadeni u isparljivim profilima, kao i mnostvo seskviterpena (npr. germakren D, biciklogermakren, §-kadinen, epizonaren,
epibicikloseskvifelandren, B-kubeben, gleenol, (E)-B-farnezen). Isparljivi organski spojevi identificirani u morskim algama mogu

posluziti u kemotaksonomskim istrazivanjima.

Kljucne rijeci

Morske makroalge, mikroekstrakcija vrsnih para na cvrstoj fazi (HS-SPME), hidrodestilacija (HD), isparljiva ulja,
plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS), isparljivi organski spojevi

Uvod

Bogatstvo i raznolikost morskih sustava odavno su pozna-
ti, ali istrazivanje morskih sustava u Republici Hrvatskoj
bilo je vrlo ograni¢eno. Projekt BioProspecting Jadranskog
mora (KK.01.1.1.01) predstavlja prvi strukturiran (nacio-
nalni) i organiziran pokusaj pristupa resursima hrvatskog
morskog sustava.’ lako ne postoji jednoznac¢na definicija
bioprospekcije, ona se moze definirati kao sakupljanje bi-
oloskog materijala i analiza njegovih materijalnih svojstava
ili njegova molekularnog, biokemijskog ili genetickog sa-
drzaja u svrhu razvoja komercijalnih proizvoda.? U okviru
projekta zapocela su sustavna istrazivanja kemijskih spo-
jeva, gena, mikroorganizama i drugih vrijednih prirodnih
resursa iz morskog okolisa. Primjenom bioloskih znanja i
najsuvremenijih tehnika omogucena su interdisciplinarna
istrazivanja s ciljem razvoja novih izvora biotehnoloskih
proizvoda i njihove primjene (novi enzimi, proteini i pep-
tidi, sekundarni metaboliti, polisaharidi, masne kiseline i
lipidi). Projekt je organiziran i financiran kroz Znanstve-
ni centar izvrsnosti za bioprospecting mora — BioProCro
(http://bioprocro.zci.hr/).

" Autor za dopisivanje: dr. sc. Marina Kranjac, poslijedoktorandica
e-posta: mkranjac@ktf-split.hr

Ovaj rad daje pregled dosadasnjih istrazivanja isparljivih
spojeva morskih organizmima provedenih u okviru projek-
ta BioProspecting Jadranskog mora a obuhvaca i pregled
slicnih istrazivanja drugih autora. Znanstveno-istrazivacka
aktivnost usmjerena je na istrazivanje kemijske raznolikosti
morskih organizama Jadranskog mora. Dosadasnja istrazi-
vanja vecinom se odnose na kemijsko profiliranje isparlji-
vih spojeva izoliranih iz makroalgi koje predstavljaju bogat
izvor bioloski aktivnih sekundarnih metabolita.* U mor-
skom ekosustavu isparljivi organski spojevi algi imaju vaznu
ulogu u kemijskoj komunikaciji. Tako mogu djelovati kao
feromoni, inhibitori bakterija, kvasaca i plijesni, atraktan-
ti, imati ulogu obrane od predatora te alelopatsku ulogu.*
Provedena istrazivanja doprinose znanju o isparljivim spo-
jevima neistrazenih ili slabo istrazenih vrsta algi Halopteris
filicina (Grateloup) Kutzing, Dictyota dichotoma (Hudson)
J. V. Lamouroux, Flabellia petiolata (Turra) Nizamuddin, Co-
dium bursa (Olivi) C. Agardh, Taonia atomaria (Woodward)
J. Agardh, 1848, Padina pavonica (Linnaeus) Thivy, 1960
te morske cvjetnice Posidonia oceanica (L.) Delile. U svrhu
dobivanja potpunijeg kemijskog profila isparljivih spoje-
va, na svjezim i/ili suhim uzorcima primijenjene su dvije
komplementarne metode izolacije: mikroekstrakcija vrsnih
para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME) i/ili hidrodestilacija (HD).
Za HS-SPME su upotrijebljena vlakna razlicite polarnosti
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polidimetilsiloksan/divinilbenzen (PDMS/DVB) i/ili divinil-
benzen/karboksen/polidimetilsiloksan  (DVB/CAR/PDMS).
Dobiveni izolati isparljivih spojeva, vrine pare i isparljivo
ulje (destilat) analizirani su vezanim sustavom plinska kro-
matografija-spektrometrija masa (GC-MS).

Istrazivanje kemijske raznolikosti

Morske makroalge sadrze velik broj strukturno raznolikih
spojeva koji pokazuju antiviralna, antibakterijska, antifu-
galna, citotoksi¢na, insekticidna, antihelmintska, antioksi-
dacijska, protuizjedajuéa (“antifeedant”), protuupalna te
antitumorska svojstva.> U makroalgama je identificirano
gotovo 3000 spojeva, Sto predstavlja priblizno 20 % ke-
mijskih spojeva podrijetlom iz morskog sustava.® U smi-
slu zastupljenosti i raznolikosti sekundarnih metabolita,
crvene alge (Rhodophyta) s vise od 1500 identificiranih
spojeva bogatije su od smedih (Phaeophyta) i zelenih
(Chlorophyta) makroalgi.® Crvene alge su glavni proizvo-
daci halogeniranih spojeva s vise od 90 % identificiranih
spojeva s bromom ili klorom, u usporedbi sa samo 7 %
takvih spojeva identificiranih u zelenim algama te manje
od 1 % u smedim algama.® Halogenirani spojevi izolirani iz
algi obuhvacaju razlicite klase spojeva, kao sto su peptidi,
poliketidi, indoli, terpeni, acetogenini i fenoli te isparljivi
halogenirani ugljikovodici.” Poznato je da vise od polovine
identificiranih sekundarnih metabolita makroalgi cine ter-
peni,® koji predstavljaju i glavnu grupu spojeva pronadenih
u isparljivim uljima makroalgi.? Za razliku od isparljivih or-
ganskih spojeva izoliranih iz biljaka, koji privlace paznju od
davnina, isparljivi spojevi morskih algi manje su poznati i
istrazeni. Do 1966. godine samo je jedan isparljivi spoj iz
makrolagi identificiran i opisan u literaturi. Rije¢ je o dime-
til-sulfidu (DMS). S vremenom, broj identificiranih isparlji-
vih spojeva morskih algi raste,”'® a provedena istrazivanja
opisana su u znanstvenim i preglednim radovima.>”10-1¢
Isparljivi spojevi morskih algi ukljucuju terpene, ciklicke i
aciklicke C;,-spojeve, masne kiseline, organske spojeve sa
sumporom, halogenirane ugljikovodike i ostale spojeve s
bromom, klorom i jodom te druge spojeve,'®'” a njihov
sastav ovisi o istrazivanoj vrsti, geografskom podrijetlu,
metodi izolacije i okolisnim ¢imbenicima.'® Isparljivi spo-
jevi morskih makroalgi imaju ulogu feromona, sluze kao
kemijska obrana od predatora te kao inhibitori bakterija
i gljivica."® Primjerice, poznato je da diktiopteren C" ima
ulogu feromona.™ U literaturi se navode razli¢ite metode
za izolaciju isparljivih spojeva iz morskih algi kao sto su
hidrodestilacija (engl. hydrodistillation, HD), usmjerena hi-
drodestilacija potpomognuta mikrovalovima (engl. focused
microwave-assisted hydrodistillation, FMA-HD), simultana
destilacija-ekstrakcija (engl. simultaneous distillation-ex-
traction, SDE), vakuum-SDE (engl. vacuum-SDE, V-SDE),
superkriticna ekstrakcija fluidima (engl. supercritical fluid
extraction, SFE), staticke i dinamicke tehnike izolacije vrs-
nih para (engl. static and dynamic headspace extraction
techniques, SHE and DHE techniques) te mikroekstrakcija
vrsnih para na ¢vrstoj fazi (engl. headspace solid-phase mi-
croextraction, HS-SPME) 312
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Pregledom literature pronadeno je nekoliko preglednih
radova koji se odnose na istrazivanja isparljivih spojeva
morskih algi>” 1% ukljucujuéi i vrste makroalgi koje se
mogu pronaci u Sredozemnom moru. Istrazivanja isparlji-
vih organskih spojeva algi Sredozemnog mora obuhvacaju
znatan broj radova. Boland i Mtiller (1987.) objavili su prva
istrazivanja mirisnih spojeva makroalge iz Sredozemnog
mora.'??° GC-MS analizom isparljivih spojeva alge Dictyop-
teris membranacea prvi put su identificirani undekan-3-on,
diktioprolen, 4-((E)-heks-1-enil)ciklopenten i 6-((E)-but-1-
-enil)ciklohepta-2,5-dien.?® Provedena su i novija istra-
Zivanja isparljivih metabolita te vrste alge Sredozemnog
mora.”'?? Istrazene su razlicite vrste algi Sredozemnog
mora iz kojih su izolirani i identificirani mnogi isparljivi i
poluisparljivi organski spojevi: C,;-ugljikovodici, seskvi-
terpeni, spojevi sa sumporom, 6-butilciklohepta-1,4-dien
(Dictyopteris membranaceae);*'** masne kiseline i deriva-
ti, seskviterpeni, ugljikovodici i derivati (Cystoseira sedoi-
des);* ugljikovodici, halogenirani spojevi, masne kiseline
(Corallina elongata);** kubenol, heksan-1-ol, oktan-1-ol
(Cystoseira stricta var. amentacea);** n-dokosan, n-eikosan
i n-tetratriakontan (Jania rubens);?° halometani i esteri ha-
logeniranih karboksilnih kiselina (Asparagopsis armata);*
derivat azulena (Dictyota dichotoma);*® n-tetratriakontan,
1-heptadekanamin i dokosan (Enteromorpha linza);* ha-
logenirani metaboliti (Ulva rigida).** O organizmima iz
Jadranskog mora objavljen je mali broj istrazivanja ispar-
ljivih spojeva morskih algi i cvjetnica. Pregledom dostu-
pne literature pronadena su samo tri rada drugih autora
o isparljivim spojevima makroalgi iz Jadranskog mora.'-3
Kamenarska i sur. su za izolaciju isparljivih spojeva alge
Padlina pavonia iz Jadranskog mora primijenili simultanu
destilaciju-ekstrakciju (SDE) toluenskog ekstrakta. GC-MS
analizom isparljive frakcije identificirani su aromatski este-
ri, benzil-alkohol, benzaldehid i slobodne masne kiseline
te u nizim koncentracijama terpeni, fenoli i spojevi sa sum-
porom.*? SDE je primijenjena i za izolaciju isparljivog ulja
alge R pavonica iz Crvenog mora. Glavni spoj identificiran
u isparljivom ulju te alge je di-2-etillheksil-ftalat.** lako za
istrazivane vrste R pavonica, D. dichotoma, T. atomaria, P
oceanica postoji nekoliko objavljenih radova vezanih za
isparljive i poluisparljive spojeve, ipak nema dostupnih po-
datka o kemijskom sastavu njihovih vr$nih para. Tako su u
krutom ekstraktu alge D. dichotoma identificirani terpeni
kao sto su bicikloseskvifelandren, germakren D, diktiok-
sid, pacidiktiol A, izopacidiktiol A, aksenol, acetildiktiolal,
diktiol B-acetat, izopacidiktiolal, 10-acetoksi-18-hidroksi-
dolabela-2,7-dien, diktiol E, fukosterol, acetoksikrenulid,
hidroksiacetildiktiolal, izodiktiohemiacetal, diktiol A, dik-
tiol B, diktiol C i hidroksikrenulid.>* U petroleterskom ek-
straktu alge T. atomaria iz Jadranskog mora identificirani su
seskviterpeni 4-kadinen, kadinan-4(14),5-dien, (-)-germa-
kren D, aksenol, (-)-kubebol i 4-epi-kubebol.>' U ekstraktu
morske cvjetnice P oceanica s kloroformom identificiran je
novi metilirani seskviterpen (E)-3,7,12-trimetiltridec-2-en-
T-ol (posidozinol) zajedno s B-sitosterolom i Cetiri masne
kiseline.*® Za vrste Halopteris filicina, Flabellia petiolata i
Codium bursa nema raspolozivih podataka o sastavu ispar-
ljivih spojeva.
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Isparljivi spojevi istrazivanih vrsta morskih
organizama

HS-SPME je uspjesno primijenjen po prvi put za izolaciju
isparljivih spojeva svjezih uzoraka dviju smedih algi Ha-
lopteris filicina (Grateloup) Kitzing i Dictyota dichotoma
(Hudson) J. V. Lamouroux, zelene alge Flabellia petiolata
(Turra) Nizamuddin te endemicne morske cvjetnice Posi-
donia oceanica (L.) Delile. Primije¢ene su znacajne razli-
ke u kemijskom sastavu vrsnih para. Dimetil-sulfid (DMS)
glavni je spoj identificiran u vrstama P oceanica (59,3 %),
F. petiolata (22,2 %) te H. filicina (12,8 %), §to upucuje
na to da su ti organizmi izvor sumpornih spojeva u mor-
skom ekosustavu.” Nastanak DMS-a rezultat je enzimske
razgradnje dimetilsulfoniopropionata (DMSP), metabolita
metionina prilicno raSirenog u morskim vrstama.'® Visok
postotak DMS-a (18,27 % (vlakno PDMS/DVB); 26,37 %
(vlakno DVB/CAR/PDMS)) pronaden je u vrsnim parama
smede alge P pavonica.® DMS je takoder identificiran
kao glavni spoj i u vrsnim parama svjezih uzoraka zele-
ne alge Codium bursa (Olivi) C. Agardh (36,22 % (vlakno
DVB/CAR/PDMS); 56,61 % (vlakno PDMS/DVB)). Za-
stupljenost DMS-a u vrsnim parama suhe alge C. bursa
znatno je manja (3,72 % (vlakno DVB/CAR/PDMS); 3,10 %
(vlakno PDMS/DVB)) $to je vjerojatno posljedica njegove
male molekulske mase i velike isparljivosti. Drugi raz-
gradni produkt DMSP-a, dimetilsulfoksid (1,52 % (vlakno
DVB/CAR/PDMS); 2,63 % (vlakno PDMS/DVB)), identifi-
ciran je u vrsnim parama suhih uzoraka te alge.?” Poznato
je da zelene alge, posebno vrste roda Ulva, Enteromorp-
ha i Codium te rod Polysiphonia crvenih algi, proizvode
velike kolicine DMS-a za razliku od smedih algi koje ga
proizvode u manjoj koli¢ini.*®* Ovi literaturni podatci su
u skladu s provedenim istrazivanjima.®'**” DMS sluzi kao
kemijski atraktant za fitoplankton, bakterije, zooplankton,
ribe i morske ptice.*04

Morske makroalge pokazuju veliku sposobnost vezivanja
halogenidnih iona, pri ¢emu nastaju raznoliki halogeni-
rani sekundarni metaboliti." U kemijskom profilu vr3nih
para H. filicina identificirani su halogenirani ugljikovodici
tribrommetan (2,1 %) i 1-jodpentan (0,8 %). Tribrommetan
(1,8 %) je takoder identificiran i u F. petiolata.' Iz literature
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je poznato da su isparljivi halogenirani spojevi ukljuceni
u obrambeni mehanizam (alelopatija) algi. Smatra se da
enzimi haloperoksidaze kataliziraju sintezu halogeniranih
organskih spojeva uz prisustvo halogenidnih iona (klorida,
bromida ili jodida) i vodikova peroksida.*?

Najzastupljenija grupa spojeva u kemijskom profilu vrsnih
para smede alge H. filicina su alifatski spojevi, posebno
Cg-spojevi poput oktan-1-ola (5,1 %), oktanala (4,7 %),
oktan-3-ona (4,1 %), (3E)-okta-1,3-diena (2,3 %), (3E,52)-
-okta-1,3,5-triena (9,5 %) te okt-1-en-3-ola (1,2 %). Ali-
fatski Cg-spojevi su pronadeni i u zelenoj algi F. petiolata,
a medu njima se mogu istaknuti (3E,5Z)-okta-1,3,5-trien
(fukoseraten; 3,2 %), okt-1-en-3-ol (2,5 %), oktan-2-on
(1,6 %) i okt-1-en-3-on (1,1 %). Isparljivi feromon fukose-
raten pronaden je i u D. dichotoma (1,6 %)."* Nizi alifatski
alkoholi okt-1-en-3-ol (1,12 % (vlakno DVB/CAR/PDMS);
9,71 % (vlakno PDMS/DVB)) i oktan-1-ol (0,62 % (vlakno
DVB/CAR/PDMS); 0,20 % (vlakno PDMS/DVB)) identifici-
rani su i u vr$nim parama zelene alge C. bursa.’” Alifatski
alkohol oktan-1-ol glavni je spoj vrsnih para smede alge
Padina pavonica (Linnaeus) Thivy, 1960 (37,73 (vlakno
PDMS/DVB); 38,60 % (vlakno DVB/CAR/PDMS)), a zajed-
no s oksidiranim derivatom oktanalom (9,63 %; 7,98 %)
prvi put se navodi za tu vrstu alge.? Oksidirani alifatski spo-
jevi kao sto su heksan-1-ol, oktan-2,3-dion, 6-metilhept-
5-en-2-on, 2-etilhept-5-en-2-on ili (E)-okt-2-enal identifi-
cirani su u vrsnim parama suhih uzoraka alge C. bursa.’”
6-Metilhept-5-en-2-on (9,5 %) najzastupljeniji je keton u
algi F. petiolata, a identificiran je i u D. dichotoma (0,7 %).
U vrstama H. filicina i F. petiolata prisutni su i alifatski spo-
jevi do sedam ugljikovih atoma, posebno ketoni i aldehidi
poput 3-metilbutanala (0,9 %; 1,0 %), 3-metilbut-2-enala
(1,5 %; 1,6 %), heksanala (4,7 %; 1,5 %) i pent-1-en-3-ona
(2,6 %; 2,9 %)."? Kratkolancani (npr. C,, Co) i srednjelan-
cani (npr. C,) aldehidi prisutni u morskim algama nastaju
uglavnom iz masnih kiselina (C,,), preko hidroperoksi-
da.#®**Gelidium, Pterocladia, Pterocladiella, Pterocladia-
strum, Ptilophora U vr$nim parama svjezih uzoraka zelene
alge C. bursa pronadeno je nekoliko alifatskih aldehida
male molekulske mase (vlakno DVB/CAR/PDMS; vlakno
PDMS/DVB) kao $to su nonanal (3,51 %; 2,51 %), oktanal
(0,81 %; 0,10 %) i dekanal (1,01 %; 0,42 %).*”
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Slika T — Odabrani alifatski spojevi male molekulske mase identificirani u kemijskim profilima vrsnih para: (1) dime-
til-sulfid; (2) dimetilsulfoksid; (3) tribrommetan; (4) 1-jodpentan; (5) 3-metilbut-2-enal; (6) pent-1-en-3-on;

(7) heksanal; (8) nonanal

Fig. 1 - Selected low molecular aliphatic compounds identified in the headspace chemical profiles: (1) dimethyl sul-
phide; (2) dimethylsulfoxide; (3) tribromomethane; (4) 1-iodopentane; (5) 3-methylbut-2-enal; (6) pent-1-

-en-3-on; (7) hexanal; (8) nonanal
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Slika 2 — Odabrani C- i C4-alifatski spojevi identificirani u kemijskim profilima vr3nih para: (9) oktan-1-ol; (10) oktanal; (11) (3E,52)-
-okta-1,3,5-trien; (12) 6-metilhept-5-en-2-on; (13) okt-1-en-3-ol; (14) diktiopteren A; (15) diktiopteren D’; (16) diktiop-

teren C

Fig. 2 —Selected Cq- i Cy;-aliphatic compounds identified in the headspace chemical profiles: (9) octan-1-ol; (10) octanal; (11)
(3E,52)-octa-1,3,5-triene; (12) 6-methylhept-5-en-2-one; (13) oct-1-en-3-ol; (14) dictyopterene A; (15) dictyopterene D’;

(16) dictyopterene C

Dva C,;-ugljikovodika diktiopteren D’ i diktiopteren C, ka-
rakteristicna za morske alge, identificirani su u H. filicina
(1,9 %; 0,7 %) i F. petiolata (7,4 %; 0,7 %)."* U vrsnim
parama alge P pavonica u niskom su postotku pronadeni
diktiopteren A (1,27 % (vlakno PDMS/DVB); 0,87 % (vla-
kno DVB/CAR/PDMS)) i diktiopteren D’ (1,15 % (vlakno
PDMS/DVB); — (vlakno DVB/CAR/PDMS)), koji imaju ulo-
gu seksualnih feromona.®® Vecina kemijskih signala (spe-
cifiéni isparljivi feromoni) u makroalgama su nezasiceni
aciklicki i/ili aliciklicki C,;-ugljikovodici razlicitih velicina
prstena i stupnjeva nezasicenosti, a aktivni su u pikomo-
larnim koncentracijama.*#® Cg-Ugljikovodik (3E,52)-okta-
-1,3,5-trien (fukoseraten) takoder sluzi za intraspecificnu
kemijsku komunikaciju.***” Pretpostavlja se da biosinteza
Cyy- i Cg-ugljikovodika zapocinje iz istog ishodnog spoja,
primjerice eikosapentaenske kiseline. Visestruko nezasi-
¢ena masna kiselina aktivira se 9- ili 12—lipoksigenazom,
Sto rezultira odgovarajuéim 9- ili 12-hidroperoksidima koji
se dalje oksidativno cijepaju dajuci karakteristicne C,;- i
Cg-ugljikovodike (npr. fukoseraten)."*® Druga grupa za-
stupljenijih alifatskih spojeva identificiranih u vrsnim para-
ma vrsta H. filicina, F. petiolata i P oceanica su visi aciklicki
ugljikovodici kao sto su heptadekan (4,0 %; 9,1 %; 7,2 %) i
pentadekan (2,6 %; 1,4 %; 14,5 %)."> Heptadekan (vlakno
DVB/CAR/PDMS; vlakno PDMS/DVB) po zastupljenosti je
drugi spoj vrinih para svjezih uzoraka alge C. bursa (4,82 %;
32,51 %), dok je kod suhih uzoraka postotak heptadeka-
na u vrsnim parama povecan (41,50 %; 52,62 %). U vrs-
nim parama suhih uzoraka C. bursa u manjem su postotku
pronadeni i drugi zasi¢eni ugljikovodici poput pentadeka-
na, heksadekana, oktadekana, nonadekana te dva alkena
(E)-heptadec-8-en i nonadec-1-en. Visi zasiceni ugljiko-
vodici heptadekan (23,44 %) i dokosan (13,90 %) glavni
su spojevi pronadeni u destilatu svjeze alge C. bursa.’” U
vrstama H. filicina i F. petiolata pronaden je pentadec-1-en
(3,3 %; 3,2), dok je nonadekan (6,3 %) u vec¢em postotku
pronaden samo u vrsti P oceanica.'

Glavni spojevi identificirani u isparljivom ulju smede alge
P pavonica su visi alifatski alkoholi: (Z)-oktadec-9-en-1-ol
(25,68 %), heksadekan-1-ol (17,29 %) i (Z,Z)-oktade-
ka-3,13-dien-1-ol (7,55 %) te u manjim postotcima
(2)-heksadec-11-en-1-ol (1,15 %), (E)-heksadec-11-en-1-
ol (2,58 %), (Z,2)-oktadeka-9,12-dien-1-ol (3,60 %) i dru-
gi. Takoder, u isparljivom ulju te alge identificirani su i visi
alifatski esteri metil-eikosa-5,8,11,14-tetraenoat (0,6 %),
metil-eikosa-5,8,11,14,17-pentaenoat (3,98 %) i metil-ei-
kosa-8,11,14,17-tetraenoat (1,84 %).” U destilatu svjeze
alge C. bursa identificirani su diizooktil-ftalat (13,30 %)
i dibutil-ftalat (9,80 %). Diizooktil-ftalat nije pronaden
u kemijskom profilu destilata suhe alge, dok je postotak
dibutil-ftalata (1,03 %) znatno manji.*” Dialkil-ftalati mogu
prirodno potjecati iz morskih algi.*

Od fenilpropanskih derivata u vrsnim parama H. filicina i F
petiolata identificiran je benzaldehid (8,7 %; 6,5 %), koji
je u manjem postotku pronaden i u P pavonica (2,48 %
(vlakno PDMS/DVB); 0,33 % (vlakno DVB/CAR/PDMS))?
te drugim istrazivanim vrstama (0,2 — 0,5 %)." U vrSnim
parama alge C. bursa (vlakno DVB/CAR/PDMS; vlakno
PDMS/DVB) identificirani su benzaldehid (5,21 %; 4,73 %))
i benzil-alkohol (9,31 %; 0,20 %). Ti aromatski spojevi
identificirani su i u destilatima svjeze i suhe alge C. bur-
sa. Primijeceno je da je postotak benzil-alkohola (0,10 %)
znatno manji u destilatu suhe alge u usporedbi s destilatom
svjezih uzoraka (18,02 %).%” Od drugih fenilpropanskih de-
rivata pronaden je fenilacetaldehid (0,1 % — 0,9 %) i to u
vrstama H. filicina, F. petiolata i P oceanica.’ Fenilpropan-
ski derivati se ponajprije izvode iz fenilalanina, pri cemu se
skra¢ivanje bocnog lanca za dva atoma ugljika moze odvi-
jati B-oksidacijskim putem ili neoksidativno.>®

Razgradni  produkti karotenoida, C,;-norizoprenoidi
a-jonon (0,4 %; 0,9 %), B-jonon (1,2 %; 0,7 %) i B-ci-
klocitral (0,5 %; 0,8 %) identificirani su u algama H. fili-
cina i Fpetiolata."” Primjenom dvaju vlakana (vlakno
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DVB/CAR/PDMS; vlakno PDMS/DVB), uz a-jonon
(6,40 %; 3,02 %) i B-jonon (1,52 %; 1,02 %,) u vrsnim
parama suhe alge C. bursa identificiran je i 4-ketoizoforon
(0,10 %; 0,10 %).*” U destilatu svjeze alge P pavonica pro-
naden je C,;-norisoprenoid 3-okso-a-jonol.’

U zelenoj algi F. petiolata pronaden je samo jedan mo-
noterpen, 1,8-cineol (0,6 %)."? Iz literature je poznato da
smede alge porodice Dictyotaceae proizvode mnostvo se-
kundarnih metabolita, posebno diterpena, obi¢no ciklicke
strukture.?® Takoder, u literaturi se selinan i kadinan navo-
de kao dva glavna strukturna tipa seskviterpenena u sme-
dim algama.”' Za razliku od H. filicina, F. petiolata i R oce-
anica glavni identificirani spojevi vrsnih para D. dichotoma
su seskviterpeni medu kojima je najzastupljeniji germakren
D (28,3 %). Germakren D (32,06 % (vlakno PDMS/DVB);
27,89 % (vlakno DVB/CAR/PDMY)) takoder je glavni se-
skviterpen vrinih para svjezih uzoraka smede alge Taonia
atomaria. U D. dichotoma i T. atomaria identificiran je i
biciklogermakren (4,7 %; 0,87 %) koji biosinteski vjerojat-
no nastaje iz germakrenil-kationa.’ Drugi seskviterpeni vrs-
nih para D. dichotoma, biosintetski povezani s germakre-
nom, su: 8-kadinen (8,3 %), y-kadinen (3,4 %), p-kadinen
(2,8 %) te trans-kadina-1,4-dien (1,2 %). U vr$nim parama
te alge identificiran je i epizonaren (4,3 %), koji moze na-
stati izravno iz germakrena D ili iz drugih meduproduka-
ta kadinena. Pretpostavlja se da ciklizacijom germakrena
D ili njegovih izomera s endociklickom dvostrukom ve-

525

zom mogu nastati spojevi s bourbonen i kopaen struktu-
rom, poput B-bourbonena (5,1 %) i a-kopaena (0,7 %).
U nizim postotcima u algi D. dichotoma identificirani su
i o-muurolen (2,2 %), y-muurolen (2,1 %) te a-amorfen
(3,5 %)."? U vr8nim parama T. atomaria identificirani su se-
skviterpeni kadinan strukture (vlakno PDMS/DVB; vlakno
DVB/CAR/PDMS), koji se takoder biosinteski mogu izvesti
iz germakrena D: epi-bicikloseskvifelandren (27,49 %;
25,13 %), kadina-3,5-dien (2,45 %; 3,60 %), trans-kadina-
1(6),4-dien (1,21 %; 2,39 %) te zonaren (2,25 %; 2,53 %).
Seskviterpen, pronaden u vec¢em postotku, s triciklickom
strukturom kubebana je B-kubeben (12,80 % (vlakno
PDMS/DVB); 10,74 % (vlakno DVB/CAR/PDMS)). U ma-
njem postotku je identificiran i njegov izomer a-kubeben
(2,53 %; 2,48 %). Medu glavnim identificiranim spojevima
pronaden je bicklicki spiro seskviterpen gleenol (9,68 %;
11,02 %). Medutim, u destilatu T. atomaria pronadeni su
i terpenoidi ve¢e molekulske mase kao sto su diterpeni
(pacidiktiol A, cembra-4,7,11,15-tetraen-3-ol), izocembrol
seskviterpeni (trans-a-bergamoten, a-amorfen, junenol,
di-epi-1,10-kubenol, §-kadinol) te trisnorseskviterpen al-
ben. Germakren D (22,24 %), epi-bicikloseskvifelandren
(20,83 %) i gleenol (15,35 %) glavni su spojevi identificirani
i u destilatu smede alge T. atomaria. Iz literature je pozna-
to da glavni isparljivi spojevi pronadeni u vrsnim parama i
isparljivom ulju alge T. atomaria pokazuju razlicite bioloske
aktivnosti.’

NN N TN TN T TN T 17

18

OH 19

OH 20

S OH o1
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Slika 3 — Odabrani visi alifatski ugljikovodici, alkoholi i esteri identificirani u kemijskim profilima isparljivih ulja: (17) hep-
tadekan; (18) dokosan; (19) (2)-oktadec-9-en-1-ol; (20) heksadekan-1-ol; (21) (Z,Z)-oktadeka-3,13-dien-1-ol;

(23) diizooktil-ftalat; (23) dibutil-ftalat

Fig. 3 —Selected higher aliphatic hydrocarbons, alcohols and esters identified in the chemical profiles of volatile oils: (17)
heptadecane; (18) docosane; (19) (2)-octadec-9-en-1-ol; (20) hexadecan-1-ol; (21) (Z,Z)-octadeca-3,13-dien-1-

ol; (23) diisooctyl phtalate; (23) dibutyl phtalate
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Slika 4 — Odabrani di- i seskviterpeni identificirani u kemijskim profilima vrsnih para i isparljivih ulja: (24) germakren D; (25) bicikloger-
makren; (26) 8-kadinen; (27) epizonaren; (28) epi-bicikloseskvifelandren; (29) B-kubeben; (30) gleenol; (31) (E)-B-farnezen;

(32) (E)-fitol; (33) pacidiktol A

Fig. 4 —Selected di- and sesquiterpenes identified in the chemical profiles of headspace and volatile oils: (24) germacrene D; (25)
bicyclogermacrene (26) 8-cadinene; (27) epizonarene; (28) epi-bicyclosesquiphellandrene; (29) p-cubebene; (30) gleenol;

(31) (B)-B-farnesene; (32) (E)-phytol; (33) pachydictol A

(E)-p-Farnezen (7,92 % (vlakno PDMS/DVB); 6,28 % (vla-
kno DVB/CAR/PDMS)) glavni je seskviterpen identificiran
u vr$nim parama smede alge P pavonica, a potom slijede
a-farnezen (4,43 %; -) te cis- i trans-kalamenen (0,62 %;
0,19 %). U isparljivom ulju te alge identificiran je (E)-fitol
(6,45 %). Taj diterpenski alkohol (3,31 %) identificiran je i u
isparljivom ulju svjeze alge C. bursa, a u destilatu suhe alge
C. bursa je dominantan spoj (58,42 %). Taj povecan posto-
tak u odnosu na destilat svjezeg uzorka vjerojatno je poslje-
dica raspada klorofila. Oksidacijom fitolnog lanca klorofila
moze nastati metilirani keton dugolancane masne kiseline
kao sto je heksahidroksifarnezil aceton (6,10,14-trimetil-
pentadekan-2-on, fiton) koji je pronaden u isparljivom ulju
svjezih i suhih uzoraka alge C. bursa (1,61 %; 5,91 %). Di-
terpenski alkoholi pacidiktol A (6,03 %), izopacidiktol A
(0,15 %) te nekoliko seskviterpena (trans-a-bergamoten,
epi-B-santalen, a-humulen, B-santalen, (E)-p-gvajen, B-bi-
sabolen i (E)-a-bisabolen) identificirano je po prvi put u
destilatu alge P pavonica.

Zakljucak

Provedena istrazivanja pridonose proucavanju kemijske
bioraznolikosti morskih algi i otkrivaju mnostvo razli¢itih
isparljivih spojeva od kojih se mnogi po prvi put navode za
odredene vrste. Mikroekstrakcija vrsnih para na ¢vrstoj fazi
(HS-SPME) i hidrodestilacija (HD) predstavljaju prikladne
i komplementarne metode za izolaciju isparljivih spojeva
morskih algi. GC-MS analizom izolata dobiveni su karakte-
risticni kemijski profili vr$nih para i isparljivih ulja istraziva-

nih vrsta. Kod vrsta H. filicina i F. petiolata identificirani su
dimetil-sulfid (DMS), Cg-spojevi (npr. fukoseraten), benzal-
dehid, heptadekan, diktiopteren D’ i C, i dr. Dimetil-sulfid
te visi aciklicki ugljikovodici dominantni su spojevi vrsnih
para R oceanica, dok su u vrSnim parama D. dichotoma
i T. atomaria najzastupljeniji seskviterpeni. Kemijski sastav
vr$nih para i isparljivog ulja alge T. atomaria veoma je slican,
dok se profili vrénih para i isparljivog ulja kod algi P pavo-
nica i C. bursa znatno razlikuju. Glavni spojevi pronadeni
u vrsnim parama P pavonica su dimetil-sulfid, oktan-1-ol
i oktanal, dok su u sastavu ulja glavni spojevi visi alifat-
ski alkoholi, (E)-fitol i pacidiktol A. Takoder, primije¢ena
je razlika u kemijskim profilima isparljivih spojeva izmedu
svjezih i suhih uzoraka alge C. bursa. Dimetil-sulfid, glavni
spoj vrinih para svjezih uzoraka, u vr$nim je parama su-
hih uzoraka prisutan u malom postotku. U destilatu svjeze
alge glavni su spojevi heptadekan i dokosan, dok je (E)-fitol
glavni spoj destilata suhe alge. Identificirani spojevi, medu
kojima se nalaze i bioloski aktivni spojevi, pridonose ke-
mijskoj karakterizaciji morskih algi Jadranskog mora.
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List of abbreviations

HS-SPME — mikroekstrakcija vr3nih para na ¢vrstoj fazi

— headspace solid-phase microextraction

HD — hidrodestilacija
— hydrodistillation
GC-MS - plinska kromatografija-spektrometrija masa
— gas chromatography-mass spectrometry
VOCs - isparljivi organski spojevi

— volatile organic compounds

FMA-HD - usmjerena hidrodestilacija potpomognuta

SDE

SFE

SHE

DHE

mikrovalovima
— focused microwave-assisted hydrodistillation

— simultana destilacija-ekstrakcija
— simultaneous distillation-extraction

— superkriti¢na ekstrakcija fluidima
— superecritical fluid extraction

— staticka ekstrakcija vrsnih para
— static headspace extraction

— dinamicka ekstrakcija vrsnih para
— dynamic headspace extraction
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SUMMARY

BioProspecting of the Adriatic Sea:
A Review of Recent Studies of Volatile Organic Compounds

Marina Kranjac,®” Marina Zekic,* Ani Radonic,?
Zvonimir Marijanovic,? Stela Jokic,* and Igor Jerkovic?

Studies presented in this review contribute to the knowledge of volatile organic compounds
(VOCs) from marine organisms, especially macrolgae from the Adriatic Sea. Complementary
methods were used for the isolation of VOCs from fresh and/or air-dried samples: headspace sol-
id-phase microextraction (HS-SPME) and/or hydrodistillation (HD). The isolates were analysed by
gas chromatography and mass spectrometry (GC-MS). A variety of different volatile compounds,
mainly sesquiterpenes, diterpenes and aliphatic compounds were found in headspace and vola-
tile oils of macroalgae Halopteris filicina, Flabellia petiolata, Dictyota dichotoma, Taonia atomaria,
Padina pavonica, Codium bursa, and one seagrass Posidonia oceanica. Low molecular aliphatic
compounds were found in the chemical profiles of headspace, such as dimethyl sulphide (DMS),
tribromomethane, 1-iodopentane, 3-methylbut-2-enal, hexanal and pent-1-en-3-one. Aliphatic
Cg- and C,;-compounds (e.g., octan-1-ol, octanal, oct-1-en-3-ol, 6-methylhept-5-en-2-on, fu-
coserratene and dictyopterenes) were also identified. Along with higher acyclic hydrocarbons,
which are also found in headspace (e.g. heptadecane), in the investigated volatile oils higher ali-
phatics alcohols (e.g., (2)-oktadec-9-en-1-ol, hexadecan-1-ol, (Z,Z)-oktadeca-3,13-dien-1-ol) and
esters (e.g., diisooctyl phthalate, dibutyl phthalate) were found. Phenylpropane derivatives (e.g.,
benzaldehyde, benzyl alcohol) and C;;-norisporenoids (e.g., a-ionone and p-ionone) were also
identified in the volatile profiles, as well as an array of sesquiterpenes (e.g., germacrene D, bicy-
clogermacrene, 3-cadinene, epizonarene, epi-bicyclosesquiphellandrene, B-cubebene, gleenol,
(E)-B-farnesene). VOCs, identified in marine algae, could be useful for chemotaxonomic studies.

Keywords

Marine macroalgae, headspace solid-phase microextraction (HS-SPME), hydrodistillation (HD),
volatile oils, gas chromatography and mass spectrometry (GC-MS),

volatile organic compounds (VOCs)
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