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Provesti susenje alge C. compressa na tri razli¢ita nacina.

Provesti analizu vr$nih para odabrane alge upotrebom GC-MS sustava.
Analizirati isparljive organske spojeve alge C. compressa.

Analizirati metode susenja, izolacije i analize isparljivih spojeva.

Provesti identifikaciju pojedina¢nih spojeva usporedbom indeksa retencije s
podatcima iz literature i indeksima retencija iz interne baze podataka Zavoda za
organsku kemiju.

Izvrsiti identifikaciju spojeva analizom spektara masa identificiranih spojeva sa
spektrima masa iz biblioteka spektara masa Wiley 9 i NIST 17.

Pouciti potencijalnu razliku u na¢inima susenja.



SAZETAK

Alge su skupina pretezno vodenih, fotosintetskih autotrofnih organizama. Veéina
algi zive u morima i oceanima dok preostali dio predstavljaju slatkovodne alge. Na
osnovu fotosintetskih pigmenata alge dijelimo na smede, crvene i zelene. Smede alge
sadrze pigment fukoksantin koji je zasluzan za njihovu zelenkasto-smedu boju. Bioloski
su aktivne Sto je rezultat prisutnosti mnogih aktivnih spojeva primjerice fukoidana,
sulfatiranog polisaharida koji je smjeSten u stani¢noj stjenci smedih algi. Rod Cystoseira
obuhvaca oko 294 vrste i jedan je od najznacajnijih u obitelji Sargassaceae (nastala
spajanjem obitelji Sargassaceae i Cystoseiraceae). Alga Cystoseira compressa pripada u
razred Phaeophyceae, red Fucales te u rod Cystoseira. Cilj ovog rada bio je provesti
analizu vr$nih para alge C. compressa upotrebom GC-MS sustava susene na tri razlicita
nacina. Mikroekstrakcijom vrSnih para na ¢vrstoj fazi ekstrahirane su vr§ne pare uzoraka
na DVB/CAR/PDMS i PDMS/DVB vlaknima radi potpunijeg profila vr$nih para.
Usporedbom dobivenih rezultata primije¢eno je da u odnosu na suSene uzorke, svjezi
uzorci pokazuju viSu koncentraciju terpena, norizoprenoida i alifatskih zasi¢enih spojeva,
ali manju koncentraciju alifatskih nezasi¢enih spojeva. lako se ukupni postotak
identificiranih isparljivih organskih spojeva nije drasticno razlikovao s obzirom na
tehnike susenja, primjetne su razlike u zastupljenosti odredenih skupina spojeva. Uzorak
suSen u pecnici pokazuje vecu zastupljenost alifatskih zasi¢enih spojeva i terpena u
usporedbi s liofiliziranim uzorkom, dok liofilizirani uzorak ima visi udio derivata
benzena. Okt-1-en-3-ol je najzastupljeniji spoj u suSenim uzorcima izoliranim s oba tipa
vlakana, dok ga je u svjezem uzorku ima od 1,6-2,5 puta manje. U svjezem uzorku,
izoliranom na DVB/CAR/PDMS vlaknu, najdominantniji spoj je bio norizoprenoid f-

jonon, ¢ija se koncentracija smanjuje 5,9 do 6,9 puta nakon procesa suSenja.

Klju¢ne rijec¢i: HS-SPME , isparljivi organski spojevi, GC-MS
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ABSTRACT

Algae are a group of primarily aquatic, photosynthetic autotrophic organisms.
Most algae live in seas and oceans, with the remainder being freshwater algae. Based on
their photosynthetic pigments, algae are categorized into brown, red, and green types.
Brown algae contain the pigment fucoxanthin, which gives them their greenish-brown
color. They are biologically active, due in part to the presence of fucoidan, a sulfated
polysaccharide located in the cell walls of brown algae. The genus Cystoseira includes
about 294 species and is one of the most important in the Sargassaceae family (formed
by merging the Sargassaceae and Cystoseiraceae families). The algae Cystoseira
compressa belongs to the Phaeophyta class, Fucales order, and Cystoseira genus. The aim
of this study was to perform an analysis of the headspace volatiles of C. compressa algae
using a GC-MS system, dried in three different ways. Solid-phase microextraction was
used to extract the headspace volatiles of the samples on DVB/CAR/PDMS and
PDMS/DVB fibers for a more comprehensive profile of the headspace volatiles. A
comparison of the obtained chemical profile data revealed that, compared to dried
samples, fresh samples show a higher concentration of terpenes, norisoprenoids, and
aliphatic saturated compounds but a lower concentration of aliphatic unsaturated
compounds. Although the overall percentage of identified volatile organic compounds
did not differ drastically between different drying techniques, notable differences were
observed in the representation of certain compound groups. The oven-dried sample
showed higher concentrations of aliphatic saturated compounds and terpenes compared
to the lyophilized sample, while the lyophilized sample had a higher proportion of
benzene derivatives. Okt-1-en-3-ol was the most abundant compound in the samples dried
in the shade, in the oven, and in those that were lyophilized, for both fiber types. Its
concentration was 1,6 to 2,5 times lower in the fresh sample. However, when the
DVB/CAR/PDMS fiber was used in the fresh sample, the most dominant compound was
the norisoprenoid B-jonone, whose concentration decreases 5,9 to 6,9 times after the

drying process.

Keywords: HS-SPME, volatile organic compounds, GC-MS
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UVvOD

Alge su skupina pretezno vodenih, fotosintetskih autotrofnih organizama. Veéina
algi su morske alge u morima i oceanima dok preostali dio ¢ine slatkovodne alge. Morske
alge sadrZze velik broj bioaktivnih spojeva: polisaharide, lipide, proteine, polifenole i
pigmente. Alge se na osnovu fotosintetskih pigmenata dijele na smede, crvene i zelene.
Smede alge posjeduju pigment fukoksantin koji je zasluZan za zelenkasto-smedu boju
algi. Crvene alge sadrze pigment fikoeritrin zbog kojeg su obojene u crvenkastu boju.
Sadrze klorofil a i karotenoide. Zelene alge sadrze klorofil a 1 b, uz karotene 1 ksantofile

Sto im daje izrazito zelenu boju.

Smede alge su bioloski aktivne Sto je rezultat mnogih aktivnih spojeva kao npr.
fukoidana, sulfatiranog polisaharida koji je smjesten u stani¢noj stjenci smedih algi. (1)
Rod Cystoseira obuhvaca oko 294 vrste i jedan je od najzastupljenijih u obitelji
Sargassaceae (nastala od spajanja obitelji Sargassaceae i Cystoseiraceae). Makroalge roda
Cystoseira (Fucales, Phaeophyceae) rastu na stjenovitom dnu gdje imaju vaznu ulogu kao
graditelji staniSta klju¢ni za bioloSku raznolikost i funkcioniranje ekosustava (2). Rod
Cystoseira je uklju¢en u Aneks II Barcelonskog protokola o zasSticenim podru¢jima i
bioloskoj raznolikosti (Program Ujedinjenih naroda za okolis, 2019 (3)) i u Aneks |
Bernske konvencije (Vije¢e Europe, Bernska konvencija, 1979 (4)). Sve vrste roda
Cystoseira EU priznaje kao "staniSta od interesa za zajednicu (Habitat Reef-code 1170
Annex I)", Direktivom o stani$tima (Direktiva, 1992.). (5)

Bioloski aktivni spojevi su u mnogim slucajevima isparljivi. U prosjeku imaju malu
molekulsku masu ali zato igraju vaznu ulogu u morskom ekosustavu. (6). Pregledom
dosadasnjih radova o isparljivim spojevima smedih algi spominju se razne skupine
organskih spojeva (terpeni, aromatski ugljikovodici, alifatski ugjikovodici, fenoli, esteri,
alkoholi, aldehidi, ketoni i kiseline). (7)
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1. OPCI DIO



1.1. PODJELA ALGI

Alge fiksiraju CO2 za metabolizam i sinteze te iskoriStavaju energiju sunca. Sve
alge imaju sposobnost izvodenja fotosinteze te pri tom procesu proizvode kisik, a samim
time jedni su od vecih predstavnika izvora slobodnog atmosferskog kisika na Zemlji.
Pripadaju  skupini eukariota (osim cijanobakterija) i  posjeduju  kloroplast koji
sadrzi pigmente za absorpciju sunc¢eve energije. Primarni pigment je klorofil a, dok su za

boju pojedine alge su zasluzni drugi pigmenti (npr. fukoksantin kod smedih algi).

Na temelju izraZenih fotosintetskih pigmenata morske alge dijele se na: smede, crvene i

zelene. (8)

1. Smede alge (Phacophyta) — vec¢ih su dimenzija te se mogu manifestirati u
obliku divovskih kelpova (do 20 m), debelih morskih trava duljine 2—4 m, do
manjih vrsta duljine 30—60 cm. U prosjeku rastu po 20 cm u rasponu od 24
sata. Za zelenkasto-smedu boju zasluzan je pigment fukoksantin. Za biolosku
aktivnost smedih algi su odgovorni jedinstveni sekundarni metaboliti
(florotanini), §to omogucéava njihovo ekonomsko iskoristavanje. (9)
Najpoznatiji predstavnici su:

e Diktiota (lat. Dyctiota dichotoma)

e Padina (lat. Padina pavonica)

e Jadranski braci¢ (lat. Fucus virsoides)
e Cistozira (lat. Cystoseira)

2. Crvene alge (Rhodophyta) — veli¢ine od par centimetara do metra duljine,
nalaze se u dubokim oceanima (do 230 m dubine). Crvene alge sadrze pigment
fikoeritrin zbog kojeg su obojene u crvenkastu boju te posjeduju sposobnost
fotosinteze u tami. (10) Crvene alge imaju najve¢i udio proizvodnje
bioaktivnih spojeva u kozmetickoj, prehrambenoj i farmaceutskoj industriji i
glavni su izvor monoterpena koji imaju citotoksi¢no djelovanje. (11) Osnovna
podjela crvenih algi je na:

e Razred Florideophyceae: Neke od glavnih redova unutar ovog razreda
ukljucuju:

» Red Bangiales (vrste roda Porphyra)
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» Red Corallinales (oblikuju koraljni skelet u morskim
ekosustavima)
» Red Ceramiales
» Red Gelidiales (koriste se za proizvodnju agar-a u
prehrambenoj industriji) (12)
3. Zelene alge (Chlorophyta) — uz karotine i ksantofile sadrze klorofil (a i b) koji
prevladava stoga su izrazito zelene boje. Generiraju slobodni kisik, posjeduju
klorofil, pohranjuju $krob i sadrze celulozu (u stani¢nim stijenkama). Velike

su od par centimetara do metra duljine. (13)

1.1.1. SMEDE ALGE

Boja smedih algi rezultat je prisustva ksantofila i karotena. Glavni pigment koji
sadrzi je fukoksantin, ksantofil tj. vrsta karotenoida koji apsorbira svjetlo u plavom i
zelenom dijelu spektra. Omogucuje algi da koristi svjetlosnu energiju za fotosintezu u tim
valnim duljinama. Sadrze i druge karotenoidne pigmente, kao S§to su p-karoten i
violaksantin. Karotenoidi osim ostalih funkcija imaju ulogu zastite stanica od oStec¢enja

uzrokovanih svjetlosnim stresom. Takoder sadrze klorofil a i klorofil c.
Klasifikacija i raznolikost:
1. Razred Fucophyceae:
»  Red Fucales (Fucus, Ascophyllum, i Sargassum)
» Red Laminariales (Laminaria, Saccharina, Macrocystis)
»  Red Ectocarpales (manje alge)
2. Razred Dictyotophyceae:

» Red Dictyotales (nalazimo ih u tropskim morima, alge ¢iji se talusi se

dijele u dvije ili viSe grana)



3. Razred Tilopteridophyceae:

»  Red Tilopteridales: sadrzi razli¢it spektar morfologije

4. Razred Desmarestiophyceae:

» Red Desmarestiales: karakterizirane razgranatim talusom. (14) (15)

Kao sekundarne metabolite proizvode aktivne komponentne (florotanini), koji su poznati
po snaznim antioksidativnim svojstvima (smanjuju oksidativni stres neutralizacijom
slobodnih radikala u tijelu). Rezultat toga je veliko ekonomsko iskoristenje u

prehrambenoj, farmaceutskoj 1 kozmetickoj industriji. (9)

1.1.2. ROD CYSTOSEIRA

Rod Cystoseira sadrzi oko 294 vrsta 1 najucestalija je u obitelji Sargassaceae. Alge
roda Cystoseira mogu se naci na razli¢itim dijelovima svijeta, priblizno 80% vrsta nalaze

se duz Sredozemlja i okolne Atlantske obale. Duljina algi je u prosjeku od 15-30 cm.

Rod Cystoseira je proucavan zbog svojih sekundarnih metabolita, ukljucujuci isparljive
spojeve. Isparljivi organski spojevi Cesto ukljucuju terpene, aldehide, ketone i druge
organske molekule koje mogu imati razlicite bioloske aktivnosti, poput antimikrobnih ili
antioksidativnih svojstava. Neki kemijski spojevi i skupine spojeva koji su identificirani

da se nalaze u rodu Cystoseira su:

e Monoterpeni (a-pinene, limonene) 1 seskviterpeni (B-bariofilen): utjecu na
arome i mirise mnogih biljaka i algi. SadrZe antimikrobna svojstva. (17)
(18)

e Halogenirani spojevi (bromometan, kloroform): medu morskim
organizmima, isparljivi halogenirani spojevi koriste se u obrani protiv
grabeZljivaca ili patogena. (19)

e Sulfatirani spojevi: pomaZzu algama u adaptaciji osmotskom stresu.

e Ketoni,alkoholi i aldehidi (heksanal, oktanal): ove osnovne organske
molekule ¢esto se nalaze kao isparljivi spojevi u mnogim organizmima i

mogu imati razlicite ekoloske funkcije. (20)



. baccata

Slika 1. Uzorci Cystoseire (16)

1.2.  ISPARLIJIVI SPOJEVI MORSKIH ALGI

U vodenim ekosustavima, alge mogu otpustiti Sirok spektar isparljivih organskih
spojeva ukljucujucéi terpenoide, furane, sulfo spojeve, alkane, alkene, alkohole, aldehide,
ketone i estere. (21) Na prisutne spojeve utjeu ¢imbenici okolisa, kao §to su svjetlost,
temperatura, uvjeti prehrane i abiotski stresovi. (22) Geosmin i 2-2-metilizoborneol (Slika
2.) koji se oslobadaju iz cijanobakterija dva su dobro poznata terpenoida. (23) Spojevi
nastali razgradnjom karotenoida, ukljucujuéi B-ciklocitral, B-jonon i geranilaceton (Slika
2), doprinose mirisu vode. (24) Isparljivi organski spojevi u algi imaju vaznu ulogu kao

S§to su povecanje tolerancije emitera, komuniciranje s homogenim algama i igranje



alelopatskih uloga u heterogenim algama i vodenim makrofitima. Jedan od razloga zasto
alge ispustaju isparljive organske spojeve su zastita od grabezljivaca, Sto im pomaze U

prezivljavanju. (25)
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Slika 2. Kemijska struktura glavnih terpenoida u isparljivim organskim spojevima
algi

1.2.1. BIOAKTIVNOST MORSKIH ALGI

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su morske alge vrlo vrijedan izvor hrane s
visokom nutritivnom vrijednos¢u 1 visokim udjelom bioaktivnih spojeva koji imaju
razli¢itu bioloSku aktivnost(antimikrobnu, antioksidacijsku, anti-age, antidijabeti¢ku i
protuupalnu). Proizvodnjom sekundarnih metabolita alge se prilagodavaju promjenama
okoline, a upravo ti spojevi posjeduju bioaktivnost. Istrazivanje bioaktivnih spojeva u
morskim algama se u vecini slucajeva bazira na karotenoide, polisaharide, polifenole i
(-3 masne kiseline. Jedan od takvih spojeva je karotenoid fukoksantin koji ima
antioksidacijsko, antimikrobno i antihipertenzivno djelovanje. Makroalge omogucuju
inhibiciju acetilkolinesteraze te na taj nac¢in omogucuju zastitu od neurodegenerativnih
poremecaja. To je rezultat vece koli¢ine nezasi¢enih masnih kiselina u odnosu na zasi¢ene

masne kiseline. (26)



U odnosu na crvene alge, smede i zelene alge proizvode znatno vecu koli¢inu polifenola,
a posebna vrsta je florotanin koja se pokazala djelotvorna u borbi protiv dijabetesa i HIVa.
(27)

Smede alge akumuliraju specificne metabolite, kao $to su polisaharidi alginske kiseline,
laminarani i fukoidani, fenolni spojevi florotanini, karotenoid fukoksantin. Imaju iznimno
visoke razine joda uz istodobne niske omjere Na/K, sto im omogucéuje da imaju veliki
ukupni potencijal. Glavni ciljevi veéine nedavnih studija usmjereni su na testiranje
ugradnje makroalgi u hranu. One koje se smatraju sigurnima za konzumaciju u Europi su
H. elongata F. vesiculosus, A. nodosum, F. serratus, U. pinnatifida, L. japonica, L.

saccharina, L. digitata i A. esculenta. (28)

1.3. METODE SUSENJA

Tri najpopularnije metode suSenja algi su suSenje liofilizacijom, vrué¢im zrakom
(u pecnici) i suSenje na sobnoj temperaturi. Kod metode suSenja na sobnoj temperaturi
glavni nedostatak je vrijeme trajanja i mogucnost oneciS¢enja uzorka praSinom i
mikroorganizmima. SusSenje vru¢im zrakom (u pecnici) koristi cirkulaciju toplog zraka,
Sto rezultira brzim susenjem uzorka, a nedostatak je moguénost razgradnje spojeva. Kod
suSenja zamrzavanjem (liofilizacija), alga se prvo zamrzne i zatim se izvodi postupak

sublimacije te se odstranjuje voda pod utjecajem vakuuma. (29) (30)

Proucen je ucinak metoda susenja na suncu, suSenja u pecnici i suSenja smrzavanjem na
nutritivni sastav smede morske trave Sargassum hemiphyllum. Utvrden je priblizan
nutritivni sastav (aminokiseline, masne kiseline, minerali i vitamin C) morske trave
osusene gore navedenim metodama i primije¢ene su razlike u pojedinim komponentama
u uzorcima s obzirom na naéin susenja alge. (31) Uzorak alge suSene u peénici imao je
najveci gubitak hranjivih tvari, a uzrok tome je uglavnom ucinak visoke temperature
tijekom suSenja. Alga suSena na suncu imala je najnize vrijednosti sadrzaja pepela,
minerala i1 ukupnog vitamina C u odnosu na druga dva uzorka. Uzrok tome je ucinak
ispiranja i dugog vremena izlaganja zraku tijekom suSenja na suncu. Liofilizirani (suSenje
smrzavanjem) uzorak imao je najveci sadrzaj ukupnih aminokiselina, ukupnih visestruko

nezasic¢enih masnih kiselina 1 ukupnog vitamina C u usporedbi s uzorcima osusenim na



suncu i u pe¢nici. Nisu nadene znacajne razlike u sadrzaju sirovih bjelan¢evina i sirovih

lipida u uzorcima alge osusene na tri razli¢ita nacina. (31)

1.4. METODE IZOLACIJE | ANALIZE ISPARLIIVIH SPOJEVA
MORSKIH ALGI

Laboratorijske metode izolacije isparljivih spojeva dijele se na :

e destilacijske metode
e metode ekstrakcije otapalima ili subkriticnim/superktiticnim fluidima
e tehnike izolacije vr$nih para

e sorpcijske tehnike

Destilacijskom metodom dolazi do zagrijavanja teku¢ine do isparavanja, a zatim se para

hladenjem ukapljuje. Destilacijske metode se mogu podijeliti na:

e hidrodestilacija (vodena destilacija)
e vodeno-parna destilacija
e parna destilacija

e hidrodestilacija mikrovalovima

Hidordestilacija je tehnika primjenjiva za ekstrakciju isparljivin organskih spojeva,
koriStenjem niza razli¢itih aparatura, kao $to su aparatura po Clevengeru i Dean-Starku.
Hidordestilacija koristi zagrijanu vodu te vodenu paru za poticanje isparavanja isparljivih
organskih spojeva u trajanju obi¢no 2-4 sata. Osim S§to oduzima puno vremena, Ova
metoda ima 1 drugih nedostataka kao Sto su moguci gubici isparljivih spojeva i niska
ucinkovitost ekstrakcije. Nadalje, poviSene temperature i koriStenje vode mogu
uzrokovati djelomic¢nu ili potpunu degradaciju spojeva. Prednost koriStenja ove metode
je smanjena mogucnost onecis¢enja kolone za plinsku kromatografiju, jer destilat ne

sadrzi neisparljive tvari (32)
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Slika 3. Metode ekstrakcije isparljivih organskih spojeva u algama; a)
hidrodestilacija u aparaturi po Clevenger aparatu, b) hidrodestilacija u aparaturi po
Dean-Stark aparatu, ¢) hidrodestilacija mikrovalovima, d) ekstrakcija superkriti¢nog
fluida, €) izolacija vr$nih para, f) mikroekstrakcija ¢vrste faze vrs$nih para. (33)
Fokusirana hidrodestilacija mikrovalovima (FMAHD) nedavno je privukla pozornost za
ekstrakciju eteri¢nih ulja. Fokusirana mikrovalna pecnica je opremljena modulatorom
napajanja i infracrvenim mjerenjem temperature. Alge ili ekstrakt otapala se pomijeSaju
sa vodom u Clevengerovom ili Dean-Starkovom aparatu te se smjeste u mikrovalnu
peénicu, a mikrovalna energija potice isparavanje isparljivih organskih spojeva mnogo
brze nego $to se to zbiva obi¢nom hidrodestilacijom. Proces ukljucuje vibracije vodikovih
veza, §to je rezultat mikrovalova inducirane dipolne rotacije molekula te migracije iona,
koji poboljSavaju prodiranje otapala u matricu omogucujuci otapanje komponenti koje se
ekstrahiraju. Prednost ove metode je veca brzina ekstrakcije u kra¢em vremenu Sto

rezultira nizim troskom rada. (33)
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Slika 4. Mikrovalna ekstrakcija

Ekstrakcija otapalom podijeljena je u tri kategorije: sustavi kruto-tekuce, tekuéina-
tekuc¢ina i sustavi plin-tekuc¢ina. Kod ekstrakcije isparljivih organskih spojeva biljnih
materijala najcesce se koristi kruto-tekuce sustav. Otapalo u metodi ekstrakcije otapalima,
mora biti prikladno za ekstrakciju nepolarnih i polarnih spojeva te mora biti niske
temperature vrenja, zbog saCuvanja S§to veceg postotka isparljivih spojeva. Omijer
otapalo/uzorak, vrsta otapala, vrijeme i temperatura ekstrakcije su varijable koje se
ispituju u ovoj vrsti ekstrakcije. Znanstvenici su zakljucili da ve¢i omjer otapalo/uzorak
dovodi do vece ukupne koli¢ine izdvojenih krutih tvari, neovisno o koristenom otapalu,
temeljem nacela prijenosa mase. Vrsta otapala je najvise istrazivan ¢imbenik. Puno
parametra otapala moZe imati utjecaj na ekstrakciju kao $to su sklonost akceptora
vodikove veze, sklonost donora vodikove veze, polarnost/dipolarnost, dipolni moment,
dielektricna konstanta, viskoznost, povrSinska napetost i gustoca kohezijske energije.
Vrijeme i temperatura ekstrakcije su vazni parametri koje treba optimizirati ¢ak i kako bi
se minimizirao energetski troSak procesa. Mnogi znanstvenici slazu se sa ¢injenicom da
povecanje radne temperature pogoduje ekstrakciji. (35) Mnogi su nedostatci ekstrakcije
otapalom kao npr. gubitci isparljivih organskih spojeva tijekom razli¢itih koraka
ekstrakcije, potreba za dodatnom koncentracijom ekstrakata, propadanje uzorka Sto

dovodi do stvaranja artefakata i one¢is¢enje okolisa. (34)
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Mnoga razlic¢itia nepolarna otapala i njihove smjese koriste se za metodu ekstrakcije
otapalom, a najcesc¢i su heksan, dietil-eter i diklorometan. Najcesce koriSteni sustav koji

se koristi je Soxhlet, a trajanje je 4 h. (35)

(=)
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Slika 5. Soxhletov ekstraktor

Jedna od modernijih ekstrakcija je ekstrakcija superkritiéne tekucine. Osnovni proces
metode ekstrakcije superkriticne tekucine je da se tekucina odrzava na odredenom tlaku,
temperaturi iznad kritine temperature i tlaka te odredenoj brzini protoka, $to ju Cini
superkriticnim fluidom. Superkriti¢na tekuéina se pumpa u posudu za ekstrakciju gdje se

nalazi matrica uzorka.

Superkriti¢na tekuéina (najc¢es¢e COz2) koja je prosla kroz matricu uzorka, otapa analite
od interesa (u ovom slucaju isparljive organske spojeve), zatim ih odnosi iz matrice u
uredaj za sakupljanje tako da se analiti mogu analizirati nekom daljnjom analiti¢kom

tehnikom, kao $to je kromatografija. (36)
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1.4.1. IZOLACIJA VRSNIH PARA

Izolacija vr$nih para (engl. headspace) je nedestruktivna metoda skupljanja
isparljivih tvari, ¢ime se daje realisti¢na slika profila isparljivih tvari koje emitiraju. (37)
U ovoj se metodi isparljivi sastojci uzorka prvo prenose u plin, a zatim se analiziraju
plinskim kapilarnim kolonama. Optimizacija parametara izolacije vr$nih para moze
ukljucivati testove s razli¢itim temperaturama, ravnotezama i razdobljima ekstrakcije.

Izolacija vr$nih para dijeli se na:

e staticku izolaciju vr$nih para (SHS)
e dinamicku izolaciju vr$nih para (DHS)

e mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME).

Staticka izolacija vr$nih para (engl. static headspace, SHS) prikladna je za odredivanje
tvari s niskim i srednjim koeficijentom raspodjele. To ukljucuje ekoloski vazne vodene
otopine isparljivih aromatskih i halogeniranih ugljikovodika, terpena, sulfida, disulfida,
karbonilnih spojeva i etera, kao i otopljenih plinova. Uzorak se postavlja u zatvorenu
posudu koja se grije na odredenu temperaturu te se ostavi odredeno vrijeme radi

uravnotezenja vrsnih para iznad uzorka u posudi, a zatim se atmosfera iznad uzorka

Toplina
1999,
GRS (51
B0 GO0
Toeel e
Orginalna distribucija Ravnoteza
s (ekvilibrij)

Slika 6. Stati¢na izolacija vr$nih para, slika preuzeta sa
https://blog.teledynetekmar.com/blog/bid/393421/Basics-of-Static-Headspace-Analysis-
Part-1
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Dinamicka izolacija vr$nih para (engl. dynamic headspace, DHS) je vjerojatno
najrasireniji pristup prikupljanja parne faze. Fleksibilnost ove metode zahtijeva slozeniju
instrumentaciju i postupke prikupljanja, visoku standardizaciju nekoliko parametara kako

bi se postigla dobra ponovljivost uzorkovanja i slozene postupke za kvantitativnu analizu.

Ova metoda odvaja isparljive sastojke iz uzorka kontinuiranim protokom inertnog plina
(obi¢no He) kroz ili iznad uzorka (krutog ili tekuceg) koji se stavlja u spremnik dok su
analiti zarobljeni na adsorbentima od razli¢itih materijala. Nakon ovog procesa potreban

je korak desorpcije, obi¢no termicki. (37)

Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi (HS-SPME) upotrebljava se za izolaciju
isparljivih spojeva. Ova metoda uzorkovanja integrira ekstrakciju i koncentriranje u jedan
korak, $to dovodi do visokih analitickih performansi i manje manipulacije uzorkom.
Ekstrakcija se temelji na adsorpciji/desorpciji isparljivih tvari na obloZzenom inertnom
vlaknu poput igle. U ekstrakciji HS-SPME, vlakno se izlaze parama isparljivih organskih
spojeva u hermeticki zatvorenoj staklenoj posudi tijekom unaprijed odredenog
vremenskog razdoblja. Nakon toga, SPME S$trcaljka se uklanja 1 vlakno se stavlja u
injektor GC-a. Isparljivi organski spojevi se termiCki desorbiraju i uvode u
kromatografsku kolonu. (35) Toplinska desorpcija isparljivin organskih spojeva iz
vlakana eliminira potrebu za otapalima; medutim, ponovljena ubrizgavanja uzorka nisu

moguca.

Od uvodenja HS-SPME, razlicite vrste adsorbensa koriStene su za ekstrakciju razlicitih
skupina analita. Polarni premazi, npr. poliakrilat i carbowax, lako zadrZzavaju fenole i
karboksilne kiseline, dok nepolarni premazi, polidimetilsiloksan, lako zadrzavaju
koncentrat ugljikovodika. Poliakrilat, polidimetilsiloksan, divinilbenzen i karboksen sa 7
do 100 um debljine su najéesc¢e koristena vlakna (39). Utjecaj afiniteta adsorbensa za
analite (kapacitet adsorpcije, laka desorpcija, toplinska stabilnost i da nema kemijske
reaktivnosti) koristi se kao klju¢ za optimizaciju ekstrakcije isparljivih organskih spojeva
tj. poboljsanje detekcije tragova organskih spojeva u razli¢itim uzorcima. (40) Potrebna
je optimizacija vremena i temperature adsorpcije kako bi se postigla dobra izvedba u
ekstrakciji 1 rezultati visoke ponovljivosti. Preporucuje se koriStenje internog standarda

za kvantifikaciju. (41)
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1.4.2. PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Kromatografija je metoda koja razdvaja komponente u smjesi na temelju razlike
u ponasanju raspodjele izmedu pokretnih i nepokretnih faza. Plinska kromatografija (GC)
jedna je od popularnih kromatografskih tehnika za odvajanje isparljivih spojeva ili tvari.
Komponente u smjesi su rasporedene izmedu dvije faze, nepokretne faze i pokretne faze,
odnosno plina nositelja, koji provodi smjesu kroz nepokretnu fazu. Pokretna faza mora
biti kemijski inertan plin, kao Sto su dusik, helij, argon ili ugljikov dioksid. Spojevi u
pokretnoj fazi stupaju u interakciju sa nepokretnom fazom dok prolaze kroz nju. Zbog
razlike u svojstvima i strukturama svake komponente, veli¢ina i afinitet svake interakcije
sa nepokretnom fazom su razliiti. Stoga, pod istom pokretackom silom, vrijeme
zadrzavanja razli¢itih komponenti razlikuje se u stupcu, ¢ime se krece iz stupca razlicitim
redoslijedom. Zbog svoje jednostavnosti, visoke osjetljivosti i sposobnosti u¢inkovitog

odvajanja smjesa, plinska kromatografija postala je jedan od najvaznijih alata u kemiji.
(42)

Uzorak
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Regulator protoka
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# A ﬂ N M
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Mobilna faza (plin)

Slika 7. Shematski prikaz plinskog kromatografa (43)

Mala koli¢ina uzorka uvodi se u injektor lociran na vrhu kolone. Temperatura injektora
mora biti viSa od temperature vreliSta najmanje isparljive komponentne da bi se izvrSilo
potpuno isparavanje uzorka. Odjeljivanje sastojka smjese vrsi se na koloni koja je

ispunjena nepokretnom fazom. Detektor ocitava odjeljenje komponente smjese. (44)
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1.4.3. PLINSKA KROMATOGRAFIJA-SPEKTROMETRIJA MASA (GC-
MS)

Plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS) sastoji se od dvije vrlo
razlicite analitiCke tehnike: plinske kromatografije (GC) i spektrometrije masa (MS).
Analiticki instrument sastoji od plinskog kromatografa koji je povezan s spektrometrom
masa, a dvije se tehnike odvijaju u nizu. Spektrometrija masa (MS) je analiticka tehnika
koja mjeri omjer mase i naboja (m/z) nabijenih Cestica i stoga se moze koristiti za
odredivanje molekularne tezine i elementarnog sastava, kao i za identifikaciju kemijske
strukture molekula. Podaci iz GC-MS daju spektre masa koji se mogu koristiti za potvrdu
identiteta ili identifikaciju nepoznatih spojeva. Ova metoda se Cesto koristi za odredivanje

isparljivih sekundarnih metabolita. (45)
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Slika 8. Shematski prikaz metode GC-MS (46)

16



2. EKSPERIMENTALNI DIO
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2.1. UZORAK Cystoseira Compressa

Cystoseira compressa (Esper) Gerloff & Nizamuddin, razred Phaepohyta, red
Fucales rod Cystoseira, uzorkovana je na podru¢ju grada Zadra, na mjestu Zadar
Kolovare Il (kod Fontane) (44° 07' 00" N ; 15° 14' 00" E) u ozujku 2021 god. sa dubine
od 0,5 m pri temperaturi mora od 13 °C. Alga je u morskoj vodi prenesena uz pomo¢
prijenosnog hladnjaka u laboratorij, te na taj nacin sacuvana od isusSivanja ili raspadanja.
Svjezi uzorak se ¢uvao u zamrzivacu do obrade, a dio alge je stavljen na suSenje. Prije

analize kamenciéi i ostala vidljiva strana tijela uklonjena su s alge.

Slika 10. C. compressa alga (47)

C. compressa je smeda granasta alga s ishodiStem koje se sastoji od jedne kompaktne

jedinice iz koje izlazi par kratkih grana. SadrZi dva tipa grana: spljoStene i cilindri¢ne.
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,Cystoseira® predstavlja "lanac vezikula", a ,,compressa“ predstavlja spljosteni oblik

grana. (48)

Najcescée je u tonovima svijetlosmede i1 krem boje, povremeno jednolike boje, u nekim
slu¢ajevima je pjegava. Nalazi se u podru¢jima gdje nema zraka i struja nije jaka, kao §to

su kamenita i pjeS¢ana podloga u morskim bazenima. (48)

2.2.  SUSENJE UZORKA

U eksperimentalnom radu alga je suSena na tri razli¢ita nacina uz svjezi, kontrolni,

uzorak:

e Susenje u sjeni — 10 dana na sobnoj temperaturi u sjeni,
e Susenje u pecnici — 24h na 60 °C u ventiliranoj pe¢nici,

e Susenje liofilizacijom (smrzavanjem) — 2 dana u liofilizatoru (FreeZone 2.5,
Labconco, Kansas City, MO, USA).

2.3. MIKROEKSTRAKCIJA VRSNIH PARA NA CVRSTOJ FAZI (HS-
SPME)

HS-SPME je izveden s PAL Auto Sampler System (PAL, RSI 85, CTC Analytics AG,
Svicarska) koristeéi SPME vlakna (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD).

prevucena s:

e divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksanom (DVB/CAR/PDMS, v1)
e polidimetilsiloksan/divinil-benzenom (PDMS/DVB, v2)

1 g svjezeg 1 suhog uzorka spuzve stavljeno je u staklene bocice od 20 mL 1 zatvoreno
¢epom koji sadrzi politetrafluoroetilen (PTFE)/silikonski septum. Uzorci su grijani 15
minuta na 60 °C i potom ekstrahirani 45 minuta. Temperatura injektora postavljena je na

250 °C i toplinska desorpcija je provedena 7 minuta izravno na GC koloni.
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2.4. ANALIZA ISPARLIIVIH SPOJEVA VEZANIM SUSTAVOM

PLINSKA KROMATOGRAFIJA-SPEKTROMETRIJA MASA (GC-
MS)

Koristena metoda za analizu isparljivih organskih spojeva je plinska kromatografija
sa spektrometrijom masa (GC-MS). Aparatura se sastoji od plinskog kromatografa

modela 8890A, spektrometara masa modela 5977E, proizvodaca Agilent Technologies.

Slika 11. Plinska kromatografija sa spektrometrijom masa (GC-MS)

Analize su izvrsene na HP-5MS koloni sa nepolarnom stacionarnom fazom 5% difenil —
95% dimetilpolisiliksan dimenzija 30 m x 0.25 mm te 0.25 um debljina filma. Uvjeti rada
GC-MS-a su bili:
e program kolone:
o 2 minizotermno na 70 °C

o 70°C do 200 °C brzinom 3 °C/min

o zadrZavanje 18 min pri 200 °C,
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e femperature:

o injektor, 250 °C,

o ionski izvor, 230 °C,

o detektor, 280 °C,

omjer cijepanja: 1:50,

plin nositelj: helij s protokom 1 mL/min.,

energija ionizacije: 70 eV,

interval snimanja masa: 30-350 m/z.

Dobivenim spojevima izracunat je indeks zadrzavanja pomocu poznatih vremena
zadrZavanja alkana (Cg-Co4). Zatim je provedena identifikacija spojeva usporedbom
indeksa zadrzavanja s literaturnim podacima. S bazom podataka spektra masa Wiley9

(SAD) i NIST17 (SAD), odradena je usporeba spektra masa analiziranih spojeva.
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3. REZULTATI | RASPRAVA
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Vr$ne pare alge C. compressa izolirane su pomoc¢u mikroekstrakcije na ¢vrstoj
fazi (HS-SPME). Udio komponenti kao i kemijski sastav analiziran je tehnikom GC-MS.

Analizirana su po Cetiri razli¢ito pripremljena uzorka ekstrahirana na dva vlakna

DVB/CAR/PDMS (v1) i PDMS/DVB (v2)

1. Svjezi uzorak alge C. compressa (SvCC)

2. Uzorak alge C. compressa susen u sjeni na sobnoj temperaturi u vremenskom
razdoblju od 10 dana (SjCC)

3. Uzorak alge C. compressa susen u peénici na 60°C u trajanju od 24 h (PeCC)

4. Liofilizirani uzorak alge C. compressa, trajanje liofilizacije 2 dana (LiCC)
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Tablica 1. Isparljivi organski spojevi iz C. compressa izolirani mikroekstrakcijom ¢vrste faze (HS-SPME) i analizirani plinskom kromatografijom—
masenom spektrometrijom (GC-MS); (I: svjezi uzorak C.compressa (SVCC) ekstrahiran DVB/CAR/PDMS vlaknom, IlI: uzorak suSen u sjeni
C.compressa (SjCC) ekstrahiran DVB/CAR/PDMS vlaknom, I1I: uzorak susen u pecnici C.compressa (PeCC) ekstrahiran DVB/CAR/PDMS
vlaknom), 1V: liofilizirani uzorak C.compressa (LiCC) ekstrahiran DVB/CAR/PDMSvlaknom, V: svjezi uzorak C.compressa (SvCC) ekstrahiran
PDMS/DVB vlaknom, VI: uzorak susen u sjeni C.compressa (SjCC) ekstrahiran PDMS/DVB vlaknom, VII: uzorak susen u peénici C.compressa
(PeCC ekstrahiran PDMS/DVB vlaknom), VIII: liofilizirani uzorak C.compressa (LiCC) ekstrahiran PDMS/DVB vlaknom)

Povrsinski udio (%) + SD

SPOJ RI DVB/CAR/PDMS vlakno (v1) PDMS/DVB vlakno (v2)
| 1 Il v \Y VI Vi VI

propanska kiselina <900 - 2,12+£0,02 0,79 £0,02 1,34 +0,02 - 1,15+ 0,06 0,34+£0,01 0,53+0,16
pent-1-en-3-ol <900 4,98 + 0,20 - 0,82 £ 0,09 0,95 +0,07 1,55+0,10 - 0,71+£0,04 0,56 £ 0,08
pent-2-en-1-ol <900 4,24 +1,65 0,95+0,06 1,33+0,01 1,28 + 0,02 1,65+0,11 0,68 £ 0,00 0,89 £ 0,06 0,89 £ 0,00
pentanal <900 - - - - - - - 0,2, +0,07
heksanal <900 2,58+0,15 1,48 +0,11 2,37+0,15 2,34+0,01 6,09 + 0,36 1,76 £0,22 2,45+0,25 3,17+0,11
3-metilbutanska kiselina <900 - 0,96 + 0,03 - - - 1,13+£0,01 - 0,52 £ 0,07
2-metilbutanska kiselina <900 - 0,43+0,03 - - - 0,41+0,03 - 0,23 +0,09
(E)-heks-2-enal <900 - 1,20+0,11 2,47+0,15 - - 0,57 £ 0,06 1,48 £0,12 -
heks-3-en-1-ol <900 3,99+£0,12 - - 1,85+0,10 3,69+0,24 - - 1,41 £0,02
heksan-1-ol <900 4,86 £ 0,31 - - 0,68 + 0,04 2,95+0,19 - - 0,71 +0,03
heptan-2-on <900 1,89+0,10 0,39+0,01 0,32 £ 0,00 0,32 £ 0,09 4,41 +0,29 0,65 + 0,02 0,53 +0,00 0,48 £ 0,06
heptanal 907 - 0,46 + 0,02 0,61 +0,02 0,58 + 0,02 1,00 £ 0,07 0,51+0,05 0,65 + 0,05 0,63 +0,08
6-metilheptan-2-on 958 0,61 +0,08 - - - 0,74 £ 0,05 - - -
(E)-hept-2-enal 963 - 0,67 £ 0,03 0,86 +0,11 0,91+0,03 - 0,61 +0,03 0,72 £ 0,07 0,96 £ 0,00
benzaldehid 970 4,88 +0,94 2,79+0,01 2,35+0,02 2,85+ 0,02 1,89+0,12 1,46 £0,07 1,41 £0,05 1,59 £0,03
okt-1-en-3-on 979 2,07 £ 0,00 - - - 1,80+0,12 - - -
3,5,5-trimetil-heks-2-ene 980 - - 3,60 +0,03 2,16 £ 0,05 - - 3,89+0,01 2,23 10,07
heksanska kiselina 982 - 1,96 £ 0,10 1,45 +0,07 - - 2,15 +0,02 1,562+0,12 -
okt-1-en-3-ol 984 5,61 + 0,00 13,78+0,53 | 10,17+0,19 | 14,01+0,43 | 6,42+0,42 | 14,88+0,13 | 10,52 £ 0,40 14,19+0,44
6-metilhept-5-en-2-on 991 2,03 +0,08 0,86 +0,11 1,13+£0,05 - 1,24 £ 0,08 0,95+0,04 1,03+£0,07 0,80+0,01
2-fentanilfuran 996 1,39+ 0,08 0,99 £ 0,08 1,04 £ 0,08 1,56 £ 0,08 1,86 £0,12 0,94 + 0,07 0,85+ 0,07 1,28+0,11
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oktanal 1001 2,96 £ 0,05 0,64 +£0,17 2,63+0,07 2,61+£0,05 5,27 £0,35 0,58 £ 0,05 1,75+ 0,09 2,48 £ 0,06
dekan 1003 - - - - - 0,48 £0,03 - -

(2E,4E)-hepta-2,4-dienal 1016 0,87 £ 0,06 0,78 £0,10 3,94+£0,21 4,24 + 0,03 3,36 £0,22 0,58 £ 0,04 3,14 £ 0,07 2,59 £ 0,26
B-cimen 1032 0,53 +0,09 - - - 1,88+0,12 - 0,42 £0,04 0,37 £0,06
limonen 1037 3,02+0,32 0,47 £ 0,00 - 0,61+0,03 7,01 £0,66 0,33 +£0,02 - 0,27 £0,10
benzil-alkohol 1041 4,22 £ 0,89 2,35+0,03 1,25 +0,02 1,85 +0,02 2,43 +0,16 2,14 £ 0,04 0,94 +£0,21 1,36 £ 0,24
(E,E)-okta-3,5-dien-2-ol 1044 - 1,58 + 0,44 0,96 £ 0,02 0,68 +0,01 - 1,31+0,39 0,90 £ 0,02 0,52 £ 0,00
(E)-3-okten-2-on 1046 - - 1,05+ 0,00 - - - 0,95+0,04 0,73+£0,05
fenilacetaldehid 1052 - 1,19+0,25 1,39+0,10 1,36 + 0,01 - 0,95+0,04 1,27 £ 0,03 1,02+0,13
v- kaprolakton 1061 - 0,48 £ 0,02 - - - 0,52 £ 0,02 - -

(E)-okt-2-enal 1064 - 2,35+0,01 2,60+0,18 3,90+0,12 - 2,79+0,14 3,19+0,03 4,17 £0,02
acetofenon 1069 - - - - - 0,61 +0,02 - -

(E)-okt-2-en-1-ol 1073 1,89+ 0,08 2,51+£0,05 2,35+£0,03 2,04 £0,00 1,75+ 0,06 2,53+0,01 2,34 £0,02 2,09 £ 0,02
oktilciklopropan 1076 6,99 £ 0,08 2,03+£0,04 5,15+ 0,07 2,86 £ 0,00 5,41 +0,37 2,05+0,04 5,47 £0,01 2,89+0,01
heptanska kiselina 1079 - 2,42 +0,02 0,90 £ 0,22 1,13+0,14 - 2,14 +0,09 1,03+£0,03 1,13 £0,09
nonan-2-on 1088 - - - - - 0,61£0,06 0,57 £0,05 -

(E,E)-okta-3,5-dien-2-on 1097 2,98 £ 0,25 1,87 +£0,03 1,69 £ 0,02 1,41+£047 2,85+0,21 1,94 £ 0,09 1,93 £ 0,06 1,73 £0,09
linalol 1105 1,17 £ 0,08 0,96 + 0,05 1,14+ 0,10 0,78 £0,01 - 1,54 £0,15 1,95+0,13 1,18 £ 0,07
nonanal 1108 2,25+0,36 1,40 £ 0,01 1,05+0,07 1,34 £ 0,02 6,07 +2,31 1,31 £0,05 1,07 £ 0,04 1,37 £0,08
(3E)-6-metilhepta-3,5-dien-2-on 1111 - 0,56 + 0,02 0,58 + 0,06 0,42 +0,01 - 0,94 +0,08 0,92 £ 0,07 0,62 +0,01
2,6- dimetilcikloheksan-1-ol 1114 2,05+0,22 1,77 £ 0,04 2,40+0,16 1,77 £0,02 1,31+£0,20 2,01+0,04 3,31+0,08 1,93 +£0,08
2- hidroksiizoforon 1119 1,29+0,11 0,88 £ 0,03 0,54 £ 0,45 1,76 £ 0,08 2,63 +£0,65 1,28 £ 0,05 1,24 £0,07 2,55+0,03
4- ketoizoforon 1150 1,43+0,17 0,72+0,04 0,58 £ 0,01 0,54 £0,01 0,65 + 0,02 0,59 +0,03 0,53+0,03
(2E,62)-nona-2,6-dienal 1159 0,79 +£0,06 0,83 £ 0,02 2,00 +£0,05 0,76 £ 0,01 1,68+0,41 0,67 £ 0,03 1,81+£0,10 0,77 £ 0,08
(E)-non-2-enal 1165 - 1,67 £ 0,00 2,20+0,08 1,35+£0,02 0,86 + 0,51 1,45 £0,07 1,80£0,15 1,26 £0,11
2,4- dimetilbenzaldehid 1179 - 0,85+ 0,03 1,12 £ 0,04 0,75+ 0,02 - 0,63 £ 0,02 0,86 + 0,06 0,62 +0,04
butil-heksanoat 1195 1,01 +0,09 - - - 3,93+0,51 - - -

(2)-dek-4-enal 1197 - 0,65+ 0,04 0,86 £ 0,01 0,77 £ 0,02 - 0,69 0,03 0,88 £ 0,05 0,80+ 0,02
dodekan 1202 - 3,07 £0,08 4,30+0,14 2,46 £ 0,05 - 3,12+0,20 4,22 +0,20 2,50+0,17
(2Z,4E)-nona-2,4-dienal 1218 - 0,44 £0,01 0,44 +£0,01 0,52 £ 0,06 - 0,51+0,03 - 0,47 £0,01
B-ciklocitral 1226 4,61+0,02 0,83 +0,04 1,02+£0,01 0,72 +0,17 2,94+0,51 0,85+0,03 1,25+£0,02 0,62 +0,01
heksil 2-metilpropanoat 1243 2,69 +0,06 - - - 3,65+0,33 - - -
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(E)-dek-2-enal 1267 - 0,54 + 0,00 - 0,77 0,08 - - - 0,74+ 0,04
(E)-dek-2-en-1-ol 1272 049+0,00 | 230+006 | 157+008 | 1,87+0,06 - 324+031 | 1,65+009 | 1,85+0,08
dekan-1-ol 1273 - 0,68+0,03 | 0,99+004 | 0,70+0,01 - 0,75+001 | 1,02+005 | 0,69+0,03
5-Oktalakton 1284 - 471+006 | 335+0,06 | 2,06+0,08 - 520+0,22 | 396+017 | 254+0,32
undekan-2-on 1292 - 1,00£003 | 080+002 | 043+0,05 - 1,10£0,06 | 096+002 | 034+007
(2E 47)-deka-2,4-dienal 1296 - 1,88+0,03 | 1454003 | 1,74+008 | 149+0,75 | 180+0,01 | 147+007 | 210+0,04
tridekan 1304 - 1,13+000 | 0,70+0,06 - - 1,02+006 | 076+001 | 034+003
undekanal 1309 - 1,68+001 | 1,10+0,04 - - 1454004 | 1,23+000 | 030+0,18
(E.E)-deka-2,4-dienal 1320 - 350+0,02 | 2,66+003 | 311+002 | 1,78+016 | 3,37+008 | 280+007 | 3,11+0,03
(E)-undek-2-en-1-ol 1340 - 362+001 | 2814001 | 315+0,02 - 366+0,18 | 2,77+028 | 330+0,02
;:’;a?fn';'dro'onen(l'l'ﬁ' trimetif -2h- 1358 ; 1,18+002 | 0934012 | 1,04+0,02 - 1,13+0,05 | 0894003 | 1,09+0,05
heksil-heksanoat 1390 1,74 +0,32 - - - 1,10+0,11 - - -

tetradekan 1402 - 1404004 | 1,41+001 | 1,16+0,00 1,03£013 | 1,29+003 | 1,06+0,03
dodekanal 1409 - 0,45+0,01 - - - - - -

B-jonon 1489 1024+0,74 | 151+001 | 148+003 | 1,75+006 | 481+105 | 139+003 | 1,50+001 | 1,62+0,01
pentadek-1-en 1498 1,58+0,00 | 077+001 | 0,49+0,01 - 1,47+000 | 080+001 | 048+001
pentadekan 1502 2,18+0,71 - - 0,44 + 0,00 - - - 0,38+ 0,02
2,4-ditert-butilfenol 1518 - 0,52+ 0,02 - - - 0,52 + 0,04 - -

dihidroaktinolid 1532 1174023 | 1,15+003 | 1,78+009 | 0,96+ 0,03 - 1,00£0,06 | 1,79+002 | 0,93+0,00
dibutil-ftalat 1967 - - - 5,53+ 0,67 - - - 6,06 + 0,46
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Od uzoraka ekstrahiranom s DVB/CAR/PDMS vlaknom, u uzorku susenom u pec¢nici
identificirano je 90,80 % (Tablica 1.) od ukupno detektiranih spojeva, a najzastupljeniji
su bili alifatski nezasiéeni spojevi (46,97 %) (slika 12.). Sli¢na zastupljenost alifatskih
nezasi¢enih spojeva identificirana je u uzorku susenom u sjeni (46,91%, ukupno
identificirano 92,37 %) i liofiliziranom uzorku (46,44%, ukupno identificirano 88,93 %).
Svjezi uzorak, iako ima najve¢i ukupan udio identificiranih spojeva (94,83 %) od svih
uzoraka koji su ekstrahirani s ovim vlaknom, sadrzi najmanji postotak alifatskih
nezasic¢enih spojeva (31,79 %). Najveci postotak alifatskih nezasi¢enih spojeva moze se
prepisati njihovoj niskoj molekulskoj masi, isparljivosti i vecoj reaktivnosti u odnosu na
alifatski zasi¢ene spojeve. Poznato je da su ugljikovodici karakteristicni spojevi za

morske beskraljeznjake i alge te su dio njihovog obrambenog sustava. (Tablica 1., Slika
12.). (49)
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Slika 12. Histogramski prikaz strukturnih skupina spojeva u analiziranim uzorcima
vr$nih para C. compressa izoliranin DVB/CAR/PDMS vlaknom: svjezi uzorak (SvCC
(v1)), uzorak susen u sjeni (SjCC (v1)), uzorak susen u peénici (PeCC (v1)), liofilizirani
uzorak (LiCC (v1)).
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Slika 13. Histogramski prikaz kvantitativno najzastupljenijih spojeva u analiziranim
uzorcima vr$nih para C. compressa izoliranih DVB/CAR/PDMS vlaknom: svjezi
uzorak (SvCC (v1)), uzorak suSen u sjeni (SjCC (v1)), uzorak suSen u pecnici (PeCC

(v1)), liofilizirani uzorak (LiCC (v1)).

Najzastupljeniji spoj bio je okt-1-en-3-ol oksilipin poznat kao globalni metabolom koji
poti¢e obranu morskih beskralje$njaka i algi. (50) Uglavnom za proizvodnju oksilipina,
smede alge metaboliziraju Cig i Coo Kiseline djelovanjem lipooksigenaza na C-6. (51) U
liofiliziranom uzorku povrsinski udio mu je 14,01 %, uzorku susenom u sjeni 13,78 %,
te u uzorku susenom u peénici 10,17 %. To je ujedno bio i najdominantniji spoj od svih
identificiranih spojeva u navedenim uzorcima. U svjeZem uzorku spoj okt-1-en-3-ol
(5,61%), iako najzastupljeniji od svih identificiranih nezasi¢enih ugljikovodika, ima 2,5
puta manji sadrzaj nego u liofiliziranom uzorku. Pojava nizih alifatskih karbonilnih
spojeva u suhom uzorku moZe biti rezultat izraZzene reakcije oksidacije i razgradnje

spojeva izvedenih iz lipida tijekom suSenja (Slika 13.). (52) (53)

Druga dva najzastupljenija spoja skupine alifatskih nezasi¢enih spojeva u svjezem uzorku
su pent-1-en-3-ol (4,98 %) i pent-2-en-1-ol (4,24 %), dok su u ostalim uzorcima prisutni
u malim udjelima. Tako je sadrzaj pent-1-en-3-ola u liofiliziranom uzorku (0,95 %) ¢ak
5,2 puta manji nego u svjeZem uzorku, a sadrzaj pent-2-en-1-ola u uzorku suSenom u
peénici (1,33 %) je 3,2 puta manji nego u svjezem uzorku. Heks-3-en-1-ol, alifatski
nezasiceni spoj, identificiran je jedino u svjezem uzorku (3,99%) i liofiliziranom uzorku

(1,85 %) (Tablica 1, Slika 13.).
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Od alifatskih nezasi¢enih spojeva dva spoja koja nisu identificirana u svjezem uzorku, ali
su identificirana u tri ostala uzorka u znacajnijoj kolicini su (E)-undek-2-en-1-ol i (E,E)-
deka-2,4-dienal. (E)-Undek-2-en-1-ol prisutan je najvise u uzorku susenom u sjeni (3,62
%) te nesto malo manje u liofiliziranom uzorku (3,15 %) i uzorku suSenom u pe¢nici (2,81
%). (E,E)-Deka-2,4-dienal prisutan je najvise u uzorku susenom u sjeni (3,50 %) te nesto
malo manje u liofiliziranom uzorku (3,11 %) i uzorku susenom u pecnici (2,66 %). Spoj
(2E,4E)-hepta-2,4-dienal identificiran je u znatnim koli¢inama u liofiliziranom uzorku
(4,24 %) 1 u uzorku susenom u sjeni (3,94 %), dok je u svjezem uzorku (0,87 %) 1 u
uzorku suSenom u sjeni (0,78 %) prisutan u znatno manjim koli¢inama. Povecani udio
nezasicenih aldehida u susenim uzorcima vjerojatno je rezultat cijepanja dvostrukih veza

odgovarajucih nezasi¢enih masnih kiselina tijekom susenja. (54) (Tablica 1, Slika 13.)

Alifatski zasiceni spojevi Su druga najzastupljenija skupina, najviSe zastupljena u uzorku
suSenom u pecnici (27,18 %), u slicnim omjerima u svjezem uzorku (26,37 %) te malo
manje u uzorku susenom u sjeni (22,77 %) i u liofiliziranom uzorku (19,72 %)(Slika 12.).
Najzastupljeniji od identificiranih alifatskih zasi¢enih spojeva je oktilciklopropan i
prisutan je u najve¢em udjelu u svjezem uzorku (6,99 %), malo manje u uzorku susenom
u pecnici (5,15 %), dok je njegov udio ¢ak 2,4 puta manji u liofiliziranom uzorku (2,86
%) 1 3,44 puta manji u uzorku suSenom u sjeni (2,03 %) u odnosu na svjezi uzorak
(Tablica 1, Slika 13).

Dva spoja koja nisu identificirana u svjeZem uzorku, a identificirana su u ostala tri uzorka
su d-oktalakton i dodekan. Udio d-oktalaktona je najvisi u uzorku suSenom u sjeni (4,77
%), zatim u uzorku susenom u pecnici (3,35 %) 1 u liofiliziranom uzorku (2,06 %).
Dodekan je najdominantniji u uzorku su$enom u pecnici (4,30%), dok ga ima manje u
uzorku suSenom u sjeni (3,07%) 1 liofiliziranom uzorku (2,46 %). Razlog identifikacije
dodekana u osuSenim uzorcima moze se pripisati prisutnosti cijanobakterija koje
simbiotski Zive sa spuzvama. Otkriveno je da se biosintetski put iz cijanobakterija sastoji
od acil-acil nosaca proteina reduktaze i aldehid dekarbonilaze, koji zajedno pretvaraju

meduprodukte metabolizma masnih kiselina u alkane i alkene. (55)

Spoj heksan-1-ol, masni alkohol koje djeluje kao bioaktivni agens s antimikrobnim,
antifungalnim bioloskim aktivnostima, odreden je u znatnim koli¢inama u svjezem
uzorku (4,86 %), dok mu je udio nakon procesa suSenja u liofiliziranom uzorku (0,68 %)
7,1 puta manji, a u ostala dva uzorka nije detektiran (Tablica 1, Slika 13.). (56) (57)
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Udio skupine derivata benzena je najveci u liofiliziranom uzorku (13,91 %), zatim u
svjezem uzorku (10,50 %), dok su u uzorku susenom u sjeni (8,69 %) i uzorak susen u
peénici (7,15 %) udjeli malo nizi (Slika 12.). Razlog zbog kojeg liofilizirani uzorak ima
ve¢i udio derivata benzena je znatna koliina spoja dibutil-ftalat (5,53 %), a nije
detektiran u ostala tri uzorka. Utvrdeno je razli¢itim metodama da alge imaju sposobnost

prirodnog sintetiziranja dialkil-ftalata. (58)

Najzastupljeniji spoj skupine derivata benzena bio je benzaldehid i to u svjezem uzorku
(4,88 %), a uocen je znatan gubitak nakon suSenja: u liofiliziranom uzorku (2,85 %) 1,7
puta manje, u uzorku susenom u sjeni (2,79 %) 1,8 puta manje, te u uzorku suSenom u
peénici (2,35 %) 2,1 puta manje. Kao $to je ve¢ objasnjeno u prethodno objavljenom
istrazivanju gubitak benzaldehida tijekom suSenja na zraku mogao bi biti posljedica

njegove visoke isparljivosti. (59) (60) (61)

Jos$ jedan od spojeva na koji je suSenje imalo sli¢an utjecaj je benzil-alkohol, kojemu je
udio najvisi u svjezem uzorku (4,22 %), znatno manje u liofiliziranom uzorku (1,85 %) te
u slicnim udjelima u uzorku susenom u sjeni (2,35 %) 1 uzorku suSenom u pecnici (1,25
%) (Tablica 1, Slika 13.). Derivati fenilpropana izvedeni su iz fenilalanina s bo¢nim
lancem skra¢enim za dva ugljikova atoma koji moze zauzeti mjesto B-oksidativno ili
neoksidativno. (62) Terpeni su najdominantniji bili u svjezem uzorku (5,88 %), nakon
suSenja dolazi do znatnog pada udjela terpena, oko 50 % u sva tri uzorka: uzorak susen u
sjeni (2,58 %), uzorak suSen u pec¢nici (2,91 %) 1 liofilizirani uzorak (2,34 %). Glavni
razlog tome je spoj limonen koji je prisutan u znatnim koli¢inama u svjezem uzorku (3,02
%), dok dolazi do zna¢ajnog pada njegovog udjela u suSenim uzorcima. U liofiliziranom
uzorku (0,61 %) udio mu je ¢ak 5 puta manji, dok u uzorku susenom u sus$enom u sjeni
(0,41 %) ga je 7,4 puta manje. (Tablica 1., Slika 12.) Porast alifatskih spojeva i derivata
benzena vjerojatno je doveo do smanjenja obilja seskviterpena u prostoru vr$nim parama.
(63)

Najvecu razliku u zastupljenosti strukturnih spojeva izmedu uzoraka zabiljezena je kod
norizoprenoida - derivata izoprenoida s jednom ili viSe jedinica izoprena (pet-uglji¢ni
monomer). Svjezi uzorak sadrzi najve¢i udio norizoprenoida u iznosu od 14,85 % dok je
udio u preostala tri uzorka znatno niZi. Zabiljezen je udio 4,2 puta manji u uzorku
susenom u sjeni (3,52 %) i liofiliziranom uzorak (3,52 %) te 4,3 puta manji u uzorku
suSenom u pecnici (3,44 %) (Slika 12.).
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Razlog tomu su dva spoja, B-jonon i B-ciklocitral. Spoj B-jonon je izrazito zastupljen u
svjezem uzorku u udjelu od 10,24% dok je zamijecen gubitak susenjem. U liofiliziranom
uzorku (1,75 %) njegov udio je 5,9 puta manji, u uzorku susenom u peénici (1,48 %) 6,9
puta manji i u uzorku susenom u sjeni (1,51 %) 6,8 puta manji. Veliki gubitak suSenjem
je zamijecen i kod spoja B-ciklocitrala. U svjezem uzorku mu je udio 4,61 % dok je u
susenim uzorcima znatno nizi: uzorak susen u sjeni (0,83 %), uzorak susen u pe¢nici (1,02
%) 1 u liofiliziranom uzorku (0,72 %). Manja prisutnost nakon susenja vjerojatno je
posljedica njihove isparljivosti i povecanja udjela drugih spojeva u prostoru vrsnih para.
(63) (Tablica 1, Slika 13.)

Udio derivata masnih kiselina je najveci u uzorku suSenom u sjeni (7,89 %), malo manje
u svjezem uzorku (5,44 %), a znatno manje u uzorku susenom u pecénici (3,15 %) 1 u
liofiliziranom uzorku (2,46 %). Razlog najve¢em udjelu derivata masnih kiselina u
uzorku suSenom u sjeni je prisutnost heptanske 1 heksanske kiseline. Ve¢ je utvrdeno da
suSenje algi ima utjecaj na sastav masnih kiselina, osuseni uzorci algi sadrze manje udjele
polinezasi¢enih masnih kiselina, $to dovodi do zakljucka da su te komponente osjetljive

na oksidaciju. (Tablica 1.) (64)

Iako svjezi uzorak ekstrahiran PDMS/DVB vlaknom ima najveé¢i udio identificiranih
spojeva (97,50 %) sadrzi najmanji postotak alifatskih nezasi¢enih spojeva (32,76 %).
Znatno veci postotak alifatskih nezasi¢enih spojeva zamijecen je u uzorku suSenom u
sjeni (46,57 %, ukupno identificirano 91,28 %), a sli¢na zastupljenost nezasi¢enih
ugljikovodika zamijecena je u uzorku susenom u peénici (48,39 %, ukupno identificirano
92,37 %). Liofilizirani uzorak (51,45 %, ukupno identificirano 93,85 %) sadrzi najveci
udio alifatskih nezasi¢enih spojeva (Tablica 1., Slika 14).
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Slika 15. Histogramski prikaz kvantitativno najzastupljenijih spojeva u analiziranim
uzorcima vr$nih para C. compressa izoliranih PDMS/DVB vlaknom: svjeZi uzorak

(SvCC (v2)), uzorak susen u sjeni (SjCC (v2)), uzorak susen u pecnici (PeCC (v2)),
liofilizirani uzorak (LiCC (v2)).
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Najzastupljeniji spoj iz skupine alifatskih nezasi¢enih spojeva te ujedno i najzastupljeniji
spoj ekstrahiran PDMS/DVB vlaknom bio je oksipilin okt-1-en-3-ol. Ovaj spoj koristi se
za obranu morskih organizama bez kraljeznice i algi. (50) Kada je rije¢ o proizvodnji
oksipilina, smede alge proizvode Cig i Coo kiseline putem lipooksigenaza (na C-6). (51)
U uzorku susenom u sjeni prisutan je u udjelu od 14,88 %, liofiliziranom uzorku 14,19
%, te u uzorku susenom u pecénici 10,52 %. U svjezem uzorku sadrzaj spoja okt-1-en-3-
ol (6,42 %), iako najzastupljenijeg od svih spojeva skupine alifatskih nezasi¢enih spojeva,
je 2,3 puta manji nego u uzorku suSenom u sjeni (Tablica 1., Slika 15.). Pojava alifatskih
karbonilnih spojeva s manjim brojem ugljika u suhom uzorku mogla bi proizaci iz

intenzivne oksidacije i razgradnje lipidnih derivata tijekom postupka susenja. (52) (53)

Nezasiceni ugljikovodik 3-heksen-1-ol jedino je identificiran u svjeZem uzorku (3,69 %)

i liofiliziranom uzorku (1,41 %).

Spojevi (E)-undek-2-en-1-ol i (E)-okt-2-enal nisu identificirani u svjezem uzorku, ali su
prisutni u susenim uzorcima. Sadrzaj (E)-undek-2-en-1-ola u liofiliziranom uzorku je

3,33 %, u uzorku susenom u pecnici 2,77 %, a u uzorku susenom u sjeni 3,66 %.

Spoj (E)-Okt-2-enal u liofiliziranom uzorku se nalazi u udjelu od 4,17 %, uzorku susenom
u pecnici 3,19 % i uzorku suSenom u sjeni 2,79 %. Spoj (E,E)-deka-2,4-dienal
identificiran je u slicnim omjerima u uzorku suSenom u sjeni (3,37 %), uzorku susenom
u pecnici (2,80 %) i liofiliziranom uzorku (3,11 %), dok je u svjezem uzorku (1,49 %)
prisutan u manjem udjelu (Tablica 1., Slika 15.). Tijekom suSenja, dvostruke veze
odredenih nezasi¢enih masnih kiselina vjerojatno su se rascijepale, $to je rezultiralo

nastankom nezasic¢enih aldehida. (54)

Udio skupine alifatskih zasi¢enih spojeva najveci je u svjezem uzorku (33,25 %), u
slicnom udjelu u uzorku susenom u peénici (29,23 %) dok je znatno manji udio u uzorku

suSenom u sjeni (24,24 %) 1 u liofiliziranom uzorku (21,98 %) (Slika 14.).

Najzastupljeniji spoj skupine alifatskih zasi¢enih spojeva je oktilciklopropan i prisutan je
u sliénom postotku u svjezem uzorku (5,41 %) 1 u uzorku suSenom u pecnici (5,47%). U
liofiliziranom uzorku njegov udio je 1,9 puta manji (2,89 %) i 2,64 puta manji u uzorku

susenom u sjeni (2,05 %) u odnosu na svjezi uzorak (Tablica 1, Slika 15).
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Cetiri spoja kojima je zabiljeZen najveéi gubitak nakon susenja su heksanal, oktanal,
nonanal i heptan-2-on. Najvjerojatniji razlog tome je njihova visoka isparljivost. Spoj
heksanal i oktanal imaju visoki udio u svjezem uzorku (heksanal 6,09 %; oktanal 5,27
%), medutim nakon susenja dolazi do pada njihovog udjela u liofiliziranom uzorku
(heksanal 3,17 %; oktanal 2,48 %), uzorku susenom u pe¢nici (heksanal 2,45 %; oktanal
1,75 %) i u uzorku susenom u sjeni (heksanal 1,76%; oktanal 0,58 %). Sli¢no tomu spoj
nonanal ima veliku razliku u udjelu u svjezem uzorku (6,07 %) u usporedbi s
liofiliziranim uzorkom (1,37%), uzorkom suSenom u pe¢nici (1,07 %) 1 uzorku susenom
u sjeni (1,31%). Spoju heptan-2-on zabiljezen je pad udjela do oko 10 puta nakon susenja.
U svjeZzem uzorku udio mu je 4,41 %, u liofiliziranim uzorku 0,48%, uzorku suSenom u

pecnici 0,53% 1 uzorku susenom u sjeni 0,65 %. (Tablica 1.).

Dva spoja koja nisu identificirana u svjezem uzorku, a identificirana su u ostala tri uzorka
su d-oktalakton i1 dodekan. 6-Oktalakton je zastupljen najviSe u uzorku susenom u sjeni
(5,29 %), u liofiliziranom uzorku (2,54 %) ¢ak do 2,1 puta manje i 1,3 puta manje u
uzorku susenom u pecnici (3,96 %). Dodekan je najzastupljeniji u uzorku suSenom u
pecénici (4,22 %), a znatno manje ga ima u liofiliziranom uzorku (2,50 %) 1 u uzorku
suSenom u sjeni (3,12 %). Identifikacija dodekana u osusenim uzorcima mogla bi biti
posljedica prisutnosti cijanobakterija koje zive u simbiozi sa spuzvama. Utvrdeno je da
biosintetski mehanizam u cijanobakterijama ukljucuje acil-acil nosa¢ protein reduktazu i
aldehid dekarbonilazu. Ovi enzimi suraduju u pretvorbi medu produkata iz metabolizma

masnih kiselina u alkane i alkene. (55) (Tablica 1.).

Skupina derivata benzena je prisutna u najve¢em postotku u liofiliziranom uzorku (11,93
%), a znatno manje u ostalim uzorcima: svjezi uzorak (6,18 %), uzorak susen u sjeni (7,25
%) 1 uzorak susen u pecnici (5,33 %) (Slika 14.). Razlog zbog kojeg liofilizirani uzorak
ima veéi postotak skupine aromatskih spojeva je spoj dibutil-ftalat. On je jedini derivat
benzena zastupljen u znatnoj koli€ini u liofiliziranom uzorku (6,06 %), a u preostala tri
uzorka nije detektiran (Tablica 1.). Pokazalo se raznim metodama da alge mogu prirodno
sintetizirati dialkil-ftalate. (58)

Skupina terpena je najdominantnija u svjezem uzorku (8,68 %), a nakon suSenja dolazi
do znatnog gubitka terpena u sva tri uzorka. Nalazimo ih znatno manje u uzorku susenom
u pecnici (4,16 %), u uzorku susenom u sjeni (2,87 %) i liofiliziranom uzorku (2,87 %)
(Slika 14.). Znacajan porast alifatskih spojeva (kao i derivata benzena) vjerojatno je

uzrokovao smanjenje obilja seskviterpena u prostoru vrsnim parama (headspace). (63)
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Glavni razlog tomu je spoj limonen koji je detektiran u znatnim koli¢inama u svjezem
uzorku (7,01 %), dok nakon susenja dolazi do znac¢ajnog gubitka. U liofiliziranom uzorku
(0,27 %) cak ga je 26 puta manje, dok u uzorku susenom u susenom u sjeni (0,33 %) ga

je 21,2 puta manje (Tablica 1.).

Kod strukturne skupine norizoprenoida svjezi uzorak sadrzi najveéi postotak (7,75 %),
dok ostala tri uzorka sadrze oko 50% manje identificiranih spojeva. Uzorak susen u sjeni
(3,37 %), liofilizirani uzorak (3,33 %) 1 uzorak susen u pecnici (3,64 %) sadrze sliCan

postotak norizoprenoida (Slika 14.).

Razlog tomu su dva spoja, B-jonon i B-ciklocitral. Spoj B-jonon dominira u svjezem
uzorku (4,81 %), dok je zabiljeZen gubitak nakon suSenja. U liofiliziranom uzorku (1,62
%) udio mu je 3 puta manji, u uzorku suSenom u peénici (1,50 %) 3,2 puta manji, a u
uzorku suSenom u sjeni (1,39 %) 3,5 puta manji. Razlika identificiranog spoja B-
ciklocitrala u svjezem uzorku (2,94 %) je znatno veca u usporedbi s uzorkom susenom u
sjeni (0,85 %), uzorkom suSenom u pe¢nici (1,25 %) i u liofiliziranom uzorku (0,62 %).
Manja prisutnost nakon suSenja vjerojatno je posljedica njihove isparljivosti 1 povecanja

udjela drugih spojeva u prostoru vrsnim parama (headspace). (63) (Tablica 1, Slika 14.)

Skupina derivata masnih kiselina je najizraZenija u svjeZzem uzorku (8,68 %), malo manje
u uzorku suSenom u sjeni (6,97 %) dok znatno manje u uzorku suSenom u pecnici (2,89
%) i u liofiliziranom uzorku (2,41 %). Razlog veéeg udjela u svjezem uzorku su dva spoja,
heksil-2-metilpropanoat i butil-heksanoat, koji su detektirani jedino u svjeZem uzorku
(3,65 %13,93 %) Vec je poznato da postupak suSenja algi moZze promijeniti sastav masnih
kiselina. U osusenim algama nalazi se smanjeni udio polinezasi¢enih masnih kiselina, $to

sugerira da su te komponente podlozne oksidaciji. (Tablica 1.).
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4. ZAKLJUCAK
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Pracen je utjecaj susenja na gubitak isparljivih organskih spojeva smede alge Cystoseira
compressa. Alga je suSena na tri nac¢ina: 10 dana na sobnoj temperaturi u sjeni, 24h na 60
°C u ventiliranoj pec¢nici i 2 dana u liofilizatoru. Uzorak svjeze alge je koristen kao
kontrolni uzorak. Mikroekstrakcijom vrsnih para na ¢vrstoj fazi ekstrahirane su vrsne pare
uzoraka na DVB/CAR/PDMS i PDMS/DVB vlaknima radi potpunijeg profila vr$nih
para. Uzorci su analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija

masa.

Udio ukupno identificiranih isparljivih organskih spojeva je od 88,39 % (liofilizirani
uzorak) do 94,83 % (svjezi uzorak) za DVB/CAR/PDMS vlakno 1 od 91,28 % (uzorak
suSen u sjeni) do 97,50 % (svjezi uzorak) za PDMS/DVB vlakno.

Nezasic¢eni alifatski spojevi bili su najzastupljenija skupina spojeva u sva cCetiri uzorka
koriste¢i oba vlakna. Vazno je uociti da nakon suSenja dolazi do povecanja udjela skupine

nezasic¢enih ugljikovodika, od 1,5-1,6 puta.

Udio identificiranih nezasi¢enih alifatskih spojeva je od 31,79 % (svjezi uzorak) do 46,97
% (uzorak suSen u pecnici) za DVB/CAR/PDMS vlakno 1 od 32,76 % (svjezi uzorak) do
51,45 % (liofilizirani uzorak) za PDMS/DVB vlakno.

Spoj okt-1-en-3-ol bio je najzastupljeniji spoj u uzorku suSenom u sjeni, uzorku susenom

u pecnici 1 liofiliziranom uzorku za oba vlakna.

Slijedec¢a najzastupljenija skupina je skupina alifatskih zasi¢enih spojeva, koje je
predvodio spoj oktilciklopropan. Na oba vlakna je prevladavao u slicnom udjelu u
svjezem uzorku i uzorku suSenom u pecnici, dok ga je bilo 2 do 3 puta manje u ostalim

uzorcima.

Derivati benzena su slijede¢a znacajna skupina ¢iji je udio bio najvisi za oba vlakna u
liofiliziranom uzorku i glavni razlog tome je bio spoj dibutil-ftalat, jer je jedino detektiran

u liofiliziranom uzorku na oba vlakna.

Kod norizoprenoida uocen je najveci utjecaj suSenja na omjer postotka spojeva izmedu
uzoraka, a glavni razlog tomu je spoj B-jonon. Naime, on je najzastupljeniji spoj u
svjezem uzorku za DVB/CAR/PDMS vlakna, a nakon susenja njegov udio pada od 5,9 —
6,9 puta. Na PDMS-DVB vlaknu udio nakon suSenja pada od 3 — 3,5 puta
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Derivat masnih kiselina su za oba vlakna bili najzastupljeniji u svjezem uzorku i uzorku

susenom u pecnici, dok ih je bilo 2 do 3 puta manje u ostalim uzorcima.

Postupak susenja utjeCe na sastav i koncentraciju bioaktivnih spojeva u uzorcima algi.
Svjezi uzorak u odnosu na susene uzorke sadrzi veéi udio terpena, norizoprenoida i
alifatskih zasi¢enih spojeva, dok ima znatno manje alifatskih nezasi¢enih spojeva. Ukupni
identificirani postotak isparljivih organskih spojeva se nije previse razlikovao s obzirom
na metodu susena, dok do razlike dolazi kod udjela strukturnih skupina. Najveca razlika
je uocena kod skupine alifatskih zasi¢enih spojeva, skupine derivata benzena i skupine
derivata masnih kiselina. Uzorak susen u pecnici sadrzi veéi udio alifatskih zasi¢enih
spojeva od druga dva suSena uzorka. Skupina derivata benzena Cini veéi udio u
liofiliziranom uzorku, a skupina derivata masnih kiselina u uzorku susenom u sjeni u

odnosu na preostala dva nacina susenja.
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5. POPIS KRATICA | SIMBOLA
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GC-MS - plinska kromatografija-spektrometrija mase - gas chromatography—mass

spectrometry

DVB/CAR/PDMS - divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksanom - divinylbenzene/

carboxen/ polydimethylsiloxane

PDMS/DVB -polidimetilsiloksan/divinilbenzen - polydimethylsiloxane/divinylbenzene

HS-SPME - mikroekstrakcija vr$nih para na ¢vrstoj fazi - headspace-solid phase

microextraction
EU - Europska unija - European union
HIV- virus humane imunodeficijencije - human immunodeficiency virus -

FMAHD - fokusirana hidrodestilacija mikrovalovima — focused microwave-assisted

hydrodistillation

SHS - staticka izolacija vrinih para - static headspace

DHS - dinamic¢ka izolacija vr$nih para - dynamic headspace

SPME - mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi - solid phase microextraction
GC - plinska kromatografija - gas chromatography

MS - spektrometrija masa - mass spectrometry

CO.- ugljikov dioksid - carbon dioxide

®-3 —omega 3

6-oktalakton — delta oktalakton

B-jonon — beta jonon

Na/K — natrij / kalij - sodium/potassium
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https://en.wikipedia.org/wiki/Sodium%E2%80%93potassium_pump

He — helij - helium
PTFE — politetrafluoroetilen - polytetrafluoroethylene
SVCC - svjezi uzorak alge C. Compressa - fresh sample of the alga C. compressa

SJCC - uzorak alge C. compressa suSen u sjeni na sobnoj temperaturi u vremenskom
razdoblju od 10 dana - sample of the alga C. compressa dried in shade at room

temperature over a period of 10 days

PeCC - uzorak alge C. compressa susen u pec¢nici na 60°C u trajanju od 24 h - sample
of the alga C. compressa dried in an oven at 60°C for 24 hours

LiCC - liofilizirani uzorak alge C. compressa, trajanje liofilizacije 2 dana - lyophilized

(freeze-dried) sample of the alga C. compressa, lyophilization duration 2 days
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