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2. UVOD  

Morske mikroalge, čiji se broj vrsta u moru procjenjuje na čak 300 000, predstavljaju važan 

izvor hrane u morskim ekosustavima (Rumin i sur. 2020; Duran i sur. 2021). Najzastupljenija 

skupina morskih mikroalgi odgovorna za više od 40 % ukupne primarne proizvodnje oceana su 

dijatomeje (Field i sur., 1998). Dijatomeje su fotosintetičke mikroalge karakteristične po silikatnoj 

staničnoj stijenci frustuli, unutar koje se nalazi sadržaj bogat različitim skupinama spojeva poput 

pigmenata, masnih kiselina, sterola, proteina, peptida i polisaharida (Nieri i sur., 2023). Navedeni 

spojevi nositelji su temeljne biološke aktivnosti u dijatomejama, primarno antioksidacije. 

Antioksidansi se definiraju kao tvari koje imaju sposobnost zaštite stanica od nastanka i 

nakupljanja slobodnih radikala čime onemogućavaju neželjene procese koji dovode do 

oksidacijskog stresa i razvoja kroničnih bolesti poput kardiovaskularnih i neurodegenraditvnih 

bolesti (Mendonça i sur., 2022). Oksidacijski stres je patološko stanje koje nastaje u uslijed 

nagomilavanja slobodnih radikala poput kisikovih ili dušikovih, što dovodi do oštećenja stanica, 

tkiva i organa. Slobodni kisikovi radikali (ROS, engl. reactive oxygen species) i slobodni dušikovi 

radikali (RNS, engl. reactive nitrogen species) su visoko reaktivne molekule koje u organizmu 

nastaju kao nusprodukti normalnog metabolizma, posebno u mitohondrijima, ali i kao odgovor na 

vanjski stres (npr. UV zračenje, zagađenja, toksine). I ROS i RNS mogu imati korisnu ulogu u 

staničnom signaliziranju, ali njihova prekomjerna proizvodnja dovodi do oksidativnog stresa i 

oštećenja stanica (Mendonça i sur., 2022). Održavanje ravnoteže između njihove proizvodnje i 

eliminacije ključno je za zdravlje stanica i organizma. Proces antioksidacijskog djelovanja može 

biti: i) izravan (neutralizacijom slobodnih radikala kroz donaciju elektrona bez da sami postanu 

reaktivni); ii) neizravan (neutralizacijom slobodnih radikala kroz poticanje sinteze enzima i 

molekula koje štite stanice ili obnavljaju oštećenja). Jedna od važnih karakteristika gotovo svih 

antioksidansa je višestruka biološka aktivnost, poznatija i kao polifarmakološki učinak. 

Polifarmakologija je koncept u kojem molekula, kao djelatna tvar, ima višestruko djelovanje zbog 

čega je učinkovitija u djelovanju kod složenih bolesti poput raka, kod kojih je u nastanak i razvoj 

bolesti uključeno više proteina i metaboličkih puteva (Mendonça i sur., 2022). Antioksidacijski 

testovi predstavljaju brz i učinkovit način za preliminarni probir ekstrakata iz kojih se može 

procijeniti njihov bioaktivni potencijal.  

Istraživanja na dijatomejama pokazala su da sadrže veliki broj različitih biološki aktivnih 

spojeva zbog čega se smatraju važnom skupinom mikroalgi s antioksidacijskim potencijalom i 

mogućnošću primjene njihove biomase i ekstrakata u industrijama poput farmaceutske, 
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kozmetičke i prehrambene, proizvodnji biodizela te u području nanotehnologije (Sathasivam i sur. 

2019; Ummalyma i sur. 2022). 

Jednu od glavnih komponenti unutarstaničnog sadržaja dijatomejnih stanica čine lipidi čiji 

udio iznosi i do 25 % lipida/suhu masu dijatomeja (Yi i sur. 2017). Uz neutralne lipide 

(triacilgliceroli), polarne lipide (glikolipidi i fosfolipidi) i oksilipine u najzastupljenije lipidne 

spojeve spadaju i masne kiseline i steroide (sterola) (Yi i sur., 2017). Dijatomeje sadrže široki 

raspon masnih kiselina te su izvrstan izvor višestrukonezasićenih masnih kiselina (VNMK) poput 

eikosapentaenske (EPK), dokozaheksaenske (DHK) i dokozapentaenske kiseline (DPK) koje 

imaju blagotvoran utjecaj na ljudsko zdravlje (sprječavaju i smanjuju rizike od razvoja bolesti 

krvožilnog sustava, upalnih i autoimunih bolesti, dijabetesa te neurodegenerativnih bolesti i dr.) 

(Calder, 2017; Li i sur. 2019; Bárcenas-Pérez i sur. 2021). Osim masnih kiselina, dijatomeje sadrže 

derivate masnih kiselina u obliku primarnih amida masnih kiselina (PAMK) koji imaju važnu 

ulogu u kontroli različitih fizioloških procesa poput kretanja, spavanja i angiogenze (Farrell i sur., 

2012). Također, PAMK imaju dokazana bioaktivna svojstva poput antimikrobnih, antidijabetičkih, 

antitumorskih i antihelminitičkih (D’Oca i sur., 2010; Dembitsky, 2022; Kabara i sur., 1972; Tanvir 

i sur., 2018). Dijatomeje su poznate i kao dobar izvor esencijalnih triterpenoida sterola koji 

posjeduju brojne biološke aktivnosti, a klasificirani su kao spojevi sigurni za upotrebu u hrani 

(Aldini i sur. 2014; Ras i sur. 2014; Wang i Seibert 2017; Jaramillo-Madrid i sur. 2020; Cutignano 

i sur. 2022). Jedan od najzastupljenih sterola u dijatomeja je 24-metilenkolesterol, važan 

intermedijer u biosintezi fitosterola (Rampen i sur. 2010; Gallo i sur. 2020). Posljednjih nekoliko 

desetljeća popularnost fitosterola raste zbog pozitivnih zdravstvenih učinaka među kojima su 

dokazani snižavanje razine kolesterola, protuupalno, antioksidacijsko i antidijabetičko djelovanje 

te hepatoprotektivne i neuroprotektivne sposobnosti (Sañé i sur. 2021; Jie i sur. 2022). Druga važna 

skupina spojeva u stanicama dijatomeja su pigmenti, od kojih su najzastupljeniji klorofili (klorofil 

a i klorofil c), fukoksantin, β-karoten i ksantofili (diatoksantin, diadinoksantin, violaksantin, 

anteraksantin, zeaksantin). Uloga pigmenata u dijatomejnim stanicama je fotosintetska i 

fotoprotektivna, a zbog dokazanih bioloških aktivnosti (antioksidativne, antiupalne, antitumorske) 

imaju potencijal za komercijalnu primjenu u prehrambenoj, kozmetičkoj i farmaceutskoj industriji 

(Kuczynska i sur., 2015). Uzgoj dijatomeja u kontroliranim uvjetima još uvijek nije raširen ni 

komercijaliziran zbog tehnoloških prepreka koje se odnose na optimizaciju uzgoja, učinkovito 

prikupljanje (engl. harvesting) i ekstrakciju ciljanih spojeva (Gonzalez-Fernandez i Muñoz 2017).  
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Metoda ekstrakcije i odabir pogodnog otapala imaju ključnu ulogu u izdvajanju pojedinih 

skupina spojeva te izravno utječu na prinos i kemijski profil ekstrakata dijatomeja. Ekstrakcijski 

prinos predstavlja masu ekstrahiranog materijala iz početne tvari, a sustavna analiza kojom se 

identificira sastav, koncentracija te karakteristike spojeva u uzorku ekstrahiranog materijala 

predstavlja kemijski profil. U cilju postizanja maksimalnog prinosa željenih spojeva često se 

koristi metoda ekstrakcije potpomognuta ultrazvukom (EPU). Mehanizam rada EPU zasniva se na 

provedbi mehaničke vibracije (usljed djelovanja ultrazvučnih valova) koje dopiru u stanicu 

uzrokujući ekspanzijske i kompresijske cikluse unutarstaničnog sadržaja (lipidi, pigmenati i drugih 

bioaktivni spojevi), a potpomognuti termičkim efektom uzrokuju degradaciju stanične stijenke i 

oslobađanje unutarstaničnog sadržaja u otapalo (Mason i sur. 1996; Kong i sur., 2014; Staroveški, 

2018; Vernès i sur. 2020; Mienis i sur., 2024). Ovaj oblik ekstrakcije je ekološki prihvatljiv, 

prikladan za rad s malom količinom uzorka te skraćuje vrijeme ekstrakcije. 

S druge strane, odabir ekstrakcijskog otapala vrši se na temelju indeksa polariteta, primjerice 

heksan (0,0-0,1) < kloroform (4,1) < metanol (5,1) = aceton (5,1) < etanol (5,2) < voda (9,0), 

vodeći se pri tom da je polarnost ciljanih spojeva u ekstrakciji približno jednaka polarnosti otapala 

(Foo i sur., 2015). Etanol je često korišteno polarno otapalo koje zbog svoje amfipatske prirode 

ima mogućnost interakcije s nepolarnim i polarnim molekulama pa se zbog toga često koristi u 

ekstrakciji spojeva iz mikroalgi. Efikasnost ekstrakcije spojeva sa širokim rasponom polariteta 

dodatno se povećava korištenjem otapala u obliku hidroalkoholnih smjesa (Jacotet-Navarro i sur. 

2018). Štoviše, veća biološka aktivnost zabilježena je u ekstraktima pripremljenim korištenjem 

hidroalkoholnih smjesa u odnosu na ekstrakte pripremljene isključivo u vodi ili etanolu, a najveći 

prinos bioaktivnih spojeva postiže se korištenjem hidroalkoholnih smjesa u rasponu od 50 – 80 % 

(Silva i sur. 2022; Jacotet-Navarro i sur. 2018; Monteiro i sur. 2020; Čagalj i sur. 2021). Korištenje 

"zelenih" otapala kao što su hidroalkoholne smjese smatra se ekološki prihvatljivim. 

Optimizacija uzgojnog ciklusa dijatomeja jedan je od ključnih koraka kojim se osigurava 

maksimalan prinos njihove biomase što posljedično omogućava postizanje većeg ekstrakcijskog 

prinosa. Povećana proizvodnja metabolita kod dijatomeja uglavnom je uvjetovana promjenom 

niza abiotičkih parametara poput temperature, saliniteta, pH, intenziteta svjetlosti, udijela CO2 i 

dostupnim hranjivim tvarima (Lin i sur. 2018; Gatamaneni i sur. 2018; Vello i sur. 2023). 

Laboratorijski uzgoj najčešće se provodi u inkubatorima te rezultira nižom brojnosti dijatomeja u 

odnosu na prirodno okruženje. Inkubatori za uzgoj mikroalgi su uređaji koji imaju mogućnost 

regulacije temperature, unutar kojih se nalazi izvor svjetlosti poput LED ili fluorescentnog svjetla 
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s mogućnošću postavljanja željenog fotoperioda, a u svrhu postizanja kontroliranih uvjeta uzgoja 

(Slika 1). 

 

Slika 1. Laboratorijski uzgoj dijatomeje Skeletonema grevillei u inkubatorima s integriranim 

sustavom miješanja (vlastita fotografija) 

 

Osnovni nedostatak laboratorijskog uzgoja je nedostatan prinos biomase i iskoristivost 

hranjivih tvari iz medija (Stonik 2015). Konvencionalni uzgoj u inkubatorima općenito daje mali 

prinos biomase, a trošak proizvodnog napora (kombinacija energije, rada, materijala i vremena 

potrebnih za održavanje proizvodnog procesa) ga premašuje čime je dodatno umanjena 

profitabilnost procesa. Prvi bioreaktor razvijen je 1997. godine u Japanu u cilju proizvodnje veće 

biomase dijatomeje Nitzschia sp. (Fukami i sur. 1997). U kontekstu uzgoja i biotehnologije, aspekt 

homogenosti prvenstveno se odnosi na jednoliku raspodjelu stanica mikroalgi u mediju čime se 

postiže jednolika dostupnost hranjivih tvari i svjetlosti ključnih za uspješan rast. Tijekom uzgoja 

nužno je stalno miješanje kojim se sprječava sedimentacija stanica (Slika 2). 

Nedostatak hranjivih tvari, neprimjerena temperatura te različiti izvori svjetlosti predstavljaju 

stresne uzgojne uvjete koji dodatno potiču različite metaboličke procese, poput proizvodnje 

karotenoida i biosinteze lipida. Pri stresnim uvjetima uzgoja povećava se proizvodnja pojedinih 

primarnih i sekundarnih metabolita koji imaju ulogu u obrani stanice, a kemijska karakterizacija 

sintetiziranih spojeva u unutarstaničnom sadržaju (primarni i sekundarni metaboliti) prilično je 

složen postupak (Vuppaladadiyam i sur. 2018). 
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Slika 2. Laboratorijski uzgoj dijatomeje Skeletonema grevillei u bioreaktoru s LED svjetlom 

(vlastita fotografija) 

 

Za pogodan rast i proizvodnju metabolita nužni su makronutrijenti, posebno silicij (Si), dušik 

(N) i fosfor (P). U dijatomeja Si predstavlja ključan nutrijent za izgradnju frustule, a indirektno je 

uključen i u procese replikacije deoksiribonukleinske kiseline (DNK) i diobe stanica (Orefice i sur. 

2019; Shrestha i Hildebrand 2015). Većina asimiliranog N koristi se za sintezu proteina i 

nukleinskih kiselina, a također je esencijalan u biosintezi drugih molekula poput lipida i različitih 

šećera (Orefice i sur. 2019). Fosfor je važan dio membrana dijatomejnih stanica gdje je prisutan u 

fosfolipidima, a sastavni je dio nukleinskih kiselina te neizostavan za proizvodnju kemijske 

energije u obliku nikotinamid adenin dinukleotid-fosfata (NADPH) i adenozin trifosfata (ATP) 

(Lovio-Fragoso i sur. 2021). Nedostatak ili potpuni izostanak Si, N i P mogu biti okidači za 

povećanu metaboličku proizvodnju i nakupljanje različitih bioaktivnih spojeva u stanicama 

dijatomeja međutim metabolički odgovori često se razlikuju među vrstama (Lovio-Fragoso i sur. 

2021; Curcuraci i sur. 2022; Smith i sur. 2016; Yu i sur. 2016). Poznato je da veća koncentracija 

Si, N i P pozitivno utječe na rast dijatomeja, dok manjak ili potpuni izostanak potiču sintezu 

spojeva kao što su pigmenti, masne kiseline ili fenoli (Orefice i sur. 2019; Curcuraci i sur. 2022). 

Kod vrste Chaetoceros muelleri najveći fiziološki stres izaziva nedostatak N što rezultira 

povećanjem udjela lipida unutar stanica (Lin i sur. 2018; Gao i sur. 2013). Isti metabolički odgovor 

zabilježen je i kod vrste Phaeodactylum tricornutum (Curcuraci i sur. 2022). Izazivanje fiziološkog 

stresa nedostatkom/manjkom hranjiva u uzgojnom mediju često je korištena strategija za poticanje 

stanica mikroalgi na povećanu sintezu bioaktivnih spojeva, a metabolički odgovori često se 

razlikuju među vrstama (Lovio-Fragoso i sur. 2021). 
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Pronalazak tehnoloških rješenja i uzgojnih parametara kojima bi se povećala biomasa 

dijatomeja, uvjeta uzgoja u okviru kojih bi se povećala proizvodnja ciljanih metabolita, postizanje 

većeg ekstrakcijskog prinosa i bolji bioaktivni potencijal ekstrakata od ključne su važnosti za 

njihovu komercijalizaciju i širu industrijsku primjenu. Također, vrlo je važno proizvodnju 

usmjeriti prema korištenju svih dijelova dijatomeja (npr. silikatne ljušturice koje zaostaju nakon 

ekstrakcije), čime bi se omogućila maksimalna ekonomska isplativost i ekološka održivost 

komercijalnog uzgoja dijatomeja. 
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2.1.  Ciljevi preliminarnog istraživanja i objedinjenih radova 

 

Preliminarno istraživanje 

• Usporediti učinkovitost i prinos ekstrakcije, antioksidativni potencijal i kemijski 

sastav ekstrakata dijatomeje Chaetoceros costatus dobivenih koristeći ultrazvučnu 

ekstrakciju (EPU) različitim otapalima – acetonom, etanolom i heksanom,.  

 

Rad 1 

• Odrediti razlike u ekstrakcijskom prinosu, kemijskom profilu i antioksidacijskom 

potencijalu dijatomeje Thalassiosira rotula korištenjem različitih hidroalkoholnih 

mješavina (50 % i 70 % etanol). 

 

Rad 2 

• Odrediti krivulje rasta, kemijski profil i antioksidacijski potencijal dijatomeje 

Skeletonema grevillei u standardnom F/2 mediju tijekom dvije faze rasta 

(eksponencijalne i stacionarne faze) u dva uzgojna sustava, bioreaktoru i 

inkubatoru (termostatiranoj miješalici). 

 

Rad 3 

• Ispitati utjecaj ograničenja nutrijenata (dušika, fosfora i silicija) u F/2 uzgojnom 

mediju na antioksidativni kapacitet i kemijski profil (pigmenti, fenolni spojevi, 

masne kiseline, steroli) dviju vrsta dijatomeja iz roda Chaetoceros – Chaetoceros 

costatus i Chaetoceros socialis. 
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3. MATERIJALI I METODE  

3.1.  Odabir dijatomejnih kultura  

Za potrebe istraživanja izolirano je devet vrsta dijatomeja (C. costatus (CIM935), 

Chaetoceros curvisetus (CIM951), Chaetoceros dydimus (CIM827), C. socialis (CIM929), 

Leptocylindrus sp. (CIM900), Pseudonitzschia sp (CIM927), S. grevillei (CIM876), Skeletonema 

sp. (CIM936), T. rotula (CIM861)) na području sjevernog Jadrana, u okviru sezonskog 

monitoringa Instituta Ruđer Bošković. Vrste su pročišćene, genetski identificirane i preuzete iz 

kolekcije kultura Centra za istraživanje mora Instituta Ruđer Bošković u Rovinju. Najbolju 

prilagodbu (u pogledu rasta) na laboratorijske uvjete uzgoja pokazale su vrste C. costatus 

(CIM935), C. socialis (CIM929), S. grevillei (CIM876) i T. rotula (CIM861) koji su odabrani za 

provedbu pojedinih istraživanja. Zbog smanjene stope rasta i progresivnog razvoja morfoloških 

deformacija pri dugotrajnom laboratorijskom uzgoju, u pojedinim istraživanjima ovog rada 

korištene su različite vrste dijatomeja. 

3.2. Uzgoj i određivanje krivulje rasta dijatomeja 

Rast dijatomeja (C. costatus (CIM935), C. socialis (CIM929), S. grevillei (CIM876) i T. 

rotula (CIM861)) praćen je prebrojavanjem dijatomejnih stanica u graduiranoj Sedgwick Rafter 

komorici na temelju koje je određena krivulja rasta prema standardnoj proceduri (Karlson i sur., 

2010). Odabrane vrste (C. costatus (CIM935), C. socialis (CIM929), S. grevillei (CIM876) i T. 

rotula (CIM861)) inokulirane su u stacionarnoj fazi rasta u F/2 uzgojni medij. Medij za uzgoj 

dijatomeja pripremljen je korištenjem filtrirane sterilne morske vode uz dodatak makronutrijenata 

(Si, N i P) te mikronutrijena (metala u tragovima i vitamina) prema standardnim postupcima 

(Andersen, 2010).  

3.2.1. Uzgojni parametri u preliminarnom istraživanju 

Vrsta C. costatus uzgajana je u inkubatoru u šest Erlenmeyer tikvica, a svaka tikvica 

sadržavala je 1,5 L F/2 uzgojnog medija te 100 ml inokuluma dijatomeje C. costatus (105 

stanica/mL). Chaetoceros costatus uzgajan je pri temperaturi od 18 °C, fotoperiodu (svjetlo:tama) 

18:6 i intezitetu svjetlosti 2500 luxa (Led GNC Minu Deep AM140, Sicce, Pozzoleone, Italija). 

Prikupljanje kulture izvršeno je po ulasku kulture u stacionarnu fazu rasta filtracijom kroz filter 

od staklenih mikrovlakana (Grade GF/F Whatman). Dijatomejna biomasa prikupljena je falcon 
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epruvete te zamrznuta, a zatim liofilizirana (FreeZone 2.5, Labconco, Kansas City, MO, SAD) 

prije postupka ekstrakcije.  

3.2.2. Uzgojni parametri u Radu 1. 

Dijatomeja T. rotula uzgajana je u inkubatoru u šest Erlenmeyerovih tikvica volumena 5 L. 

Svaka tikvica je sadržavala 1,5 L F/2 medija u koji je inokulirano 150 mL inokuluma T. rotula 

brojnosti 105 stanica/mL. Do postizanja stacionarne faze rasta, dijatomeja T. rotula uzgajana je na 

17 °C, pri fotoperiodu (svjetlo:tama) 16:8 pod LED svjetlom (Led GNC Minu Deep AM140, Sicce, 

Pozzoleone, Italija) intenziteta od 2500 luxa. Dijatomejna biomasa prikupljena je u stacionarnoj 

fazi rasta filtracijom kroz filter od staklenih mikrovlakana (Grade GF/F Whatman). Prikupljena 

biomasa prebačena je pomoću strugača stanica u falcon epruvete te zamrznuta. Prije postupka 

ekstrakcije, zamrznuta biomasa T. rotula podvrgnuta je procesu liofilizacije (FreeZone 2.5, 

Labconco, Kansas City, MO, SAD).  

3.2.3. Uzgojni parametri u Radu 2. 

Dijatomeja S. grevillei uzgajana je u F/2 mediju u dva uzgojna sustava: bioreaktoru (BS) 

(BiostatB Twin, Sartorius, Goettingen, Njemačka) i u Erlenmeyer tikvici volumena 5 L u 

termostatskoj mješalici tj. inkubatoru (IS) (Certomar T plus, Sartorius, Goettingen, Njemačka). Za 

svaki sustav korištene su dvije replike, od kojih je svaka sadržavala 2 L F/2 medija u kojem je 

inokulirano 50 mL S. gravillei (9 × 104 stanica/mL). U oba sustava dijatomeje su uzgajane na 18 

°C s postavljenim fotoperiodom (svjetlo:tama) 12:12 h te intenzitetom svjetlosti od 2500 luxa. U 

BS-u korišteno je LED svjetlo (Led GNC Minu Deep AM140, Sicce, Pozzoleone, Italija) dok su 

u IS-u korištene fluorescentne lampe (Fluora T8, Osram, Garching, Njemačka). Tijekom uzgoja u 

BS miješanje se provodilo pomoću propelera pri 70 okretaja/min a brzina aeracije postavljena je 

na 1 L/min, dok je u IS brzina mješanja iznosila 50 okretaja/min kako bi se izbjeglo prolijevanje 

kultura. Prikupljanje biomase izvršeno je u eksponencijalnoj fazi uzgoja (nakon 192 h) i na početku 

stacionarne faze rasta (nakon 312 h) filtracijom kroz filter od staklenih mikrovlakana (Grade GF/F 

Whatman). 

3.2.4. Uzgojni parametri u Radu 3. 

Dijatomeje C. costatus i C. socialis uzgajane su u Erlenmeyer tikvici volumena 2 L koja je 

sadržavala 500 mL uzgojnog medija i 20 mL inokuluma dijatomeje S. grevillei (105 stanica/mL) u 

slijedećim uvjetima: u standardnom F/2 mediju (kontrolna skupina, K); u F/2 mediju bez dodatka 
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fosfora (P-), dušika (N-) i silicija (Si-). Sve skupine (K, P-, N-, Si-) uzgajane su u inkubatoru pri 

temperaturi od 18 °C, intezitetu svjetlosti od 2500 luxa (Led GNC Minu Deep AM140, Sicce, 

Pozzoleone, Italija) i fotoperiodu (svjetlo:tama) 16:8. Uzgoj je proveden u dva ponavljanja. 

3.3. Metode ekstrakcije dijatomejne biomase 

3.3.1. Ekstrakcijski parametri u prelimiranom istraživanju 

U ekstrakciji liofilizirane biomase C. costatus za ekstrakcijska otapala odabrani su aceton, 

etanol i heksan. Ekstrakcijski proces podpomognut je korištenjem ultrazvuka u ultrazvučnoj 

kupelji (DU-100 Digital Ultrasonic Cleaner, Giorgio Bormac, Carpi, Italija) na frekvenciji od 40 

kHz i 40 °C tijekom 1 sata. Svi uzorci su centrifugirani (Rotafix 32A, Hettich, Tuttlingen, 

Njemačka) na 3.220 g tijekom 5 minuta. Sakupljeni supernatanti (ekstrakti) filtrirani su kroz filter 

mješanog celuloznog estera promjera pore 0,45 µM (LGG, Meckenheim, Njemačka) te upareni do 

suhog pomoću centrifugalnog usparivača (RC10-22, Jouan, Herblain, Francuska).  

3.3.2. Ekstrakcijski parametri u Radu 1. 

Liofilizirana biomasa dijatomeje T. rotula ekstrahirana je u hidroalkoholnim mješavinama 

50 % i 70 % etanola, EPU metodom u ultrazvučnoj kupelji (Transsonic Tp 310H, Elma 

Schmidbauer GmbH,Singen, Njemačka) pri frekvenciji od 40 kHz i temperaturi od 40 °C tijekom 

1 sata. Nakon ekstrakcije, uzorci su centrifugirani (Centric 150, Tehtnica, Slovenija) 10 minuta na 

sobnoj temperaturi i 2.515 g. Dobiveni supernatant (ekstrakt) filtriran je korištenjem filter 

celuloznog estera promjera pora 0,45 µm (LGG, Meckenheim, Njemačka) te uparen do potpune 

suhoće pomoću centrifugalnog usparivača (RC10-22, Jouan, Herblain, Francuska). 

3.3.3. Ekstrakcijski parametri u Radu 2. 

Prikupljena biomasa dijatomeje S. grevillei prenesena je u falcon epruvete te 

resuspendirana u 10 mL 70 % etanola. Postupak ekstrakcije proveden je u duplikatu korištenjem 

EPU pomoću ultrazvučne sonde (Sonoplus HD 3200, Bandalin, Berlin, Njemačka) na 20 kHz ± 

500 Hz tijekom 5 minuta, pri rasponu od 30 % od maksimalne amplitude 308 µm i tretmanima od 

20 s. Pauza između tretmana bila je 40 s. Nakon ekstrakcije, uzorci su centrifugirani (Lynx 4000 

centrifuga, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) na 29.097 g na 4 °C tijekom 30 

minuta. Sakupljeni supernatant (ekstrakt) filtriran je kroz sterilni acetat celulozni filter promjera 
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pora 0,2 μm (LGG, Meckenheim, Njemačka) i uparen do potpune suhoće pomoću centrifugalnog 

usparivača (RC10-22, Jouan, Herblain, Francuska). 

3.3.4.  Ekstrakcijski parametri u Radu 3. 

Ekstrakcija liofilizirane biomase dijatomeja C. costatus i C. socialis provedena je 

korištenjem 70 % etanola te potpomognuta ultrazvukom u ultrazvučnoj kupelji (DU-100 Digital 

ultrasonic cleaner, Giorgio Bormac, Carpi, Giorgio Bormac, Carpi, Italija) frekvenciji 40 kHz pri 

temperaturi od 50 °C tijekom 1 sata. Uzorci su centrifugirani (Rotafix 32A, Hettich, Tuttlingen, 

Njemačka) 5 minuta pri sobnoj temperaturi i 3.220 g dobiveni supernatanti su filtrirani kroz filter 

mješanog celuloznog estera promjera pore 0,45 µM (LGG, Meckenheim, Njemačka) i osušen 

centrifugalnim isparivačem (RC10-22, Jouan, Herblain, Francuska). 

3.4. Kemijska identifikacija spojeva 

3.4.1. Spektrofotometrijska metoda određivanja ukupnog sadržaja fenolnih spojeva – 

Folin Ciocalteu  

Određivanje ukupnog sadržaja fenola (USF) u ekstraktima dijatomeja provedeno je Folin–

Ciocalteu metodom (Amerine i Ough, 1980). U volumen destilirane vode od 1,5 mL dodano je 25 

µL ekstrakata T. rotula te 25 µL Folin-Ciocalteu reagensa. Nakon dodavanja reagensa smjese su 

promiješane i ostavljene 1 min. Zatim je dodano 475 µL destilirane vode i 375 µL 20 % otopine 

natrijeva karbonata. Uzorci su ostavljeni 2 h na sobnoj temperaturi u mraku, a apsorbancija je 

izmjerena na 765 nm pomoću spektrofotometra (SPECORD 200 Plus, Edition 2010, Analytik Jena 

AG, Jena, Njemačka). Analiza uzoraka provedena je u 4 ponavljanja, a rezultati izraženi u mg 

galne kiseline (mg GK)/g suhe dijatomeje (g SD) (u Radu 1) te mg galne kiseline (mg GK)/ litri 

ekstrakta (L EX) (u Radu 3). 

3.4.2. Kromatografske metode 

U kemijskoj analizi dijatomejnih ekstrakata korištene su kromatografske metode. 

Odvajajući kemijske spojeve iz smjese na temelju njihovih interakcija s pokretnom i nepokretnom 

fazom omogućava se precizna identifikacija i kvantifikacija spojeva (de Souza i sur. 2023). 
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3.4.2.1. Plinska kromatografija  

U identifikaciji spojeva korištena je plinska kromatografija s masenom spektrometijom 

(GC – MS) prema metodi Torras-Claveria i sur. (2010) s manjim izmjenama. U suhe ekstrakte 

dijatomeja dodan je derivatizacijski agens NO-bis(trimetilsilil)trifluoracetamid (BSTFA) (50 μL), 

a identifikacija spojeva provedena je pomoću plinske kromatografije (engl. gas chromatography 

(GC), Nexis C-2030, Shimadzu, Kyoto, Japan), zajedno s detektorom masene spektrometrije (engl. 

mass spectrometry (MS)) (Shimadzu QP2020 NX, Kyoto, Japan), opremljenim otvorom za 

podjeljeno/nepodjeljeno (engl. split/splitless) ubrizgavanje. U analizi je korištena kapilarna kolona 

od fuzioniranog silicija (duljine 30 m × unutarnji promjer 0,25 mm i.d., debljina filma 0,25 m) 

(SH-5MS, Shimazu, Japan). Ultra čisti helij korišten je kao plin nosač s protokom od 1 mL/min. 

Analize su provedene s MS punim skeniranjem (35-750 m/z). Za kalibraciju masenog spektrometra 

korišten je kalibracijski standard perfluorotributilamin, pri energiji ionizacije udarom elektrona od 

70 eV. U analizi je postavljen sljedeći program temperature kolone; ekvilibracija pećnice od 3 

minute s početnom temperaturom od 120 °C tijekom 3 minute koja je povećana na 292 °C brzinom 

od 5 °C/min a zatim povećana na 320 °C brzinom od 30 °C/min te držana izotermno 17 minuta. 

Budući da komercijalne knjižnice nisu nudile odgovarajuće masene spektre za identifikaciju svih 

derivatiziranih oblika spojeva, isti uzorci analizirani su u nederivatiziranom obliku. Analize 

uzoraka u nederivatiziranom obliku provedena je prema istom protokolu, ali je umjesto 

derivatizirajućeg sredstva korišteno 50 μL diklorometana. Identifikacija spojeva u derivatiziranom 

i nerderivatiziranom obliku provedena je usporedbom masenih spektara i retencijskih vremena s 

bazama podataka Wiley 12 i NIST 2020 (NIST, 2020; Oberacher, 2012). Svi uzorci ubrizgani su i 

analizirani u duplikatu. 

3.4.2.2. Tekućinska kromatografija 

Druga kromatografska tehnika u identifikaciji spojeva dijatomejnih ekstrakata bila je 

tekućinska kromatografija ultra-visoke učinkovitosti spregnuta sa spektrometrijom masa visoke 

rezolucije (engl. ultra-high-performance liquid chromatography-high-resolution mass 

Ssectrometry (UHPLC-ESI-HRMS)). Kemijska analiza ekstrakata provedena je UHPLC-ESI-

HRMS-om, a spojevi su identificirani na temelju navedenog elementarnog sastava u kombinaciji 

s MS/MS spektrima s razinama pouzdanosti 2 (vjerojatna struktura) i 3 (moguća struktura). 

Prilikom identifikacije spoja, program analizira spektre masa (MS i MS/MS) i predlaže 

molekularne formule na temelju omjera mase i naboja (m/z) detektiranih iona. Tandemska masena 

spektrometrija (MS/MS) fragmentira molekularni ion, čime se dobiva uvid u substrukture i 
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funkcionalne skupine u analiziranoj molekuli. Razina pouzdanosti 2 podrazumjeva da su dokazi o 

elementarnom sastavu i fragmetaciji značajni, iako mogu postojati alternativne strukture, 

predložena formula molekule može se smatrati vjerojatnom. S druge strane, pouzdanost na razini 

3 ukazuje na to da iako se može predložiti struktura na temelju dostupnih podataka razina 

sigurnosti je manja u odnosu na razinu 2, čime se struktura tada smatra mogućom. U analizi je 

korišten ExionLC AD UHPLC sustav (AB Sciex, Concord, ON, Kanada) spojen na kvadrupolni 

vremenski-proletni (Q-TOF) maseni spektrometar TripleTOF 6600+ (AB Sciex, Concord, ON, 

Kanada) s duospray ionskim izvorom. Analitička kolona Acquity UPLC BEH Phenyl-Hexyl 

(Waters, Milford, MA, SAD) 2,1 mm × 100 mm s veličinom čestica od 1,7 µm korištena je za 

kromatografsko odvajanje spojeva. Za mobilnu fazu A korištena je voda a za mobilnu fazu B 

acetonitril, koje su sadržavale 0,1 % mravlje kiseline. Tijekom cijele analize, brzina protoka (0,4 

mL/min) i temperatura (30 °C) bile su konstantne. Elucija je započela na 2 % B i držana je 0,6 

min, nakon čega je uslijedio linearni B gradijent do 100 % do 18,5 min. Od 18,5-25 min, elucija 

je ponovno bila izokratska na 100 % B. Ionizacija elektrosprejom postavljena je u pozitivnom 

načinu rada (ESI+) s disocijacijom izazvanom sudarom (CID) u načinu prikupljanja ovisnom o 

informacijama (IDA) za dobivanje MS/MS spektra mase. Detaljan opis parametara opisan je radu 

Radman i sur. (2022.). Podaci masenog spektrometra obrađeni su pomoću programa 

ACD/Spectrus Processor 2021.1.0 (ACD/Labs, Toronto, ON, Kanada). Na temelju masenih 

spektara i prijavljenih elementarnih sastava spojeva u kombinaciji s rezultatima pretraživanja u 

bazama podataka MassBank, Lipid Maps, ChemSpider i ChEBI predložena je identifikacija 

spojeva. 

3.5. Metode određivanja antioksidacijskog potencijala dijatomejnih ekstrakata 

Za procjenu ukupne antioksidativne aktivnosti ekstrakata dijatomeja primijenjene su tri 

različite analitičke metode: FRAP (engl. ferric reducing antioxidant power), DPPH (engl. 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl) i ORAC (engl. oxygen radical absorbance capacity). Njihova 

kombinacija korištena je zbog različitih mehanizama djelovanja, budući da pojedinačan pristup ne 

pruža dovoljno pouzdanu procjenu sveukupnog antioksidacijskog potencijala. Temeljem 

mehanizma djelovanja metode se dijele na metode temeljene na prijenosu atoma vodika (engl. 

hydrogen atom transfer, HAT) i metode temeljene na prijenosu elektrona (engl. electron transfer, 

ET) (Li i sur. 2014). Jedna od metoda koja djeluje prema HAT mehanizmu je DPPH, a procjenjuje 

sposobnost određenog antioksidansa u neutralizaciji 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala što se 

očituje u mjerljivoj promjeni broje iz ljubičaste u žutu (Kedare i Singh 2011). Uz DPPH još jedna 
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metoda prema HAT mehanizmu je i ORAC kojom se mjeri sposobnost antioksidansa da inhibira 

oksidaciju uzrokovanu peroksil radikalima, što se očituje u gubitku fluorescencije (Chaves i sur. 

2020). Metoda FRAP kvantificira reducirajuću snagu antioksidansa mjereći kapacitet redukcije 

feri iona (Fe3+) u fero ione (Fe2+), a prema mehanizmu djelovanja spada u ET metode. Ključne  

razlike među metodama odnose se na vrstu radikala koju detektiraju i kompleksnost izvođenja. 

Dok DPPH i FRAP omogućuju brzu i jednostavnu analizu sposobnosti uklanjanja slobodnih 

radikala ili redukcijske snage, ORAC zahtijeva složeniji i vremenski zahtjevniji postupak, ali se 

smatra relevantnijim za procese u biološkim sustavima. 

Za mjerenje redukcijske aktivnosti (FRAP test), dijatomejnih ekstrakata u radovima korištena 

je spektrofotometrijska metoda (Benzie i Strain, 1996) modificirana za primjenu u mikrotitarskim 

pločicama (Čagalj i sur., 2022). Volumen otopine FRAP reagensa od 300 µL dodan je u jažice 

mikrotitarskih pločica te je apsorbancija izmjerena na valnoj duljini od 592 nm pomoću čitača 

(Synergy HTX Multi-Mode Reader, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, SAD). Nakon 

dodavanja 10 µL pripremljenih uzoraka dijatomejnih ekstrakata ponovno izmjerena promjena 

apsorbancije. Razlika u apsorbanciji između FRAP reagensa prije dodavanja uzorka i 4 minute 

nakon dodavanja uspoređena je s zabilježenom vrijednosti absorbancije za standardnu otopinu 

Troloxa. Uzorci su testirani u četiri ponavljanja, a rezultat je izražen u µM trolox ekvivalenta (µM 

TE). 

Metodom 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilnog testa procijenjena je sposobnost ekstrakata 

dijatomeja u hvatanju DPPH radikala (Čagalj i sur., 2022). Volumen otopine DPPH radikala od 

290 µL apsorbancije od 1,2 nm pipetiran je u jažice mikrotitarske pločice, a mjerenja su provedena 

na valnoj duljini od 517 nm. U jažice je dodano 10 µL ekstrakata a smanjenje apsorbancije 

izmjereno je pomoću čitača (Synergy HTX Multi-Mode Reader, BioTek Instruments, Inc., 

Winooski, VT, SAD) nakon jednog sata. Testiranje je provedeno u četiri ponavljanja a 

antioksidacijska aktivnost ekstrakata dijatomeje izražena je kao postotak inhibicije (% inhibicije) 

DPPH radikala.  

Metoda određivanja kapaciteta apsorpcije kisikovih radikala određena je prema modificiranoj 

metodi opisanoj u radu Burčul i sur. (2018). Prije provedbe analize uzorci su razrijeđeni 1:10 u 

Radu 1 i 2, 1:1000 u preliminarnom istraživanju dok su u Radu 3 testirani nerazrijeđeni uzorci 

ekstrakata. Volumen razrijeđenih uzoraka od 25 µL dodan je u jažice mikrotitarske pločice u koje 

je prodhodno dodano 150 µL 4,2 mM fluoresceina (3’,6’-dihidroksispiro[izobenzofuran-1(3H),9’-

[9H] ksantan]-3-jedan). Pločice su termostatirane na 37 °C u trajanju od 30 minuta, a zatim je 
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dodano 25 µL 2,2'-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorida (AAPH). Na valnim duljinama od 485 

i 520 nm obavljena su mjerenja ekscitacije, odnosno emisije svake minute u periodu od 80 min. 

Rezultati su izraženi u µM trolox ekvivalenta po litri ekstrakta (TE/LE) u preliminarnom 

istraživanju, Radovima 1 i 3, dok su u Radu 2 rezultati izraženi u mM trolox ekvivalenta po gramu 

suhog ekstrakta (TE/mgE), a svi uzorci testirani su u tri ponavljanja. 

3.6. Statistička analiza 

Za izražavanje statističke razlike između gustoće stanica, ekstrakcijskog prinosa, USF te 

rezultata antioksidacijske aktivnosti korištena je analiza varijance (jednosmjerna ANOVA praćena 

Fisherovim testom najmanje značajne razlike) (Šimat i sur., 2020). Analize su provedene pomoću 

Statgraphics Centurion-Ver. 16.1.11 (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, VA, SAD). 
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4. REZULTATI 

 

4.1. Preliminarni rezultati 

 

S ciljem odabira najpogodnijeg ekstrakcijskog otapala za postizanje maksimalnog bioaktivnog 

potencijala te prinosa bioaktivnih spojeva u daljnjem istraživanju, liofilizirana biomasa dijatomeje 

C. costatus (CIM 935) ekstrahirana je korištenjem acetona, etanola i heksana. Dobivenim 

ekstraktima određen ekstrakcijski prinos i antioksidacijska aktivnost (DPPH i ORAC), dok je 

kemijska identifikacija acetonskih, etanolnih i heksanskih ekstrakta dijatomeje C. costatus 

provedena tekućinskom kromatografijom vrlo visoke učinkovitosti spregnutom sa 

spektrometrijom masa visoke rezolucije (engl. ultra-high-performance liquid chromatography-

high-resolution mass spectrometry, UHPLC-ESI-HRMS) (Slika 3) (detaljno opisano u poglavlu 3. 

Materijali i metode).  

Ekstrakcija etanolom (390 mg EX/g LD) rezultirala je značajno višim prinosom ekstrakcije (p 

< 0,05) od acetona i heksana, čak 3 puta većim prinosom nego heksanom (120 mg EX/g LD) i 13 

puta većim prinosom nego acetonom (30 mg EX/g LD) (Tablica 1). 

 

Tablica 1. Masa suhih ekstrakta dijatomeje Chaetoceros costatus dobivena ekstrakcijom 

liofilizirane biomase acetonom, etanolom i heksanom. 

 

Otapalo m (mg EX/g LD) 

Aceton 30a 

Etanol 390b 

Heksan 120c 

 

a-c Različita slova u istom stupcu označavaju značajnu razliku (p>0,05) između uzoraka. 

 

Za određivanje antioksidacijskog potencijala korišteni su DPPH i ORAC (Tablica 2). 

Najveći postotak inhibicije DPPH zabilježen je u etanolnom ekstraktu (9,17 ± 0,99 % inhibicije) 

dok je ekstrakcija acetonom rezultirala najvećom ORAC vrijednošću ekstrakta (50,66 ± 2,22 

µM trolox ekvivalenta na litru ekstrakta (µM TE/LE). Korištenjem oba testa nije bilo moguće 

odrediti antioksidacijsku aktivnost ekstrakta u heksanu zbog kemijskih svojstava otapala (niske 

točke vrelišta). 
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Slika 3. Acetonski, etanolni i heksanski ekstrakti liofilizirane biomase dijatomeje Chaetoceros 

costatus (vlastita fotografija).  

 

 

Tablica 2. Rezultati DPPH i ORAC testova za acetonske, etanolne i heksanske ekstrakte 

dijatomeje Chaetoceros costatus 

U sva tri ekstrakta dijatomeja UHPLC-ESI-HRMS-om identificirani su pigmenti i derivati 

pigmenata, derivati masnih kiselina te steroidi i derivati steroida. U acetonskim ekstraktima 

identificirano je 37 spojeva, u etanolnim 34 dok je u ekstraktima u heksanu zabilježeno tek 20 

spojeva.  

U skupini pigmenata i njihovih derivata zabilježini su monoterpenski lakton (loliolid, br. 

1), pet ksantofila i derivata (br. 2–3, 5–7), dva derivata klorofila b (feoforbid b (br. 4), jedan derivat 

feofitina (br. 9), feofitin b (br. 10), pet derivata klorofil a (feoforbid a (br. 8), divinilfeofitin a (br. 

11), 151-hidroksi-lakton-feofitin a (br. 12), 132-hidroksi-feofitin a (br. 13) i feofitin a (br. 14)). 

Ekstrakcija acetonom rezultirala je najvećim prinosom pigmenata i njegovih derivata s najvećim 

sadržajem feofitina a (br. 14). Za razliku od acetona i heksana, u etanolnim ekstraktima C. costatus 

identificiran je feoforbid b (br. 4), a najveći prinos bilježio je spoj 132-hidroksi-feofitin a (br. 13.). 

Heksan je omogućio ekstrakciju tek tri spoja iz ove skupine.  

 DPPH (% inhibicije) ORAC (µM TE/LE)  

Aceton 3,51 ± 0,47a 50,66 ± 2,22a 

Etanol 9,17 ± 0,99b 37,10 ± 3,29b 

Heksan NO NO 

a,b Različita slova u istom stupcu označavaju značajnu razliku (p>0,05) između uzoraka; TE 

– trolox ekvivalent; NO – vrijednost nije određena;  
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U skupini derivata masnih kiselina identificirano je osam primarnih amida masnih kiselina 

(PAMK), a najzastupljeniji bio je oleamid (br. 22). Uz oleamid u ekstraktima dijatomeje C. 

costatus zabilježena je prisutnost sljedećih PAMK: linoleamid (br. 19), stearamid (br. 23), 

palmitoleamid (br. 18), palmitamid (br. 20), miristamid (br. 16), gondamid (br. 25), i erucamid (br. 

27). Osim PAMK identificirana su četiri glicerofosfokolina (br. 28–31), tri estera masnih kiselina 

(br. 17, 21, 24) i dva diacilglicerola (br. 32-33), dugolančana masna kiselina C:20 (br. 26) i 

sfingolipid heksadekasfinganin (br. 15). 

U skupini sterola i derivata identificirano je pet (br. 34–38) spojeva. U svim analiziranim 

uzorcima (3β)-3-hidroksistigmast-5-en-7-on (br. 37) bio je najzastupljeniji steroidni derivat. 

Identificirana su i dva biljna sterola, kampesterol (br. 34) i stigmastatrien (br. 36) te dva derivata 

sterola (br. 35, 38). 
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Tablica 3. Glavni nehlapivi spojevi u acetonskim, etanolnim i heksanskim ekstraktima u uzorku dijatomeje Chaetoceros costatus identificirani 

tekućinskom kromatografijom vrlo visoke učinkovitosti spektrometrije masa visoke rezolucije (UHPLC-ESI-HRMS). 

Redni broj Naziv spoja Masa [M+H]+ 
Molekulska 

formula 

Površina vrha (proizvoljne jedinice) 

Aceton Etanol Heksan 

PIGMENTI I DERIVATI 

1 Loliolid 196,11 197,12 C11H16O3 4,63×106 - - 

2 Apo-10-fukoksantinal 424,26 425,27 C27H36O4 2,63×104 8,26×103 - 

3 Halocintiaksantin acetat 640,41 641,42 C42H56O5 2,47×106 2,55×105 - 

4 Feoforbid b 606,25 607,26 C35H34N4O6  1,37×103 - 

5 Fukoksantin 658,42 659,43 C42H58O6 5,13×106 4,55×105 - 

6 Diatoksantin 566,41 567,42 C40H54O2 5,76×105 1,67×103 - 

7 Fukoksantinol 616,41 617,42 C40H56O5 1,30×105 5,08×103 - 

8 Feoforbide a 592,27 593,28 C35H36N4O5 8,30×106 7,98×104 2,67×103 

9 

3-[21-Metoksikarbonil-4,8,13,18-tetrametil-20-

okso-9,14-divinil-3,4-didehidro-3-24,25-

dihidroforbinil] propanska kiselina 

588,24 589,25 C35H32N4O5 2,13×105 1,37×105 - 

10 Feofitin b 884,55 885,55 C55H72N4O6 3,40×105 4,45×104 - 

11 Divinil feofitin a 868,55 869,56 C55H72N4O5 4,58×105 3,83×104 - 

12 151-hidroksi-lakton-feofitin a 902,56 903,56 C55H74N4O7 1,67×106 3,06×105 1,90×103 

13 132-hidroksi-feofitin a 886,56 887,57 C55H74N4O6 1,53×106 7,00×106 - 
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14 Feofitin a 870,57 871,57 C55H74N4O5 3,58×107 7,06×105 1,41×104 

DERIVATI MASNIH KISELINA 

15 Heksadekasfinganin 273,27 274,27 C16H35NO2 4,51×106 2,08×105 8,56×105 

16 Miristamid 227,23 228,23 C14H29NO 4,14×104 8,02×104 1,11×105 

17 Monomiristin 302,25 303,25 C17H34O4 8,49×104 1,67×104 1,68×104 

18 Palmitoleamid 253,24 254,25 C16H31NO 1,06×105 2,01×105 2,25×105 

19 Linoleamid 279,26 280,26 C18H33NO 2,62×105 3,73×105 4,26×105 

20 Palmitamid 255,26 256,26 C16H33NO 5,47×105 6,57×105 9,82×105 

21 Monopalmitin 330,28 331,28 C19H38O4 3,77×106 6,49×105 7,05×105 

22 Oleamide 281,27 282,28 C18H35NO 6,56×106 7,00×106 7,03×106 

23 Stearamid 283,29 284,30 C18H37NO 1,96×105 2,58×105 1,87×105 

24 Monostearin 358,31 359,32 C21H42O4 3,70×106 3,51×106 3,98×106 

25 Gondamid 309,30 310,31 C20H39NO 1,06×105 9,4×104 3,4×104 

26 Arahidonska kiselina 304,24 305,25 C20H32O2 6,34×104 - - 

27 Erucamid 337,33 338,34 C22H43NO 2.18×106 2,00×106 3,12×105 

28 
l-(9-oktadecenoil)-2-(9-pentadecenoil)-glicero-

3-fosfokolin 
743,55 744,55 C41H78NO8P 3,08×104 5,46×104 - 

29 
1-(11,14-eikosadienoil)-2-heptadekanoil-glicero-

3-fosfoserin 
801,55 802,56 C43H80NO10P 5,82×104 2,73×104 2,45×104 

30 
1-oktadekanoil-2-(9,12-heptadekadienoil)-

glicero-3-fosfokolin 
771,58 772,59 C43H82NO8P 4,43×104 7,14×104 - 
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U acetonskim i etanolnim ekstraktima nisu zabilježena značajnija odstupanja u antioksidacijskoj aktivnosti i kvantiteti identificiranih spojeva. 

Međutim, zbog značajno većeg ekstrakcijskog prinosa od čak 13 puta etanol se pokazao pogodnijim otapalom i odabran je za ekstrakciju nehlapivih 

spojeva dijatomeja u daljnjem istraživanju. 

 

 

 

 

 

 

31 
l-(9-oktadecenoil)-2-(9-nonadecenoil)-glicero-3-

fosfokolin 
799,61 800,62 C45H86NO8P 2,85×105 5,73×104 - 

32 Dipalmitin 568,51 569,51 C35H68O5 2,66×105 - - 

33 1-oktadekanoil-2-heksadekanoil-sn-glicerol 596,54 597,55 C37H72O5 1,55×105 5,11×104 8,42×103 

STEROIDI I DERIVATI 

34 Chola-5,22-dien-3-ol 342,29 343,30 C24H38O 9,00×104 7,72×104 7,76×104 

35 β-Stigmasterol 394,36 395,37 C29H46 1,02×103 9,60 ×103 8,80×103 

36 Kampesterol 400,37 401,38 C28H48O 1,96×105 - - 

37 (3β)-3-Hidroksistigmast-5-en-7-on 428,37 429,37 C29H48O2 7,60×105 2,30×105 7,77×103 

38 24-Hidroperoksi-24-vinil-kolesterol 444,36 445,37 C29H48O3 5,13×104 1,58×104 - 
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4.2. Sažeti pregled rezultata objedinjenih radova 

 

4.2.1.  Rad 1. The marine diatom Thalassiosira rotula: chemical profile and antioxidant 

activity of hydroalcoholic extracts 

U ovom radu istražen je utjecaj korištenja dvije vrste hidroalkoholnih smjesa, 50 %-tnim i 

70 %-tnim etanolom u ekstrakciji dijatomeje T. rotula (CIM861). Određen je ekstrakcijski prinos 

i USF dok je bioaktivni potencijal ekstrakata procijenjen in vitro antioksidativnim testovima 

DPPH, FRAP i ORAC, a kemijski profil derivatiziranih ekstrakata analiziran je korištenjem GC-

MS-om (detaljno opisano u poglavlu 3. Materijali i metode). Ekstrakcija liofilizirane biomase 

dijatomeje provedena je pomoću ultrazvuka. Veći ekstrakcijski prinos zabilježen je kod 

dijatomejnih ekstrakata dobivenih 70 %-tnim etanolom i prosječna masa prinosa bila je 0,21 ± 

0,01 g EX/g SD. U istim ekstraktima zabilježen je veći sadržaj ukupnih fenola, 5,80 ± 0,32 mg 

GK/g SD, kao i snažnije antioksidacijsko djelovanje i to sa sve tri metode (DPPH inhibicija od 

17,53 % ± 0,56 %, FRAP od 766,67 ± 34,69 µM TE i ORAC od 58,87 ± 2,03 µM TE/LE). 

Kemijska analiza GC-MS-om potvrdila je prisutnost 19 spojeva u etanolnim ekstraktima 

pripravljenim sa 70 %-tnim etanolom, dok je u ekstraktima dobivenim ekstrakcijom 50 %-tnim 

etanolom utvrđena prisutnost 16 spojeva. Dominantni spojevi zabilježeni u 50 %-tnim i 70 %-tnim 

etanolskim ekstraktima su masne kiseline: miristinska, palmitelaidna, palmitinska, zatim dvije 

višestruko nezasićene masne kiseline EPK i DPK te sterol, 24-metilenkolesterol. Nadalje, 

ekstrakcija s većim udjelom etanola (70 %) u vrste T. rotula rezultirala je većim sadržajem 

miristinske kiseline, EPK, DPK i 24-metilenkolesterola. Rezultati ovog istraživanja potvrdili su 

da je 70 %-tni etanol, ekstrakcijsko otapalo koje osim što osigurava veći prinos nezasićenih masnih 

kiselina i sterola pozitivno utječe i na povećanje antioksidacijske aktivnost dijatomejnih 

ekstrakata. 

 

 

 

 

 

 



24 

 

4.2.2. Rad 2. Comparison of growth and chemical profile of diatom Skeletonema grevillei 

in bioreactor and incubation‐shaking cabinet in two growth phases 

Cilj istraživanja bio je usporediti rast, kemijske profile i antioksidacijsku aktivnost 

dijatomeje S. grevillei uzgojene u BS i u IS u eksponencijalnoj (nakon 192 h) i na početku 

stacionarne faza rasta (nakon 312 h). Rast je praćen prebrojavanjem stanica u graduiranoj 

Sedgewick Rafter komorici, a prisutni spojevi identificirani su u derivatiziranom obliku 

korištenjem GC‐MS-a dok je antioksidativni kapacitet procijenjen DPPH i ORAC metodom 

(detaljno opisano u poglavlu 3. Materijali i metode). Nakon 168 h uzgoja, zabilježen je značajan 

statistički rast (p<0.05) S. grevillei u BS u odnosu na rast u IS, a zabilježena razlika zadržala se do 

kraja uzgojnog perioda. Također, dvostruko veća masa suhog ekstrakta dobivena je za biomasu 

uzgojenu u BS i to u obje faze raste. Po završetku uzgojnog perioda, u biomasi iz BS identificirano 

je 42, a iz IS 34 spoja, dok je nakon 192 h bioreaktorska biomasa bilježila 44 spoja, a ona iz IS 33. 

U oba uzgojna sustava i u obje faze rasta, oleamid je bio najdominantniji spoj, međutim zabilježen 

je njegov značajni pad s produljenjem uzgojnog ciklusa. Uz oleamid, u oba sustava zabilježeni su 

slijedeći dominantni spojevi: palmitelaidna kiselina, glicerol monostearat, miristinska kiselina, 

kolesterol, eikozapentaenska kiselina, 1-monopalmitin i 24-metilenkolesterol. Ekstrakt biomase S. 

grevillei dobivene nakon 312 h uzgoja u BS pokazao je najbolji antioksidacijski potencijal s DPPH 

inhibicijom od 11,4 ± 1 % te ORAC vrijednosti 93,3 ± 8,4 mM TE/mgE. Rezultati ove studije 

potvrdili su da je BS pogodniji sustav za uzgoj u odnosu na IS jer omogućava brži rast i veći prinos 

biomase bogate širokim spektrom visokovrijednih bioaktivnih spojeva. 
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4.2.3. Rad 3. Influence of nutrient deprivation on the antioxidant capacity and chemical 

profile of two diatoms from genus Chaetoceros 

U ovom radu uspoređen je utjecaj potpunog nedostatka makronutrijenata fosfora, dušika ili 

silicija u uzgojnom medijom, na antioksidacijski potencijal i kemijski profil dijatomeja C. socialis 

i C. costatus. Identifikacija spojeva provedena je UHPLC-ESI-HRMS-om, a antioksidacijski 

potencijal određen je metodama DPPH, FRAP te ORAC (detaljno opisano u poglavlu 3. Materijali 

i metode). U ekstraktima vrsta C. costatus i C. socialis uzgojenim u različitim uzgojnim uvjetima 

identificirani su pigmenti, masne kiseline, steroli te njihovi derivati. Najzastupljeniji derivat 

pigmenta u svim ekstraktima bio je feofitin a , osim u ekstraktima obje vrste dobivenih iz biomase 

uzgojem bez prisustva silicija. Loliolid, feoforbid a, feofitin b i tri derivata klorofila a 

najzastupljeniji su derivati pigmenata u vrsti C. costatus uzgojenoj bez dušika. U skupini derivata 

masnih kiselina, među detektiranim primarnim amidima masnih kiselina najzastupljeniji spoj bio 

je oleamid. Najveći sadržaj PAMK zabilježen je u kontrolnom uzorku, dok je opadanje njihovog 

sadržaja zabilježeno u obje vrste pri izostanku ključnih nutrijenata u uzgojnom mediju, osobito 

dušika. U skupini sterola i derivata detektirano je pet spojeva, a njihov sadržaj varirao je od uzorka 

do uzorka i nije bio usporediv među vrstama. Sadržaj ukupnih fenola u ekstraktima vrste C. 

costatus zabilježen je u rasponu od 46,25 ± 1,08 do 89,38 ± 6,21 mg GK/L, a u C. socialis od 

29,58 ± 1,08 do 54,17 ± 1,18 mg GK/L. U odnosu na C. socialis, rezultati svih korištenih 

antioksidacijskih testova ukazuju na veći antioksidativni potencijal dijatomeje C. costatus, osobito 

pri uzgoju u mediju bez dušika. Rezultati ovog istraživanja ukazuju na veći antioksidacijski 

potencijal dijatomeje C. costatus te veći sadržaj biološki aktivnih spojeva, osobito pri izostanku 

dušika u uzgojnom mediju zbog čega utjecaj nutrijenata na kemijski sastav i biološku aktivnost 

treba razmatrati na razini vrste.  
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5. RASPRAVA 

Postizanje maksimalnog ekstrakcijskog prinosa jedan je od glavnih izazova u proizvodnji 

mikroalgalne biomase (Svenning i sur. 2020). Ultrazvuk se pokazao uspješnom metodom koja u 

procesu ekstrakcije omogućava pucanje dijatomejnih frustula čime se pospješuje izlazak 

unutarstaničnog sadržaja, dok topivost spojeva prisutnih unutar stanica ovisi o odabiru otapala 

pogodne polarnosti (Suroy i sur. 2014). Za razliku od acetona i heksana, zbog amfipatske prirode 

etanola moguća je istovremena ekstrakcija polarnih i nepolarnih spojeva poput lipida i karotenoida 

iz vrste Chaetoceros calcitrans (Purkan i sur., 2022). U nedavnoj studiji Ferdousa i sur. (2025), 

usporedili su prinos ekstrakcije, antioksidativna aktivnost, ukupni sadržaj fenola i flavonoida te 

citotoksičnost vrsta morskih zelenih mikroalgi Tetraselmis sp. i Nannochloropsis sp. te dijatomeja 

Chaetoceros sp. i Thalassiosira sp. ekstrahiranih metanolom, etanolom, acetonom, heksanom, 

diklorometanom, kloroformom i etil acetatom. U prelimiranom istraživanju ovog doktorskog rada 

postignut je prinos ekstrakcije od 39 %, što je 18 % više nego u predhodno navedenoj studiji. 

Poznato je da korištenje alkohola u ekstrakciji dijatomeja pozitivno utječe na povećanje 

bioaktivnog potencijala omogućavajući veću antioksidacijsku aktivnost ekstrakata (Manivannan i 

sur., 2012). Hemalatha i sur. (2015) procijenili su antioksidacijski potencijal i ukupni sadržaj 

fenola metanolnih, acetonskih i heksanskih ekstrakata tri morske dijatomeje, Chaetoceros 

curvisetus, Thalassiosira subtilis i Odontella aurita. Zabilježene vrijednosti udjela (%) inhibicije 

DPPH testom za acetonski ekstrakt C. curvisetus nisu se razlikovale od vrijednosti procijenjenih 

u prelimiranom istraživanju ovog doktorskog rada pri istraživanju ekstrakta C. costatus. U studiji 

Hemalathae i sur (2015.) zabilježena je statistički značajna (p>0,05) razlika u vrijednostima DPPH 

inhibicije korištenjem različitih otapala (metanol>aceton>heksan), kao i u preliminarnom 

istraživanju ovog rada. U studiji Ferdous i sur. (2025) liofilizirana biomasa dijatomeje Chaetoceros 

sp. ekstrahirana je različitim otapalima (metanol, etanol, aceton, heksan, diklorometan, kloroform 

i etil acetat) u EPU. U ekstrakatima dijatomeje određen je USF i ukupan sadržaj flavonoida a 

bioaktivni potencijal procijenjen je antioksidacijskim i citotoksičnim testovima. Jednako 

rezultatima prelimiranog istraživanja ovog istraživanja, vrijednosti DPPH inhibicije etanolnih 

ekstrakata Chaetoceros sp. bile su značajno veće od acetonskih, dok je za heksanske ekstrakte 

zabilježena najniži udio (%) inhibicije. Izbor prikladnog otapala utječe na ekstrakcijski prinos kao 

i na učinkovitost u ekstrakciji željenih spojeva. Aceton se pokazao najučinkovitijim otapalom u 

ekstrakciji pigmenata iz biomase dijatomeja (Pasquet i sur., 2011). Osim što omogućava 

ekstrakciju različitih klasa pigmenata, dodatna prednost korištenja acetona je u onemogućavanju 

hidrolize klorofila a te postizanju najvećeg prinosa pigmenata u kratkom vremenu, čime 
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nadmašuje etanol i heksan (Warkoyo i Saati, 2011). Aceton se pokazao prikladnim otapalom za 

ekstrakciju pigmenata iz dijatomeja zbog sposobnosti ekstrakcije pigmenata poput fukoksantina, 

klorofila c i diadinoksantina uz minimalnu razgradnju (Pasquet i sur., 2011). Rezultati 

prelimiranog istraživanja ovog rada potvrđuju visoku učinkovitost acetona u ekstrakciji pigmenata 

iz biomase dijatomeje C. costatus, a osim najvećeg prinosa pigmenta, aceton je omogućio i 

ekstrakciju najvećeg broja različitih klasa pigmenata. U ekstraktima C. costatus u prelimiranom 

istraživanju, najdominantniji pigment bilo je feofitin a i njegovi derivati koji su predhodno 

zabilježeni u vrstama roda Chaetoceros (Saide i sur., 2020). Zbog lipofilne prirode feofitina u 

biološkim uzorcima topivost je bolja pri korištenju dietiletera, acetona i kloroforma no zbog 

negativnog utjecaja na okoliš, dugoročno korištenje ovih otapala smatra se neodrživim (Kim i sur., 

2020; Nakazato, 1995). Feofitini se mogu ekstrahirati i etanolom, međutim etanolna ekstrakcija 

pokazala je nižu učinkovitost u usporedbi s korištenjem prethodno navedenih organskih otapala 

(FAO, 1987). Dijatomeje su mikroalge s izrazito raznolikim profilom pigmenata. Zbog velikog 

prinos pigmenata u procesu ekstrakcije, dijatomeje imaju potencijal za industrijsku upotrebu u 

prehrambenoj (bojila u hrani, razvoj funkcionalnih napitaka) i kozmetičkoj industriji (bojila u 

kozmetici). Poznato je da su feofitini biološki vrlo aktivne molekule koje imaju potencijal za 

primjenu u medicini zbog širokog spektra bioloških aktivnosti poput antitumorskog, 

antimikrobnog i antioksidativnog djelovanja (Gomes i sur., 2020; Higashi-Okai i sur., 1998; Hsu i 

sur., 2013; Kusmita i sur., 2015). S druge strane, heksan je često korišteno otapalo u ekstrakciji 

masnih kiselina no njegova učinkovitost u ekstrakciji masnih kiselina značajno se razlikuje ovisno 

o vrsti dijatomeja i metodi korištenoj za razbijanja stanica (Svenning i sur., 2020). Zbog nepolarnih 

svojstava, heksan omogućava i učinkovitu ekstrakciju lipofilnih sterolnih spojeva kao što su 

kampesterol i stigmasterol (Jaramillo-Madrid i sur., 2020a; Jaramillo-Madrid i sur., 2020b). U 

prelimiranom istraživanju najmanji prinos masnih kiselina i sterola zabilježen je u ekstrakciji 

heksanom. Etanol je posebno učinkovit u ekstrakciji spojeva s hidrofilnim i lipofilnim svojstvima, 

a izrazito učinkovitim pokazao se u ekstrakciji nekoliko klasa spojeva iz mikroalgi, poput polarnih 

lipida i različitih nepolarnih spojeva kao što su masne kiseline (Georgiopoulou i sur., 2023). 

Ekstrakcija acetonom i etanolom u prelimiranom istraživanju ovog doktorskog rada omogućila je 

relativno jednak prinos masnih kiselina i njihovih derivata, a ekstrakcija acetonom dodatno je 

rezultirala najvećim prinosom sterola i derivata. U istom istraživanju u vrsti C. costatus, 

identificirano je 19 spojeva u skupini derivata masnih kiselina od kojih je osam PAMK, a najbolja 

topivost PAMK zabilježena je u etanolu. Najzastupljeniji PAMK u svim ekstraktima C. costatus 

bio je oleamid (br. 22) koji je prethodno zabilježen u dijatomeji Skeletonema marinoi (Zulfiqar i 

sur., 2023). Poznato je da oleamid pruža mnoge zdravstvene prednosti osobito u 
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liječenju/prevenciji artritisa, ateroskleroze, tromboze i raka koje se temelje na predhodno 

zabilježenim biološkim aktivnostima (Ameamsri i sur., 2020; Hameed i sur., 2016; Moon i sur., 

2018; Shao i sur., 2016). Antimikrobno djelovanje oleamida protiv bakterije Staphylococcus 

aureus (zona inhibicija = 25 mm) potvrđeno je u istraživanju ekstrakta gljive Colletotrichum 

gloeosporioides (Premjanu i Jaynthy, 2015). Jednako djelovanje zabilježeno je i protiv S. aureus 

(MIC = 125 uL/mL) korištenjem ekstrakta Diaporthe schini, gdje je oleamid zabilježen kao 

dominantniji metabolit (dos Reis i sur., 2019). Nadalje, antifungalna i antimikrobna aktivnost 

protiv Aspergillus flavus i Klebsiella pneumonia zabilježena su korištenjem oleamida iz ekstrakata 

kore cimeta (Hameed i sur., 2016). Između ostalog, oleamid je prepoznat i kao potencijalan algicid 

u kontroli cvjetanja cijanobakterija, posebno protiv Microcystis aeruginosa NIES ‐843 (Shao i sur., 

2016). Uz PAMK, dijatomeje su važan izvor sterola. Steroli u ekstraktima dijatomeje C. costatus 

poput kampesterola, 24-hidroperoksi-24-vinil-kolesterola i kola-5,22-dien-3-ola identificirani su 

u preliminarnom istraživanju, a poznato je da imaju izvanredan potencijal za primjenu u raznim 

industrijama kao što su farmaceutska, kozmetička i prehrambena (Ameamsri i sur., 2020). Taj 

potencijal temelji se na biološkim aktivnostima poput citotoksičnog, antitipanosomalnog, 

protuupalnog i antimikobakterijskog djelovanja. Primjerice, (3β)-3-hidroksistigmast-5-en-7-on i 

stigmastatrien imaju potencijal za upotrebu u farmaceutskoj industriji za razvoj inovativnih 

formulacija zbog svoje jedinstvene strukture (Ameamsri i sur., 2020).  

U ekstrakciji predhodno navedenih skupina spojeva, često je korištenje hidroalkoholnih 

mješavina. Korištenjem smjesa etanola i vode koje kombiniraju polarnost vode i lipofilnost etanola 

omogućena je ekstrakcija spojeva širokog spektra polaranosti. Ekstrakcija mikroalgi 

Nannochloropsis gaditana i Chlorella sp. mješavinom etanola i vode rezultirala je većim 

ekstrakcijskim prinosom u usporedbi sa smjesama metanola i vode (Monteiro i sur., 2020). Osim 

toga, veći ekstrakcijski prinos u obje vrste uočen je u EPU korištenjem 80 %-tnog etanola u 

usporedbi s 50 %-tnim etanolom. Rezultati Rada 1 u ovom istraživanju potvrđuju veći ekstrakcijski 

prinos korištenjem većeg volumnog udjela etanola kod ekstrakcije dijatomeje T. rotula. Osim 

povećanja ekstrakcijskog prinosa dijatomeje T. rotula, ekstrakcija većim udjelom etanola (70 % 

etanol) značajno je utjecala na bioaktivni potencijal ekstrakta, povećanjem antioksidativnog 

potencijala. Ekstrakti T. rotula pripremljeni hidroalkoholnom smjesom od 70 % etanola u Radu 1 

bilježili su 46 % inhibiciju DPPH testom u odnosu na metanolne ekstrakte T. subtilis u istraživanju 

Hemalathae i sur. (2015.). Na povećanje antioksidacijske aktivnosti utjecaj imaju i različiti lipidni 

spojevi. Najčešće dominantne masne kiseline u dijatomejama su miristinska, palmitinska, 

palmitelaidinska i EPK (Yi i sur., 2017; Zulu i sur., 2018), što je potvrđeno i u ekstraktima vrste T. 
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rotula istraživane u Radu 1. Sabia i sur. (2018) zabilježili su prisutnost miristinske kiseline, 

palmitinske kiseline i palmitoleinske kiseline u dijatomeji Thalassiosira pseudonana. Miristinska 

kiselina, poznata kao C14:0, prisutana je u svim živim organizmima, a može se koristiti i kao 

potencijalno sredstvo protiv gljivice Candida sp. otporne na lijekove, dok Javid i sur. (2020) i 

Prasath i sur., (2019) među glavnim biološkim aktivnostima miristinske kiseline ističu 

antiparazitsko, antivirusno, antifungalno i antitumorsko djelovanje. S druge strane, palmitinska 

kiselina (C16:0) je važna u sintezi dviju masnih kiselina, n-3 (kao što je DPK) i n-6 (kao što je 

EPK) (Nieri i sur., 2023). Zhu i sur. (2021) su zabilježili antiproliferativno i antimetastatsko 

djelovanje palmitinske kiseline protiv raka prostate. Palmitelaidinska kiselina je trans izomer 

palmitoleinske kiseline. U istraživanju kontrole stvaranja biofilma gram-negativnih i gram-

pozitivnih bakterija palmitelaidnom kiselinom, zabilježena je inhibicija od 25 % kod bakterije 

Escherichie coli pri koncentraciji od 256 µg mL-1 i inhibicija od 21 % kod bakterije S. aureus pri 

koncentraciji od 16 µg mL-1 (Yuyama i sur., 2020). Generalno, dijatomeje predstavljaju dobar izvor 

VNMK, što potvrđuju i rezultati Rada 1 ovog doktorskog rada, gdje je zabilježen udio EPK i DPK 

od gotovo 20 % kod T. rotula ekstrahirane 70 % etanolom (Maadane i sur., 2015). Osim što je u 

sintezi masnih kiselina posredni spoj između EPK i DHK, DPK pruža mnoge zdravstvene 

prednosti, poput smanjenja rizika od razvoja koronarnih bolesti i razine kolesterola u plazmi, dok 

je EPK važna za neurološki razvoj te ima protuupalni učinak i smanjuje rizik od hipertenzije, 

Crohnove bolesti i koronarne bolesti bolesti srca (Calder, 2017; Lozano-Muñoz i sur., 2020). Bie 

i sur. (2020) objavili su antitumorsko djelovanje EPK protiv raka jajnika povećanjem 

imunomodulatorne aktivnosti dok je u oralnim infekcijama, potvrđeno antibakterijsko djelovanje 

protiv parodontnih bolesti (Sun i sur., 2016). Rod Thalassiosira pokazao se dobrim izvorom 

fitosterola 24-metilenkolesterol s udjelom >60 % u ukupnom sastavu sterola, također poznatog i 

kao 24-metikolesta5,24(28)-dien-3β-ol (Gallo i sur., 2020; Nieri i sur., 2023; Rampen i sur., 2010). 

Jaramillo-Madrid i sur. (2020b) identificirali su 24-metilenkolesterol u tri vrste Thalassiosira, 

uključujući T. rotula dok su Cutignano i sur. (2022) prvi put izvijestili o citotoksičnom i 

antiproliferativnom djelovanju 24-metilenkolesterola ekstrahiranog iz T. rotula protiv raka grudi 

za stanične linije raka MCF7 i pluća A549. 

Jedan od ključnih koraka u osiguravanju dostatnih količina dijatomeja za daljnju primjenu je 

proizvodnja većih količina biomase. U Radu 2, brži rast i veći prinos ekstrakta S. grevillei 

zabilježen je tijekom rasta u bioreaktorskom sustavu u obje faze rasta (stacionarnoj i 

eksponencijalnoj). U istraživanju Raniello i sur. (2007) dijatomeje Cocconeis neothumensis veći 

ekstrakcijski prinos dobiven je ekstrakcijom biomase uzgojene u bioreaktoru a isto je zabilježeno 
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i u Radu 2. U odnosu na ekstrakte dobivene iz biomase S. grevillei uzgojene u IS u Radu 2, veći 

ekstrakcijski prinos te veći udio masnih kiselina i sterola dobiven je  ekstraktcijom biomase S. 

grevillei uzgojene u BS. Najdominantniji spoj u oba uzgojna sustava (BS i IS) bio je oleamid dok 

su spojevi s udjelom većim od 5 % u BS-u bili palmitelaidna kiselina, glicerol monostearat, 

kolesterol, 24-metilenkolesterol, miristinska kiselina i EPK kiselina, a u IS-u glicerol monostearat, 

palmitelaidna kiselina, miristinska kiselina i 1-monopalmitin. U istraživanju Rada 2 veća 

akumulacija EPK određena je u BS-u u stacionarnoj fazi rasta u odnosu na eksponencijalnu. 

Mogući uzrok je smanjena dostupnost nutrijenata nakon dužeg uzgojnog perioda koja je potaknula 

akumulaciju EPK. Ovu činjenicu dodatno potvrđuje analiza antioksidacijske aktivnosti prikazane 

u Radu 2 kojom je potvrđena veća antioksidacijska aktivnost korištenjem oba testa (DPPH i 

ORAC) pri prelasku iz eksponencijalne u stacionarnu fazu rasta u BS-u i IS-u. Tijekom stacionarne 

faze rasta ograničena količina hranjivih tvari u uzgojnom mediju potiče proizvodnju EPK, a 

poznato je da spojevi poput masnih kiselina (EPK) i sterola (kolesterola) doprinose povećanju 

antioksidacijskog potencijala kao i cijelokupnog bioaktivnog potencijala (Ferreira i sur., 2021; 

Goiris i sur., 2015; Zhang i sur., 2021). 

Ograničenje i/ili nedostatak nutrijenata ključni su u metaboličkoj proizvodnji brojnih 

spojeva u dijatomejama. Među različitim vrstama dijatomeja razlikuju se mehanizami prilagodbe 

na nutritivni stres (Goiris i sur., 2015). Jedan od mehanizama zaštite protiv oksidativnog stresa 

nedostatkom nutrijenata je povećana proizvodnja fenolnih spojeva. U istraživanju dijatomeje 

Phaeodactylum tricornutum pri nedostatku dušika (N−) tijekom 15 dana, zabilježene su značajne 

razlike u ukupnom sadržaju polifenola u usporedbi s kulturom uzajanom u standardnim uvjetima 

uzgoja (N+) (Curcuraci i sur., 2022). Tijekom rasta u mediju obogaćenom dušikom (3,07 ± 0,17 

mg GK/g SD) dijatomeja P. tricornutum proizvela je veći sadržaj fenolnih spojeva u usporedbi s 

P. tricornutum uzgojenoj pri ograničenju dušikom, u čijim je ekstraktima određen znatno manji 

sadržaj fenolnih spojeva (1,12 ± 0,00 mg GK/g SD). Isti trend kao i u predhodno navedenim 

istraživanjima zabilježen je i u Radu 3 gdje je uz značajno veći sadržaj ukupnih fenola određeni u 

vrsti C. costatus u odnosu na C. socialis zabilježen i manji sadržaj fenolnih spojeva u obije vrsta 

pri potpunom izostanku nutrijenata (P, N i Si) u uzgojnom mediju. U prethodnom istraživanju 

mikroalge Tetraselmis marina izolirane iz sjevernog Jadrana, pronađena je pozitivna korelacija 

između antioksidativne aktivnosti i USF-a (Trentin i sur., 2022). Najveća antioksidacijska 

aktivnost u Radu 3 zabilježena je pri nedostatku dušika u uzgoju vrste C. costatus, međutim isti 

trend nije zabilježen i za C. socialis. U radu Curcuraci i sur. (2022), antioksidativno djelovanje 

dijatomeje P. tricornutum uzgojene bez N procijenjeno je DPPH i FRAP testovima. Oba 
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antioksidacijska testa potvrdila su statistički značajno niži antioksidativni kapacitet za P. 

tricornutum uzgojenom pri nedostatku dušika u mediju. Isti trend smanjenja antioksidacijskog 

potencijala opažen je i u istraživanju vrste zelene mikroalge Dunaliela salina u uzgoju bez N 

(Singh i sur., 2016). S druge strane, Jeyakumar i sur. (2020) odredili su najveću aktivnost DPPH 

testom u vrste Isochrysis sp. u uzgoju pri nedostatku N s inhibicijom od 85 %, dok je biomasa 

uzgojena u mediju bogatim dušikom (75 %) te kontrolnom mediju (64 %) pokazala nižu inhibiciju. 

Uzgoj bez ključnih nutrijenata najčešće pridonosi povećanju USF i pigmenata što značajno utječe 

na povećanje antioksidativnog kapaciteta (Kuczynska i sur., 2015). U Radu 3, ekstraktima C. 

costatus u svim tretmanskim skupinama identificiran je fukoksantin, spoj s izrazitim 

potencijalnom za primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji  te feoforbid derivat klorofila 

poznat po antitumorskoom, antioksidativnom, imunostimulirajućem, neuroprotektivnom i 

protuupalnom djelovanju (Saide i sur., 2020). Collier i Grossman (1992) otkrili su da nedostatak 

dušika u mediju tijekom uzgoja cijanobakterije Synechococcus sp. rezultira degradacijom 

klorofila. Moguće je da su upravo ovi derivati pridonijeli povećanom antioksidativnom djelovanju 

u istraživanju u Radu 3, osobito u vrste C. costatus. Monoterpenski hidroksilakton loliolid, produkt 

je fotooksidativne razgradnje karotenoida fukoksantina, poznatog antioksidansa široko 

rasprostranjenog u makroalgama (El Hattab i sur., 2008; Park i sur., 2019; Percot i sur., 2009; 

Radman i sur., 2021; Radman, Čižmek, i sur., 2022; Repeta, 1989; Yang i sur., 2011). U istraživanju 

taloženje sa propela Menzel i sur. (2003) koristili su ga kao biomarker u haptofitima, dijatomejama, 

dinoflagelatima i eustigmatofitima. Važni pigmenti u dijatomejama su i feofitini, najjednostavniji 

derivati klorofila kod kojih je atom Mg odstranjen iz porfirinskog prstena. Feofitini kao i feoforbidi 

pokazali su antioksidativno djelovanje (Hsu i sur., 2013; Lanfer-Marquez i sur., 2005; Saide i sur., 

2020). Najzastupljeniji PAMK u obije vrste roda Chaetoceros u svim testiranim uzgojnim 

medijima u istraživanju Rada 3 bio je oleamid, najviše proučavan PAMK s potencijalom u lječenju 

Alzheimerove bolesti (Ano i sur., 2015; D’Oca i sur., 2010; Farrell i sur., 2012; Tanvir i sur., 2018). 

Za razliku od pigmenta, nedostatak N, P i Si utjecao je na smanjenje sadržaja PAMK u vrsta C. 

costatus i C. socialis osobito u uzgoju bez N. Uz PAMK-a u Radu 3 identificirano je 5 sterola 

(kampasterol (br. 35), deoksidirani stigmasteol (br.38) i tri derivata sterola (br. 34, 36, 37) za koje 

je predhodno zabilježeno antioksidativno, antikarcinogeno i protuupalno djelovanje (Borowitzka 

i sur., 2016). U C. costatus uzgojenom bez N identificiran je (3β)-3-hidroksistigmast-5-en-7-on, 

sterol poznat po antimalarijskoj aktivnost (Indriani i sur., 2020).  
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6. ZAKLJUČCI 

• Usporedbom ekstrakcijskog prinosa korištenjem različitih otapala (aceton, etanol i heksan) u 

ekstrakciji dijatomeje C. costatus, najveći prinos zabilježen je korištenjem etanola. Bioaktivni 

potencijal potvrđen je analizom antioksidacijskog potencijala te je u etanolnim ekstraktima 

zabilježena tri puta veća sposobnost hvatanja slobodnog DPPH radikala, dok su ORAC 

vrijednosti acetonskih ekstrakta bile veće za 27 %. Zbog najnižeg ekstrakcijskog prinosa te 

najmanjeg broja identificiranih spojeva u ekstraktima, heksan se nije pokazao učinkovitim 

otapalom. Kemijski profil C. costatus ukazuje na sadržaj različitih pigmenata i primarnih amida 

masnih kiselina za koje je zabilježen širok spektar biološke ativnosti. Aceton je omogućio 

najučinkovitiju ekstrakciju pigmenta i derivata pigmenata s feofitinom a kao najzastupljenijim 

spojem. Ekstrakcija etanolom omogućila je najveći prinos oleamida, najzastupljenijeg spoja u 

skupini derivata masnih kiselina, dok je (3β)-3-hidroksistigmast-5-en-7-on bio najzastupljeniji 

steroidni derivat u etanolnim i heksanskim ekstraktima. S obzirom da nije utvrđena značajna 

razlika u antioksidacijskom potencijalu te kemijskom profilu acetonskih i etanolnih ekstrakata 

dijatomeje C. costatus, zbog tri puta većeg ekstrakcijskog prinosa etanolna ekstrakcija pokazala 

se učinkovitijom za ekstrakciju dijatomejne biomase (Preliminarno istraživanje). 

• U ekstrakciji dijatomeje T. rotula hidroalkoholna smjesa 70 %-tnog etanola omogućila je veći 

ekstrakcijski prinos u odnosu na 50 %-tni etanol. Zabilježen je veći sadržaj ukupnih fenola, a 

za iste ekstrakte zabilježena je i veća antioksidacijska aktivnost korištenjem sva tri testa (FRAP, 

DPPH i ORAC). Miristinska kiselina, palmitelaidna kiselina, palmitinska kiselina, 

eikozapentaenske i dokozapentaenske kiseline identificirane su kao dominantni spojevi u oba 

ekstrakta. U ekstrakciji 70 % etanolom zabilježeni su veći prinosi komercijalno važne 

eikozapentaenske kiseline kao i 24-metilenkolesterola, potencijalno važnog spoja za 

farmaceutsku industriju zbog potvrđenog antitumorskog djelovanja. Štoviše, 24-

metilenkolesterol identificiran je u udjelu većem od 10 % u 70 %-tnom etanolnom ekstraktu T. 

rotula. Hidroalkoholna ekstrakcija 70 %-tnim etanolom osim što se pokazala učinkovitom u 

ekstrakciji T. rotula, omogućila je veći bioaktivni potencijal ekstrakata T. rotula, koja se 

pokazala važnim izvorom brojnih masnih kiselina i sterola (Rad 1.). 

• Usporedbom uzgoja S. grevillei u bioreaktorskom i inkubatorskom sustavu, brži prirast i ulazak 

u eksponencijalnu i stacionarnu fazu rasta zabilježen je u bioreaktoru. Uzgoj u bioreaktorskom 

sustavu rezultirao je većim ekstrakcijskim prinosom u obje faza rasta u odnosu na inkubatorski 

sustav. U procjeni bioaktivnog potencijala c određena je veća antioksidacijska aktivnost DPPH 

i ORAC testom u obje faze rasta (eksponencijalnoj i stacionarnoj). U oba uzgojna sustava 
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identificirane su palmitelaidna kiselina, glicerol monostearat, miristinska kiselina, kolesterol, 

eikozapentaenska kiselina, 1-monopalmitin i 24-metilenkolesterol, a za sve navedene spojeve 

prethodne studije zabilježile su različite biološke aktivnosti. Bioreaktorski sustav pokazao se 

povoljnim za postizanje bržeg rasta dijatomeja S. grevillei koji omogućava veći ekstrakcijski 

prinos te antioksidacijski potencijal ekstrakata dijatomeja, a značajne razlike u kemijskom 

profilu između ekstrakta dobivenih iz biomase uzgojem u bioreaktorskom i inkubatorskom 

sustavu nisu zabilježene (Rad 2.). 

• Rast u uzgojnom mediju bez fosfora, dušika ili silicija u vrsta C. costatus i C. socialis rezultirao 

je nižim ukupnim sadržajem fenola. S druge strane, u procjeni bioaktivnog potencijala značajno 

povećanje antioksidativnog kapaciteta zabilježeno je u ekstraktima C. costatus uzgojenog u 

mediju bez dušika, dok isti trend nije uočen kod C. socialis. Uzgoj bez dušika potaknuo je 

proizvodnju pigmentnih derivata, loliolida, feoforbida a, feofitina b i tri derivata klorofila a u 

dijatomeje C. costatus. Za razliku od pigmenata, uzgoj bez dušika doveo je do značajnog 

smanjenja sadržaja primarnih amida masnih kiselina u obje vrste. Utjecaj nedostatka hranjivih 

tvari u uzgojnom mediju na biološku aktivnost ekstrakata dijatomeja treba promatrati na razini 

vrste, s obzirom da rezultati ovog istraživanja kao i predhodne studije ukazuju na značajne 

razlike na razini roda (Rad 3.).  
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8. RADOVI OBJEDINJENI U DOKTORSKOJ DISERTACIJI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.1. Preliminarno istraživanje. The effect of solvent choice on antioxidant 

potential and chemical composition of extracts from microalgae Chaetocerus 

costatus 
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8.2. Rad 1. The marine diatom Thalassiosira rotula: chemical profile and 

antioxidant activity of hydroalcoholic extracts. 
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8.3. Rad 2. Comparison of Growth and Chemical Profile of Diatom Skeletonema 

grevillei in Bioreactor and Incubation‐Shaking Cabinet in Two Growth Phases 
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8.4. Rad 3. Influence of Nutrient Deprivation on the Antioxidant Capacity and 

Chemical Profile of Two Diatoms from Genus Chaetoceros. 
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products and non-conventional healthy foods (InnoSol4Med) (Voditeljica 

projekta: prof. dr. sc. Vida Šimat) 

 

Popularizacija znanosti: 

2018.- Sudjelovanje u pripremi i provedbi aktivnosti na Festivalu znanosti 2018.-Otvaranje 16. 

Festivala znanosti „Otkrića“ 

2018.-Organizacija i provedba aktivnosti-„Revolucionarna otkrića u ribarstvu“-16. Festival 

znanosti „Otkrića“ 

2021.-Organizacija i provedba aktivnosti na Festivalu znanosti 2021.-„Utjecaj bakterija na 

sigurnost hrane“ 

2022.- Organizacija i provedba aktivnosti na Festivalu znanosti 2022.- „Zdrave 
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boje za zdrav život“ 

2022. - Organizacija i provedba aktivnosti na Europskoj noći istraživača 2022. - 

„Biološki aktivne molekule nusproizvoda hrane“ 

2023. - Organizacija i provedba aktivnosti na Europskoj noći istraživača 2023. – 

„Biološki aktivne molekule iz nusproizvoda prehrambene industrije“ 

Ostalo: 

2024. – Znanstveni odbor, „1st International Congress for Sustainable Ecosystems in the 

Mediterranean area“ STEcoMed 2024, održanog u Splitu 2. i 3 . 10. 2024. 

 

Sudjelovanje na međunarodnim konferencijama: 

1. Roberta Frleta Matas, Martina Čagalj, Katarina Jelušić, Sanja Radman, Vida Šimat „The 

chemical composition and antioxidant potential of microalgae Chaetoceros costatus“; 1st 

International Congress for Sustainable Ecosystems in the Mediterranean area, Split, 

Hrvatska, 2.-3.10.2024.  

*Nagrada: 1. nagrada za najbolju poster prezentaciju 

2. Roberta Frleta Matas, Marija Spajić, Živko Skračić, Vida Šimat, Martina Čagalj, Danijela 

Skroza “Vinification by-products preservatives of the future” 4th International ZORH 

conference of scientists, professionals, and students - “Environmental protection, 

sustainable production and example of best practice”, Split, Hrvatska, 20.-21.4.2023.  

3. Vida Šimat, Martina Čagalj, Roberta Frleta, Ivan Šimat, Sonja Smole Možina, Danijela 

Skroza “Effect of natural extracts and pure compounds on the fish burgers’ quality 

parameters”; 10th International Congress of Food Technologists, Biotechnologists and 

Nutritionists, Zagreb, Hrvatska, 30.11.-2.12.2022.  

4. Danijela Skroza, Martina Čagalj, Ivona Krivić, Roberta Frleta, Vida Šimat “Antimicrobial 

activity of by-product extracts in combination with pure compounds”; 10th International 

Congress of Food Technologists, Biotechnologists and Nutritionists, Zagreb, Hrvatska, 

30.11.-2.12.2022.  

5. Roberta Frleta, Vida Šimat, Martina Čagalj„Application of ultrasound-assisted extraction 

in combination with ethanol to improve antioxidant activity of diatom extracts “; The 4th 

International Congress on “Green Extraction of Natural Products” Poreč, Hrvatska, 27.-

28.11.2022.  

6. Roberta Frleta, Vida Šimat “Comparison of the growth of diatom Skeletonema grevillei in 

a bioreactor and an incubation-shaking cabinet” 11th Central European Congress on Food 

and Nutrition, Čatež na Savi, Slovenija, 27.-30.9.2022.  

 

Popis objavljenih radova: 

 

 

1. Šimat V, Skroza D., Frleta Matas R., Radelić D., Bogdanović T., Čagalj M. 2025. The 

Effect of Combined Extracts from By-Products, Seaweed, and Pure Phenolics on the 

Quality of Vacuum-Packed Fish Burgers.Applied Sciences, 15 (10), 5008. 

https://doi.org/10.3390/app15105508. 

2. Frleta Matas, R., Čagalj, M., Jelušić, K., Radman, S., Šimat, V.  2025. The Effect of Solvent 

Choice on Antioxidant Potential and Chemical Composition of Extracts from Microalgae 

Chaetocerus costatus. Phycology, 5(8). https://doi.org/10.3390/phycology5010008 
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3. Marić, N., Radman, S., Skroza, D., Frleta Matas, R., Generalić Mekinić, I. 2024. 

Funkcionalni napitak na bazi ječmenog slada. Glasilo Future, 7, 1; 38-47; 

https://doi.org/10.32779/gf.7.1.4. 

4. Frleta Matas, R., Radman, S., Čagalj, M., Šimat V. 2024. Influence of Nutrient Deprivation 

on the Antioxidant Capacity and Chemical Profile of Two Diatoms from Genus 

Chaetoceros. Marine Drugs, 22(96); https://doi.org/10.3390/md22020096 

5. Tkaczewska, J., Kulawik, P., Jamróz, E., Čagalj, M., Frleta Matas, R., Šimat, V. 2023. 

Valorization of Prawn/Shrimp Shell Waste through the production of biologically active 

components for functional food purposes. Journal of the Science of Food and Agriculture; 

https://doi.org/10.1002/jsfa.12969 

6. Frleta Matas, R., Popović, M., Čagalj, M., Šimat V. 2023. The marine diatom Thalassiosira 

rotula: chemical profile and antioxidant activity of hydroalcoholic extracts. Frontiers in 

Marine Science; 10. https://doi.org/10.3389/fmars.2023.1221417 

7. Hamed, I., Moradi, M., Ezati, P., O'Higgins, L., Meléndez-Martínez J., A., Frleta, R., Šimat, 

V., McClements, D.J., Nordeng Jakobsen, A., Lerfall, J. 2023. Encapsulation of microalgal-

based carotenoids: Recent advances in stability and food applications. Trends in Food 

Science & Technology; 138: p.(382-398). https://doi.org/10.1016/j.tifs.2023.06.027  

8. Popović, M., Burčul, F., Veršić Bratinčević, M., Režić Mužinić, N., Skroza, D., Frleta 

Matas, R., Nazlić, M., Ninčević Runjić, T., Jukić Špika, M., Bego, A., Dunkić, V., 

Vitanović, E. 2023. In the Beginning Was the Bud: Phytochemicals from Olive (Olea 

europaea L.) Vegetative Buds and Their Biological Properties. Metabolites; 13(2); 237. 

https://doi.org/10.3390/metabo13020237 

9. Režić Mužinić, N., Veršić Bratinčević, M., Grubić, M., Frleta Matas, R., Čagalj, M., 

Visković, T., Popović, M. 2023. Golden Chanterelle or a Gold Mine? Metabolites from 

Aqueous Extracts of Golden Chanterelle (Cantharellus cibarius) and Their Antioxidant and 

Cytotoxic Activities. Molecules; https://doi.org/10.3390/molecules28052110 

10. Frleta, R., Popović, M., Smital, T., Šimat, V. 2022. Comparison of Growth and Chemical 

Profile of Diatom Skeletonema grevillei in Bioreactor and Incubation-Shaking Cabinet in 

Two Growth Phases. Marine Drugs; 28(5), 2110. https://doi.org/10.3390/md20110697  

11. Skroza, D., Šimat, V., Vrdoljak, L., Jolić, N., Skelin, A., Čagalj, M., Frleta, R., Generalić 

Mekinić, I. 2022. Investigation of Antioxidant Synergisms and Antagonisms among 

Phenolic Acids in the Model Matrices Using FRAP and ORAC Methods. Antioxidants; 

11(9), 1784. https://doi.org/10.3390/antiox11091784 

12. Čagalj, M., Skroza, D., del Carmen Razola-Díaz, M., Verardo, V., Bassi, D., Frleta, R., 

Generalić Mekinić, I., Tabanelli, G., Šimat, V. 2022. Variations in the Composition, 

Antioxidant and Antimicrobial Activities of Cystoseira compressa during Seasonal 

Growth. Marine Drugs; 20(1), 64. https://doi.org/10.3390/md20010064 

 

Popis objavljenih poglavlja u knjigama: 

1. Vida Šimat, Roberta Frleta, Martina Čagalj, and Danijela Skroza 2023. Bioactive 

Compounds and Nutraceuticals from Dairy, Marine, and Nonconventional Sources; 

Technological and Analytical Aspects of BioactiveCompounds and Nutraceuticals from 

Marine Algae. Apple Academic Press 

 

Područje interesa: uzgoj morskih mikroalgi, utjecaj uzgojnih uvjeta na morfologiju, prinos i udio 

bioaktivnih spojeva, određivanje bioaktivnog potencijala (antimikrobna i antioksidativna), 

identifikacija i kvantifikacija spojeva različitim kromatograskim metodama 
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Istraživanja u sklopu ovog doktorskog rada djelomično su financirana u okviru projekta STIM - 

REI, Broj ugovora: KK.01.1.1.01.0003, projekt koji financira Europska unija kroz Europski fond 

za regionalni razvoj - Operativni program Konkurentnost i kohezija 2014-2020 (KK.01.1.1.01) 

projekta „Biotehnološki potencijal mikroalgi Jadrana More - povezivanje istraživanja u području 

nanotehnologije s vodom i okolišem u sklopu STIM-REI projekta" Splitsko-dalmatinske županije, 

Program tehnološkog razvoja, istraživanja i primjene inovacija za 2022. godinu. 


