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SAZETAK

Morski okolis ima veliku vaznost za Zivot na Zemlji. Organizmi koji u njemu Zive vitalni
su za ekosustav, ali sluze i kao neiscrpan izvor bioloSki aktivnih spojeva. Cilj ovog
istrazivanja bio je istraZiti antimikrobni u€inak ekstrahiranih tvari iz morskih organizama
prikupljenih s podrucja Dubrovacko-neretvanske Zupanije. Materijali koji su koristeni u
istraZivanju obuhvacali su meka tkiva morskih beskraljeznjaka (Skoljkasa, puza i
priliepka od mekusaca te jezinca od bodljikasa) i bentoskih makroalga (smedih, zelenih
i crvenih alga). Ekstrakcija aktivnih tvari iz uzoraka provedena je upotrebom dva
razliCita otapala (etilni acetat i metanol). Ekstrakti su zatim testirani na bakterijskim
kulturama (Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Enterobacter aerogenes i Escherichia coli) dobivenim od Zavoda za javno zdravstvo
Dubrovacéko-neretvanske Zupanije. Rezultati su pokazali zna&ajan antimikrobni uéinak
ekstrahiranih tvari na rast bakterija. Najjace antimikrobno djelovanje zabiljezeno je za
ekstrakt zelene alge Entermorpha sp. koji je inhibirao rast pet od sedam bakterija, dok
ekstrakt crvene alge Corallina officinalis nije imao antibakterijski u€inak niti na jednu
ispitivanu bakteriju. Ova istrazivanja pruzaju vrijedne informacije o potencijalnoj
primjeni morskih organizama kao izvora prirodnih antimikrobnih spojeva. Daljnja
istrazivanja trebaju se fokusirati na identifikaciji i karakterizaciji aktivnih spojeva kako
bi se razumio mehanizam njihovih djelovanja i potencijalno pridonijelo razvoju novih
antimikrobnih terapeutika.

Klju€ne rije€i: antimikrobno djelovanje, morski beskraljeznjaci, bentoske makroalge,

bakterijske kulture, bioaktivni spojevi



ABSTRACT

The marine environment holds significant importance for life on Earth. Organisms living
within it are vital for ecosystems and serve as an inexhaustible source of biologically
active compounds. The aim of this research was to investigate the antimicrobial effect
of extracted substances from marine organisms collected in the Dubrovnik-Neretva
County area. The materials used in the study included soft tissues of marine
invertebrates (mollusks such as clams, snails, limpets, sea urchins), and benthic
macroalgae (brown, green, and red algae). Active substances were extracted from the
samples using two different solvents (ethyl acetate and methanol). The extracts were
then tested on bacterial cultures (Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Enterobacter aerogenes, and Escherichia coli) obtained from the
Public Health Institute of the Dubrovnik-Neretva County. The results demonstrated a
significant antimicrobial effect of the extracted substances on bacterial growth. The
strongest antimicrobial effect was observed for the extract of the green algae
Entermorpha sp. which inhibited the growth of five out of seven bacteria, while the
extract of the red algae Corallina officinalis did not show antimicrobial activity against
any bacterial strain. These findings provide valuable insights into the potential
application of marine organisms as a source of natural antimicrobial compounds.
Further research should focus on identifying and characterizing active compounds to
understand their mechanisms of action and potentially contribute to the development
of new antimicrobial therapeutics.

Keywords: antimicrobial activity, marine invertebrates, benthic macroalgae, bacterial
cultures, bioactive compounds.



1. uvOD

Bakterije i plijesni kao neizbjezni kontaminanti hrane (Zitarica, voc¢a i povréa i mesa)
predstavljaju ozbiljan problem diljem svijeta, buduéi da njihovi toksi¢ni metaboliti mogu
uzrokovati Sirok spektar bolesti kod ljudi i Zivotinja. Intenzivna upotreba sintetickih
antibiotika za lijeCenje infekcija rezultirala je pojavom otpornih patogenih
mikroorganizama, €ime se stvorio ozbiljan izazov u podrucju javnog zdravstva. Kako
bi se borili protiv neucinkovitosti postojeéih farmaceutika, uzrokovane pojavom sve
otpornijin bakterijskih i gljiviénih sojeva, mnogi su istraZivaCi u potrazi za novim

izvorima spojeva antibakterijskog i antifungalnog djelovanja (Thawabteh i sur., 2023).

Svjetski oceani, koji prekrivaju vise od 70% povrsine Zemlje, dugo su prepoznati kao
kompleksan i misteriozan ekosustav koji obiluje raznovrsnim Zzivotom. Morski
ekosustav je najveci i najvazniji ekosustav na Zemlji. Unutar mora i oceana krije se
svijet nevjerojatne bioloSke raznolikosti, u kojem mnoStvo organizama, od
mikroskopskog planktona do kitova, oblikuje slozen ekosustav. Medutim, osim svoje
ekoloske vaznosti, morski okoli$ krije i bogatstvo kemijskih spojeva s potencijalom za
suzbijanje mikrobnih prijetnji ljudskom zdravlju. Morski mikroorganizmi, ¢esto nazvani
.kemijskim rudnicima®, smatraju se izvrsnim izvorom novih terapeutika (Thawabteh i
sur., 2023).

Zbog svoje bogate bioraznolikosti, morski organizmi predstavljaju iznimno vrijedne
izvore bioloSki aktivnih spojeva. Njihovi ekstrakti su pokazali potencijal za otkrivanje
novih bioaktivnih komponenti koje imaju izmedu ostalog, antibakterijsko i antifungalno

djelovanje (Thawabteh i sur., 2023).

Kako se infektivnhe bolesti razvijaju i postaju otporne na postojece farmaceutske
proizvode, morski okoli§ pruza nove smjernice za borbu protiv gljivicnih, parazitskih,
bakterijskih i virusnih bolesti. Mnogi prirodni ekstrakti iz mora uspjeSno su dosli do
kasnih faza klinickih ispitivanja, ukljuujuci dolastatin 10, ecteinascidin-743, kahalalide
F i aplidin, a sve veci broj kandidata odabran je kao obedavaju¢e smijernice za

proSirenu pretkliniCku procjenu. lako su mnoga biomedicinska ispitivanja aktivnih



sastavnica iz mora usmjerena na otkrivanje protutumorskih spojeva, tako su i otpornost
na lijekove, nastajanje infektivnih bolesti i prijetnja bioterorizmom doprinijeli interesu
za procjenu prirodnih ekstrakata iz oceana u borbi protiv infektivnih organizama (Donia
i Hamann, 2003).

Razvoj otpornosti na postojeCe antibakterijske lijekove i dalje predstavlja ozbiljan
izazov u lijeCenju infektivnih bolesti, stoga je otkri¢e i razvoj novih antibiotika postalo
visoko prioritetno u biomedicinskim istrazivanjima. U neke od dosada uspje$no
istrazenih antimikrobnih spojeva ubrajamo Squalamine. To je prvi aminosterol izoliran
iz morskog psa Squalus acanthias (Squalidae). Posjeduje snaznu antimikrobnu
aktivnost s minimalnom inhibitornom koncentracijom (MIC) od 1-:0 ug/mL protiv
Staphylococcus aureus, kao i antiangiogeni¢na i antitumorska svojstva. Nadalje,
Cribrostatini su izolirani iz spuzve Cribrochalina sp. i pokazali su snaznu
antineoplastiCku i antimikrobnu aktivnost. Cribrostatin 3 ima snaznu inhibicijsku
aktivnost na rast bakterije Neisseria gonorrheae, s MIC-om od 0-09 pg/mL.
Sphaerococcus coronopifolius, kozmopolitska crvena alga prikuplijena duz atlantske
obale Maroka, sadrzi potentni antibakterijski diterpen, bromosferon koji pokazuje
antibakterijsku aktivnost protiv bakterije S. aureus, s MIC-om od 0-047 ug/mL. Nize
gljive izolirane s povrsine smede alge Rosenvingea sp. iz roda Pestalotia, prikupljene
na Bahamima, kokultivirane su s morskom bakterijom kako bi se dobio pestalone.
Pestalone ima snaznu antibiotiCku aktivnost protiv meticilin-rezistentne bakterije S.
aureusa, s MIC-om od 0-037 ug/mL, te vancomycin-rezistentne vrste Enterococcus
faeciuma, s MIC-om od 0-078 pg/mL. Ovi rezultati predstavljaju vazno postignuce
pokazujuéi da mjeSovita fermentacija moze potaknuti biosintezu novih antibiotika,
sugerirajuci da bi ovu metodu mogli koristiti za otkrivanje lijekova u buducénosti.
Jorumicin je dimeriCki izokinolinski alkaloid koji je izoliran iz plasta i sluzi pacifickog
straznjoskrznjaka Jorunna funebris. Inhibira rast razliCitih Gram-pozitivnih bakterija,
kao Sto su Bacillus subtilis i S. aureus, pri koncentraciji od 0-050 ug/mL, s zonom
inhibicije od 16 mm. Unato€ visokoj ucinkovitosti, postoje odredena ograni¢enja za
daljnja istrazivanja, uklju€ujuci citotoksi¢ne uc€inke pri IC50 od 0-012 pg/mL i teSkoce
u dobivanju Cistih i stabilnih pripravaka (Donia i Hamann, 2003).

Dosadas$nja istrazivanja bioloSkog potencijala na ekstraktima i frakcijama dobivenim iz
morskih organizama Jadranskog mora, pokazala su da ekstrakti jednog jadranskog

Zarnjaka imaju izrazito jako antimikrobno, odnosno inhibitorno djelovanje na stafilokok



Staphylococcus aureus, uzro€nika Sirokog spektra bolesti (Matulja i sur., 2021).
Istrazivanja provedena na ekstraktima smede alge Dictyota sp. pokazala su da ima
jako inhibitorno djelovanje na fotobakteriju Photobacterium damselae koja se najces¢e
javlja kod riba izazivajuci velike ekonomske gubitke u akvakulturi (Marti¢ i sur., 2023).
Istrazivanja na mikroalgama Jadranskog mora iz rodova Nitzschia, Nanofrustulum,
Picochlorum, Tetraselmis i Euhalothece pokazala su da one predstavljaju sve vazniji
izvor  bioaktivnih  spojeva s antimikrobnim, antitumorskim, antivirusnim,
antioksidacijskim ucincima te povoljno djeluju na rast kao i potpora imunosnom

sustavu (GrubiSic¢ i sur., 2022).

Tijekom godina, stotine novih spojeva identificirano je iz morskih organizama, $to
doprinosi razvoju novih prirodnih bioaktivnih spojeva iz mora. Napredak u tehnikama
uzorkovanja te metode vodene bioaktivnoS¢u pri separaciji i proc¢iS¢avanju olak3ali su
otkri¢e novih spojeva s terapijskim potencijalom (Hu i sur., 2015).

Napredak “OMICS” tehnologija omogucio je znanstvenicima uvid u slozenost
mikrobnih zajednica. PospijeSeno je razumijevanje toga koji organizmi zauzimaju
odredene metaboliCke niSe, kako medusobno djeluju i kako iskoriStavaju hranjive tvari
iz okolisa. JugoistoCna obala Jadranskog mora jo$ uvijek zaostaje s dostupnim
podatcima o bioaktivnim sastavnicama, njihovim proizvodacima i primjeni u raznim
granama biotehnologije mora.

U sklopu ovog diplomskog rada analiziralo se djelovanje i antimikrobni ucinak
estrahiranih tvari iz mekih tkiva morskih beskraljeznjaka i bentoskih makroalga koji su

prikupljeni na podrucju Dubrovacko-neretvanske Zupanije.

Ovim istrazivanjem Zeli se produbiti nase razumijevanje o bioloSkim procesima i
kemijskim interakcijama koji se odvijaju u morskom okoliSu te istraziti antimikrobni
uCinak s potencijalnim znacajem u podrucjima poput farmakologije, prehrambene
industrije ili biotehnologije. Analiziraju¢i interakcije ekstrakata morskih organizama i
mikroorganizama iz razliitih tipova okoliSa, Zelimo dokazati da pojedini morski
organizmi, uobi€ajeni stanovnici Jadranskog mora proizvode metabolite antimikrobnog
djelovanja.

Ovo istrazivanje ¢e pruziti doprinos znanju o bioraznolikosti i bioaktivnosti izoliranih

tvari organizama s istrazivanog podrucja, a pritom mozda potaknuti buduca



molekularna i nova podrucja istrazivanja inovativnih proizvoda i biomaterijala iz

morskog okolia.

1.1. Odabrani morski organizmi u dostupnoj literaturi

Kemijska raznolikost povezana s morskim bioaktivnim spojevima i potragom za novim
lijekovima, naziva se i "plavo zlato". Posljedi¢no, uo€en je znacCajan porast u otkricima
i objavljenim podatcima u literaturi u proteklim desetlje¢ima, osobito kod morskih
beskraljeSnjaka. Spojevi koje pronalazimo u moru nerijetko pokazuju vise od samo
jednog oblika djelovanja. Skoljka$ Mytilus galloprovincialis, priliepak Patella sp, puzi¢
Gibbula sp., jezinac Arbaca lixula, te bentoske makroalge; smeda alga Colpomenia
sinuosa, zelene alge Enteromorpha sp. i Ulva lactuca i crvena alga Corallina officinalis
su uobiCajeni stanovnici istrazivanog podru€ja premda i na Sirem podrucju
jugoistoénog Jadrana za njih ne postoje dostupni podatci o bioaktivnim sastavnicama.
Pretpostavlja se da su morski obalni sustavi kao $to je Jadransko more, bogati izvor
novih spojeva za medicinsku i biotehnoloSku primjenu. Otkrivanjem neistrazenih
geografskih lokaliteta i novih skupina organizama povecava se i mogucénost
pronalazenja novih bioaktivnih sastavnica, a pritom i terapeutika. U nastavku su
prikazani dostupni literaturni podatci o istraZivanim organizmima i opisane su razne

zapazene bioaktivnosti na drugim geografskim lokalitetima.

Dagnja - Mytilus galloprovincialis

Carstvo: Animalia

Koljeno: Mollusca

Razred: Bivalvia

Red: Mytilida

Porodica: Mytilidae

Rod: Mytilus

Vrsta: Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)


https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=2
https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=51
https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=105
https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=210
https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=211
https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=138228
https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=140481

Sredozemna dagnja Mytilus galloprovincialis, posjeduje antimikrobna svojstva koja je
¢ine potencijalnim kandidatom za farmaceutsku upotrebu. Izolirani su i prou€eni brojni

antimikrobni peptidi (AMP), uklju€ujuéi mitiline i mitimicine (Tincu i Taylor, 2004).

Osim mitilina, kod ove dagnje identificirani su i drugi AMP-ovi s antimikrobnim
svojstvima. Na primjer, antifungalni peptid, mytimicin prvotno izoliran iz dagnje, Mytilus
edulis usporava rast odredenih gljivica (Otero-Gonzalez i sur., 2010). Prisutnost
mitimicina je takoder zabiljezena za vrstu M. galloprovincialis, s identificiranim
varijantama (Rey-Campos i sur., 2021). Istodobno pokazuje i antifungalna svojstva, a

dio je imunoloSkog obrambenog sustava dagnje (Rey-Campos i sur., 2021).

Drugi aspekt farmakoloskog potencijala M. galloprovincialis je njena antivirusna
aktivnost. Peptid micitin C, koji je identificirani u hemolimfi i hemocitima dagniji,
pokazao je antivirusnu aktivnost protiv ostreidnog herpesvirusa 1 (OsHV-1) (Novoa i
sur., 2016). Ovi rezultati sugeriraju da otkriveni peptidi mogu imati ulogu u antivirusnim
mehanizmima obrane dagnji i mogu imati potencijalne primjene u razvoju antivirusnih

terapija.

Provedena je i biokemijska karakterizacija prirodnog enzima a-ugljikove anhidraze
(CA) prociScene iz plasta M. galloprovincialis (Perfetto i sur., 2017). Ovaj enzim
sudjeluje u biomineralizacijskim procesima koji dovode do talozenja kalcijevog
karbonata u ljusci dagnje (Perfetto i sur., 2017). Biokemijska karakterizacija enzima
pruza uvid u njegovu strukturu i funkciju, $to moze imati implikacije za razumijevanje

procesa formiranja ljuske i potencijalne primjene u istraZivanju biomineralizacije.

Provedena su istrazivanja o upotrebi proteinskih adheziva dagnje za ekoloski
prihvatljiva ljepila u medicini i podvodnim aplikacijama. Proteini poput Mgfp-5 uspjesno
su proizvedeni u rekombinantnom obliku i pokazali su znaCajnu adhezijsku
sposobnost, §to ukazuje na njihov potencijal kao bioadheziva u medicinskim ili

podvodnim istrazivanjima (Hwang i sur., 2004).



Priljepak — Patella sp.

Carstvo: Animalia

Koljeno: Mollusca

Razred: Gastropoda
Porodica: Patellidae

Rod: Patella (Linnaeus, 1758)

Priliepci su morski organizmi koji sadrze bioaktivhe spojeve s antibakterijskim i
antimikrobnim svojstvima (Caramona i sur., 2022). Na primjer, stopalna sluz priljepka
Siphonaria pectinata sadrZi pectinaton, antibiotik koji pokazuje aktivnost protiv Gram-
pozitivnih bakterija i gljivica (Arboleda-Baena i sur., 2022).

Prisutnost bioaktivnih spojeva u priljepcima, poput alkaloida, lipida, polisaharida i
proteina, isti€e njihov potencijal za razvoj novih antimikrobnih sredstava za
farmaceutsku upotrebu (Caramona i sur., 2022). Ti spojevi su pokazali razliCite
bioaktivne funkcije, ukljuujuéi antimikrobnu, protuupalnu i antioksidacijsku aktivnost
(Caramona i sur., 2022).

Jezinac - Arbacia lixula

Carstvo: Animalia

Koljeno: Echinodermata

Razred: Echinoidea

Red: Arbacioida

Porodica: Arbaciidae

Rod: Arbacia

Vrsta: Arbacia lixula (Linnaeus, 1758)

JeZinci su isto tako privukli pozornost kao potencijalni izvor bioaktivnih komponenti.
Stabili i suradnici (2018) proveli su ispitivanje triju vrsta jeZinaca, ukljuujuéi i vrstu
Arbacia lixula, te su otkrili da posjeduju bioloSku aktivnost i antimikrobna svojstva. A.

Lixula je posebno pokazala visoku antioksidacijsku aktivnost, Sto je €ini potencijalnim



izvorom prirodnih antioksidansa (Stabili i sur., 2018). U drugom istrazivanju koje su
proveli Cirino i suradnici (2017), otkriveno je da je vrsta, A. lixula novi prirodni izvor
astaksantina, karotenoida s raznim ljekovitim svojstvima. Istrazivanje je istaknulo
mogucnost uzgoja ove vrste kao novog potencijalnog izvora aktivhog stereoizomera

astaksantina (Cirino i sur., 2017).

U istraZivanju provedenom od strane Quarta i suradnika (2023) jeZinci su takoder
prepoznati po svojim antioksidacijskim svojstvima, koja igraju vaznu ulogu u borbi
protiv oksidativhog stresa, kljuénog faktora u raznim kroni¢nim bolestima poput
ateroskleroze i upalnih procesa. Oksidativni stres moze dovesti do oStecenja tkiva i
aktivacije proupalnih faktora. Stoga je razvoj antioksidacijskih spojeva vazan terapijski
cili. U ovom istrazivanju, ekstrakt jeZinca A. lixula, pokazao je antioksidacijsku
aktivnost, potencijalno zbog svojih fenolnih spojeva. Ti fenoli posjeduju snazna
antioksidacijska svojstva, neutralizirajuci reaktivne kisikove spojeve i regulirajuci
staniCne antioksidacijske sustave. Ovaj ekstrakt moze biti vrijedan izvor prirodnih
antioksidansa. lako je potrebna daljnja karakterizacija njegova fenolnog sastava,

obecava u borbi protiv upala i disfunkcije endotela (Quarta i sur., 2023).

Puzi¢ — Gibbula sp.

Carstvo: Animalia
Koljeno: Mollusca

Razred: Gastropoda
Porodica: Trochidae

Rod: Gibbula (Risso, 1826)

Puzevi ovog roda predmet su malobrojnih biomedicinskih istraZzivanja. Silva i suradnici
(2012) istrazivali su prisutnost tetrodotoksina u puzevima Gibbula sp. i identificirali su
ih kao nove vektore za Sirenje ovih toksina. Njihovo otkriCe istiCe vaznost razumijevanja
distribucije i ekoloSke uloge prirodnih spojeva iz mora. Prirodni ekstrakti iz puzeva
pripadnika roda Gibbula, temeljito su prou€avani zbog svojih raznovrsnih bioloskih
aktivnosti i potencijalnih primjena u razli€itim podrucjima (Silva i sur., 2012). Ova

istrazivanja naglasavaju bogatu kemijsku raznolikost i ekoloSki zna€aj ovih puzeva te



navode njihov potencijal za otkrivanje novih spojeva s terapijskim primjenama.
Nadalje, u istrazivanju novih terapeutika za lijeCenje Alzheimerove bolesti, istiCe se
potencijal lijekova morskog podrijetla, ukljuCujuéi one dobivene iz puzeva pripadnika
roda Gibbula (Samadi i Steiner, 2010).

Smeda alga - Colpomena sinuosa

Carstvo: Protoctista
Odjeljak: Heterocontophyta
Razred: Phaeophyceae
Red: Ectocarpales
Porodica: Scytosiphonaceae
Rod: Colpomenia

Vrsta: Colpomena sinuosa ((Mertens ex Roth) Derbés & Solier, 1851)

Studija Batista i suradnika (2014) istrazivala je inhibicijske u€inke ekstrakata bentoskih
makrofita, ukljuujuc¢i smedu algu Colpomenia sinuosa, na osjetljivost bakterija - QS —
quorum sensing. QS je sustav komunikacije izmedu stanica koji bakterije koriste za
koordinaciju razliitih fizioloSkih procesa, uklju€ujuéi proizvodnju virulentnih faktora.
Studija je utvrdila da vecina bakterija izoliranih s povrSine C. sinuosa proizvodi spojeve
koji inhibiraju QS, Sto ukazuje na prisutnost bioloski aktivnih spojeva s potencijalnim

farmakoloSkim primjenama.

Studija Monla i suradnika (2020) fokusirala se na citotoksi¢ne i apoptotske ucinke
ekstrakata iz alge C.sinuosa. Studija je procijenila antineoplasticnu aktivnost
ekstrakata na razliCitim tumorskim stanicama i utvrdila da induciraju apoptozu, Sto je
potvrdeno povecanjem populacije subG1 i povelanjem izraZzajnosti proteina p21.
Ekstrakti su takoder pokazali antioksidativnu aktivnost, $to ukazuje na njihov potencijal

kao terapijskih agensa.

Istrazujuéi kemijski sastav i potencijalne primjene ove alge, otkriveno je da njena
ekstrahirana isparljiva ulja pokazuju antimikrobnu aktivnost protiv bakterija Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus (Pasdaran i sur., 2016).



Takoder, istrazen je potencijal ove alge za uklanjanje teSkih metala iz vodenog stupca,

istiCuci je kao ekoloski prihvatljivog adsorbenta (Cirik i sur., 2012).

Zelena alga - Enteromorpha sp.

Carstvo: Plantae

Odjeljak: Chlorophyta

Razred: Ulvophyceae

Red: Ulvales

Porodica: Ulvaceae

Rod: Enteromorpha (Link, 1820)

Istrazivanje Wanga i suradnika (2014), koji su probirom bioloSke aktivnosti i
molekularnih  struktura sulfatnin  polisaharida (SP) ukazali na potencijalne
antioksidativne ucinke ekstrakata zelenih bentoskih algi, ukljuCujuc¢i svojte roda
Enteromorpha. Ti SP-ovi djeluju kao inhibitori ili hvataci slobodnih radikala, doprinoseci

njihovoj antioksidativnoj aktivnosti.

Istrazivanje koje su proveli Gupta i Abu-Ghannam (2011) raspravljalo je o potencijalnoj
primjeni bentoskih makrofita u proces poboljSanja sigurnosti i kvalitete hrane. Studija
je predlozila da bioaktivni spojevi iz zelenih algi, poput svojti roda Enteromorpha imaju

antioksidativna svojstva koja mogu poboljsati sigurnost i kvalitetu hrane.

Osim toga, istrazivani su citotoksicni i apoptoti¢ni ucinci ekstrakata iz ovog roda na
razliCite tumorske stanice (Fouda, 2023). Ti ekstrakti induciraju apoptozu i pokazuju

antioksidativnu aktivnost, Sto ukazuje na njihov potencijal kao terapijskih agensa.

Antimikrobna aktivnost svojti roda Enteromorpha takoder je istrazivana (Eliuz i sur.,
2019). Njihovi ekstrakti pokazali su potencijalnu antimikrobnu aktivnost protiv razlicitin

patogena, Sto ukazuje na prisutnost bioaktivnih spojeva s antimikrobnim svojstvima.
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Alge pripadnice roda Enteromorpha sadrze visoki udio fenola, flavonoida i karotenoida,
a pokazuju i antioksidativhu aktivnost (Sivaramakrishnan i sur., 2017). Njihov

metanolni ekstrakt potvrdio je upravo takva svojstva.

Zelena alga - Ulva lactuca

Carstvo: Plantae
Odjeljak: Chlorophyta
Razred: Ulvophyceae
Red: Ulvacea
Porodica: Ulvaceae
Rod: Ulva

Vrsta: Ulva lactuca (Linnaeus, 1753)

Ulva lactuca, poznata kao morska salata, prepoznata je po svojem farmakoloSkom
potencijalu i smatra se vrijednim izvorom bioaktivnih spojeva (Gamal, 2010). Izvor je
fikokoloida ulvalan, a koji nalazi primijenu u raznim industrijama (Gamal, 2010).
Takoder je bogata hranjivim tvarima, uklju€ujuci zeljezo, bjelan€evine, jod, vitamine (A,
Bl i C) te elemente u tragovima (Zaatout i sur., 2019). Ove hranjive tvari doprinose
njezinim potencijalnim ucincima na poboljSanje zdravlja i zastitu od bolesti (Praba i
Sumaya, 2022).

Alga U. lactuca je pokazala prisutnost razli€itih sekundarnih metabolita, kao $to su
alkaloidi, triterpenoidi, steroidi, saponini, fenolni spojevi i flavonoidi (Ardita i sur., 2021).
Ovi aktivni spojevi pokazali su antibakterijske, protuupalne, antioksidacijske i
antikoagulacijske aktivnosti (Ardita i sur., 2021). Antioksidativhu aktivnost ove
makroalge se pripisuje visokom sadrzaju prirodnih pigmenata (Cadar i sur., 2022).
Potencijalne farmakoloSke primjene ove alge proteZu se izvan njezinih svojstava
antioksidansa i protuupalnosti. Studije su pokazale da ekstrakti ove zelene alge imaju
citotoksi¢nu aktivnost i kemijski zastitne ucinke (Zaatout i sur., 2019). Aktivni spojevi
prisutni u ekstraktima su ubrzali proces zacjeljivanja rana i pokazali antibakterijsku
aktivnost protiv MRSA (Ardita i sur., 2021).
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Crvena alga - Corallina officinalis

Carstvo: Plantae

Odjeljak: Rhodophyta

Razred: Florideophyceae

Porodica: Corallinaceae

Red: Corallinales

Rod: Corallina

Vrsta: Corallina officinalis (Linnaeus, 1758)

Corallina officinalis prepoznata je kao vrijedni izvori bioaktivnih tvari s razli€itim
primjenama u biomedicini i kozmoceuticima (Pereira, 2018). Poznata je po stvaranju i
primarnih i sekundarnih metabolita, koji imaju potencijal za koridtenje u nutraceuticima,
farmaceuticima i kozmeceuticima kao na primjer u sastavu zubnih pasta, losiona,
regeneratora za kosu, krema, lijekova, filtera za sunCeve zrake, krema za brijanje,
Sampona, dezodoransa, sprejeva i pjena. (Pereira, 2018).

Bioaktivni sastojci koji se nalaze u algi C. officinalis imaju izravnhu povezanost s
kozmeti¢kom industrijom pokazavsi uc€inke poput pomoci u zastiti koze od oksidativnog
stresa, smanjenju upala i poticanju obnove koze (Pereira, 2018).

Osim toga, smatraju se bogatim izvorima esencijalnih hranjivih tvari i minerala. Sadrze
visoki udio vitamina, minerala i elemenata u tragovima koji su korisni za opée zdravlje
(Pereira, 2018). Ovi nutrijenti doprinose potencijalnim ucincima na pobolj$anje zdravlja

i mogucéu upotrebu u nutraceuticima.

1.2. Otpornost odabranih sojeva bakterija u dostupnoj literaturi

Escherichia coli

Koljeno BXII. Proteobacteria

Razred Ill. Gammaproteobacteria
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Red XIlI. Enterobacteriales
Porodica |. Enterobacteriaceae

Rod I. Escherichia

Escherichia coli ((Migula, 1895) Castellani & Chalmers, 1919)

Escherichia coli, zna€ajan je sudionik antimikrobne rezistencije, $to predstavlja velike
izazove u lije€enju infekcija uzrokovanih ovim patogenom. Rezistencija na
antimikrobne agense postala je glavni izvor morbiditeta i smrtnosti dillem svijeta, s
mikroorganizmima sposobnim razviti otpornost na bilo koji od koriStenih lijekova.
Naj¢esS¢i mehanizmi bakterija uklju€eni u unutarnju rezistenciju ukljuCuju smanjenu
propusnost vanjske membrane i prirodnu aktivnost izbacivackih pumpi. Osim toga, E.
coli moze razviti otpornost ograni€avanjem unosa lijeka, modificiranjem ciljeva lijeka,
inaktiviranjem lijeka i aktivnim izbacivanjem lijeka. Pojava antimikrobne rezistencije u
E. coli rezultat je kako unutarnjih mehanizama tako i steCene rezistencije od drugih

mikroorganizama (Reygaert, 2018).

Neodgovorna uporaba antibiotika u kliniCkoj praksi doprinijela je razvoju rezistencije
kod bakterija (Kapoor i sur., 2017). Izolati E. coli pokazali su visoku rezistenciju na
razliCite antibiotike, ukljuCujuc¢i ampicilin, aminoglikozide i sulfonamide (Ashour i El-
Sharif, 2009). Prisutnost gena rezistencije u E. coli, kao §to su geni rezistencije na
tetraciklin i sulfonamide, Cesto je povezana s plazmidima i transpozonima, S$to
olakSava njihov prijenos na druge bakterije (Pavelquesi i sur., 2021). Razumijevanje
mehanizama rezistencije u E. coli klju€no je za razvoj u€inkovitih strategija lijecenja i

suzbijanje Sirenja antimikrobne rezistencije (Kapoor i sur., 2017).

Enterobacter aerogenes

Koljeno BXII. Proteobacteria NP

Razred Ill. Gammaproteobacteria

Red Xlll. Enterobacteriales
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Porodica |. Enterobacteriaceae

Rod XII. Enterobacter

Enterobacter aerogenes (Hormaeche and Edwards, 1960)

Enterobacter aerogenes, gram-negativha bakterija, prepoznata je kao vazni
prilagodljivi patogen povezan s infekcijama koje se stjeCu u bolnicama te pokazuje
otpornost na razliCite antibiotike. UCestalost infekcija s E. aerogenesom u klinickim
okruZenjima povecala se zbog uvodenja antibiotika iz skupine proSirenih spektara
cefalosporina i karbapenema. Mehanizmi otpornosti u E. aerogenes ukljuuju
redundantne regulacijske kaskade koje kontroliraju propusnost membrane |
izraZzavanje detoksikacijskih enzima, kao i stjecanje genetskih mobilnih elemenata koji

doprinose antibiotickoj rezistenciji (Davin-Regli i Pagés, 2015).

Istrazivanja su izvijestila o prisutnosti rezistencije na karbapeneme i produkciji
karbapenemaza kod izolata E. aerogenesa. Pojava sojeva otpornih na karbapeneme i
horizontalni prijenos gena za rezistenciju izazivaju zabrinutost zbog ucinkovitosti
antibiotiCkog lijeCenja i potrebe za metodama ranog otkrivanja (Khajuria i sur., 2014).
Otpornosni obrasci i uCestalost infekcija s E. aerogenesom proucavani su u razlicitim
kliniCkim okruzZenjima, ukljucujuéi jedinice intenzivne skrbi i bolnice (Intra i sur., 2023).
Mogucnost E. aerogenesa da pokaZze otpornost na viSe antibiotika postavlja izazove u

lije€enju i kontroli infekcija koje uzrokuje ovaj patogen (Jibola-Shittu i sur., 2022).

Salmonella sp

Koljeno BXII. Proteobacteria
Razred Ill. Gammaproteobacteria
Red XIll. Enterobacteriales
Porodica I. Enterobacteriaceae

Rod XXXIV. Salmonella (Lignieres 1900)
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Salmonella sp.

Salmonela je uobiCajeni uzro€nik trovanja hranom koji moZe izazvati teSke oblike
bolesti kod ljudi. U objavljenim rezultatima istraZivanja, znanstvenici su analizirali

razliCite metode za suzbijanje kontaminacije salmonelom.

U istrazivanju provedenom od strane Alessani i sur. (2022) analizirani su sojevi
Salmonella sp. izolirani iz hrane te je najvela rezistencija zabiliezena prema

ampicilinu, sulfametoksazolu i tetraciklinima.

Zbog sposobnosti salmonele da se prilagodi stresovima ekstremnih fizickih i kemijskih
uvjeta kao Sto su isuSivanje, temperatura, pH, nedostatak hranjivih tvari itd., moze
opstati dugi niz godina u suhom okoliSu. lako organizam ne raste u proizvodima s
niskim udjelom vlage poput suhog mlijeka u prahu, Cokolade ili kikirikija i badema moze
ostati vijabilan dulje vrijeme, posebno kada se Cuva na hladnim temperaturama. Stoga
sojevi roda Salmonella predstavljaju potencijalnu opasnost za Sirok spektar proizvoda
s niskim udjelom vlage ako nisu €uvani u kontroliranim uvjetima. Termalna otpornost
salmonele znacajno je pojacana u proizvodima s niskim udjelom vlage (Podolak i sur.,
2010). Nadalje, prethodna istrazivanja su pokazala da se toplotna otpornost S.
typhimurium moze mijenjati tijekom zagrijavanja na rastu¢im temperaturama (Mackey
i Derrick, 1987).

Listeria monocytogenes

Koljeno BXIII. Firmicutes
Razred Il1. Bacilli
Red I. Bacillales
Porodica IV. Listeriaceae

Rod I. Listeria
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Listeria monocytogenes (Pirie, 1940)

AntibiotiCka rezistencija u Listeria monocytogenes, bakterijie koja moze uzrokovati
trovanje hranom, predstavlja sve veci problem. Istrazivanja su pokazala da se pocinju
pojavljivati razliCite vrste Listeria-e, ukljuCujuci L. monocytogenes, koji su otporni na
antibiotike i to ne samo u prehrambenim proizvodima vec¢ i u okoliSu te u kliniCkim
sluCajevima listerioze. Rezistencija na antibiotike kao $to su tetraciklin i penicilin ¢esto
je zabiljezena. Takoder, sugerira se da Listeria sp. ima sposobnost prenoSenja gena
za antibioticku rezistenciju od drugih bakterijskih vrsta, kao Sto su Enterococcus,
Streptococcus i Staphylococcus, putem horizontalnog prijenosa gena. Istrazivanja
provedena in vitro i in vivo su dokazala da se antibiotiCki rezistentni plazmidi mogu
prenositi unutar roda Listeria, ukljuujuci L. monocytogenes. Vazno je napomenuti da
se stope i profili rezistencije mogu razlikovati izmedu razli€itih vrsta Listeria, pri c¢emu
L. innocua pokazuje viSu razinu rezistencije u usporedbi s L. monocytogenes.
Kontinuirani nadzor i primjerena uporaba antibiotika od sustinskog su znacaja kako bi
se pratile i suzbile pojave antibiotiCke rezistencije u L. monocytogenes te osigurala

ucinkovita terapija za infekcije uzrokovane ovim patogenom (Walsh i sur., 2001).

Rezistencija L. monocytogenes na stresne uvjete koji se javljaju u hrani i okoliSu za
obradu hrane predstavlja zna€ajnu zabrinutost. L. monocytogenes pokazuje otpornost
na Sirok raspon stresnih uvjeta, ukljuCujuci kiselost, oksidativni i osmotski stres, niske
ili visoke temperature i prisutnost konzervirajucéih aditiva. Ova otpornost predstavlja
izazove u kontroli L. monocytogenes duz cijelog lanca proizvodnje hrane, od
proizvodnje do skladi$tenja i konzumacije (Bucur i sur., 2018). Takoder, utvrdeno je da
L. monocytogenes biofilmovi pokazuju otpornost na sredstva za dezinfekciju koja se
Cesto koriste u okruZenjima za obradu hrane, poput kvaternarnih amonijevih spojeva,

klora i peroksida (Pan i sur., 2006).

Staphylococcus aureus

Koljeno BXIII. Firmicutes

Razred Ill. Bacilli

Red I. Bacillales
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Porodica VIII. Staphylococcaceae

Rod I. Staphylococcus

Staphylococcus aureus (Rosenbach, 1884)

Pojava i Sirenje antibiotiCke rezistencije u Staphylococcus aureus postavljaju znacajne
izazove u zdravstvenim ustanovama. Stope rezistencije na konvencionalne antibiotike
povecale su se na visoke razine u nekim bolnicama, a uCestalost infekcija uzrokovanih
S. aureusom koji se dobiva u zajednici i u bolnici takoder je porasla, posebno kod
sojeva meticilin-rezistentnog S. aureusa (MRSA) (Foster, 2017; Ansari i sur., 2014).
Mehanizmi rezistencije u S. aureusu mogu ukljucivati horizontalni prijenos
determinanta rezistencije kodiranih mobilnim genetskim elementima ili mutacije u
kromosomskim genima (Foster, 2017). Meticilinska rezistencija, koja predstavlja veliku
zabrinutost, Cesto je povezana s rezistencijom na viSe drugih antibiotika, Sto
ograniCava opcije lijeCenja (Ansari i sur., 2014). Razvijaju se novi antibiotici i istrazuju
informirane kombinacije lijekova kako bi se suzbila rezistencija (Foster, 2017).
Takoder, istraZzuju se alternativni pristupi poput ciljanja faktora virulencije ili stvaranja
rekombinantnih antitijela za detekciju (Jing i sur., 2022; Kim i sur., 2022). Ucestalost
MRSA i njegovi profili osjetljivosti na antibiotike ispitivani su u razli€itim klini¢kim
uzorcima (Ansari i sur., 2014; Ponmurugan i sur., 2022). Nadalje, istrazivanja su
ispitivala potencijal prirodnih spojeva poput kvercetina i lizobaktina za smanjenje
virulencije S. aureusa i suzbijanje MRSA (Jing i sur., 2022; Watanabe i Arakawa,
2021).
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Lokalitet

Uzorci su prikupljeni na podrucju Dubrovacko-neretvanske Zupanije, tocnije u

Gruskom zaljevu, na strani Lapadske obale (Slika 1).

Slika 1. Prikaz GruSkog zaljeva, crvena oznaka na lokaciji prikupljanja uzoraka na

Lapadskoj obali. (Izvor: https://www.google.com/maps)

2.2. Organizmi

Za potrebe istrazivanja antimikrobnog potencijala morskih organizama odabrane su i
Zivotinjske i algalne vrste; prikupljeno je osam morskih organizama, i to Cetiri
beskraljeznjaka i Cetiri bentoske makroalge. Ovaj odabir organizama omogucio nam je
raznoliko prouCavanje antimikrobnog ucinka i odredivanje potencijalno znacajne

metode ekstrakcije bioaktivnih spojeva prisutnih u morskim organizmima.
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Predstavnici beskraljeznjaka koriSteni u ovom istrazivanju su SkoljkaS mediteranska
dagnja Mytilus galloprovincialis (Slika 2), priliepak Patella sp (Slika 3), puzi¢ Gibbula
sp. (Slika 4), te jezinac Arbaca lixula (Slika 5).

Slika 2. Mediteranska dagnja Mytilus galloprovincialis prikupljena na lokalitetu
Lapadska obala, Gruski zaljev.

Slika 3. Priliepak Patella sp. prikupljena na lokalitetu Lapadska obala, Gruski zaljev.
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Slika 4. Puzi¢ Gibbula sp. prikupljen na lokalitetu Lapadska obala, Gruski zaljev.

(Izvor: https://en.wikipedia.org/)

N (\\.4
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Slika 5. Jezinac Arbacia lixula prikupljen na lokalitetu Lapadska obala, Gruski zaljev.
(Izvor: https://en.wikipedia.org/)


https://en.wikipedia.org/
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Predstavnici bentoskih makroalga koriStenih u ovom istraZivanju su smeda alga,
Colpomenia sinuosa (Slika 6), zelene alge, Enteromorpha sp. (Slika 7) i Ulva lactuca
(Slika 8) i crvena alga, Corallina officinalis (Slika 9)

Slika 7. Smeda alga, Colpomenia sinuosa prikupljena na lokalitetu Lapadska obala,
Gruski zaljev. (Izvor:

https://www.algaebase.org/search/images/detail/?img_id=21337)

< Louglhs

Slika 8. Zelena alga, Enteromorpha sp. prikupljena na lokalitetu Lapadska obala,

Gruski zaljev. (Izvor:

https://www.algaebase.org/search/images/detail/?img_id=11458)



Slika 9. Zelena alga, Ulva lactuca prikupljena na lokalitetu Lapadska obala, Gruski

zaljev. (Izvor: https://www.algaebase.org/search/species/detail/?species _id=39)

Slika 10. Crvena alga, Corallina officinalis prikupljena na lokalitetu Lapadska obala,
Gruski zaljev. (Izvor:

https://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=107)


https://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=39
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Za odredivanje taksonomskih razreda istrazivanih organizama Koristili su se izvori
Riedl, 1989. i Brenner, 2005., te mrezne stranice World Register of Marine Species

(www.marinespecies.orq) i Algae Base (www.algaebase.orq).

Istrazivanje antimikrobnog potencijala odabranih morskih organizama provodilo se na
referentnim sojevima bakterija (Slika 11.) dobivenih iz Zavoda za javno zdravstvo
Dubrovacéko-neretvanske Zupanije (ZZJZ DNZ). Specifikacije referentnih sojeva

bakterija koriStenih u ovom istrazivanju dane su u Tablici 1.

Tablica 1. Popis referentnih sojeva bakterija koriStenih u ovom istrazivanju

Redni
broj Referentni soj izvor oznaka
1 Pseudomonas aeruginosa Public Health NCTC 12903
England (WDCM 00025)
5 Salmonella enterica subsp. American Type ATCC 13076
enterica serovar Enteritidis Culture Collection (WDCM 00030)
3 Staphylococcus aureus Public Health NCTC 12981
England (WDCM 00034)
4 Staphylococcus aureus subsp. American Typ_e ATCC 6538
aureus Rosenbach Culture Collection
5 Salmonella enterica subsp. Public Health NCTC 12023
enterica serotype Typhimurium England (WDCM 00031)
6 Listeria monocytogenes American Typ_e ATCC 19111
Culture Collection (WDCM 00020)
7 Enterobacter aerogenes CAmerlcan Typ_e ATCC 13048
ulture Collection
8 Enterococcus faecalis Public Health NCTC 12697
England (WDCM 00087)
9 Escherichia coli Public Health NCTC 12241
England (WDCM 00013)



http://www.marinespecies.org/
http://www.algaebase.org/
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Slika 11. Referentni sojevi bakterija dobiveni iz ZZJZ DNZ.

2.3. Dobivanje ekstrakata odabranih morskih organizama

2.3.1. Homogenizacija

Kako bi esktrakcija antimikrobnih spojeva bila Sto uspjeSnija prvo je potrebno
homogenizirati uzorke odabranih organizama. Prikupljeni organizmi su ociS¢eni od
epifita, isprani vodovodnom vodom te usitnjeni.

Uzorci algi su suSeni u suSioniku Instrumentaria ST-06 (Zagreb, Hrvatska) na
temperaturi od 105 °C. Nakon 24 sata, dobiveni potpuno suhi uzorci homogenizirani su

pomocu keramickog tucka i tarionika (Slika 12).
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Slika 12. Usitnjavanje uzoraka algi nakon 24-satnog susenja.

Uzorci zivotinjskog tkiva su homogenizirani pomocu keramickih kuglica u
homogenizatoru Bead ruptor (OMNI International) (Slika 13). Postupak se provodio uz

povremeno hladenje sve do dobivanja potpuno homogene smjese (Slika 14).

Speed t 5
Time @ 68z

Slika 13. Homogeniziranje uzoraka u uredaju Bead ruptor (OMNI International).
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Slika 14. Homogenizirani uzorci odabranih Zivotinjskih organizama.

2.3.2. Ekstrakcija

U mikroepruvete od 2 mL je kvantitativno preneseno po 0,5 mL uzorka praha suhih
algi te po 1 mL homogene smjese Zivotinjskih uzoraka. Zatim je dodan je 1 mL etilnog
acetata (Kemika, Zagreb) te je takva smjesa stavljena u termomikser na 72 sata, pri
brzini 1000 rpm i temperaturi od 35°C kako bi se postigla potpuna ekstrakciju
bioaktivnih spojeva. Zatim je slijedilo uparavanje na sobnoj temperaturi 24 sata radi
koncentriranja ekstrakta. Nakon toga je dodan 1 mL metanola (Kemika, Zagreb) te su
uzorci opet stavljeni u termomikser na 72 sata, pri brzini 1000 rpm i temperaturi od
35°C. Opet je slijedilo uparavanje na sobnoj temperaturi 24 sata radi koncentriranja
ekstrakta. Nakon toga je dodan 1 mL mjeSavine vode i metanola (50:50), te su uzorci
ponovno stavljeni u termomikser na 72 sata, pri brzini 1000 rpm i temperaturi od 35°C
nakon Cega je ponovno slijedilo uparavanje na sobnoj temperaturi 24 sata. Tako
dobiveni ekstrakti (Slika 15) koriSteni su za ispitivanje njihovog antimikrobnog
potencijala.



Slika 15. Prikaz ekstrakata odabranih morskih organizama.

2.4. Disk difuzijska metoda

Disk difuzijska metoda temelji se na difuziji ispitivane tvari s diska u hranjivu podlogu
s ispitivanim mikroorganizmima pri Cemu se antimikrobno djelovanje ispitivane tvari
oCituje kao inhibicija rasta mikroorganizama oko diska. Za rast bakterija koristena je

Tryptic glucose yeast agar (Biolife, Milano) hranjiva podloga (Slika 16).

Slika 16. Prikaz pripreme Tryptic glucose yeast agar podloge.
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Po 1 ml tekucée kulture referentnih sojeva bakterija dodan je u Petrijevu zdjelicu s
autoklaviranom toplom podlogom, podloga je promijeSana kruznim kretanjem kako bi

se osigurao ravnomjeran rast bakterija te ostavljena da o€vrsne.

Slika 17. Prikaz steriliziranih filter papira.

Diskouvi filter papira promjera 5 mm sterilizirani su 24 sata pri temperaturi od 105 °C
(Slika 17). Diskovi su natopljeni odgovarajuéim ekstraktom i naneSeni na Cvrste
hranjive podloge s bakterijama. Podloge su inkubirane u inkubatoru Nuve 400 48 sati

pri temperaturi od 37 °C nakon ¢ega je slijedilo ocCitanje rasta bakterija.
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3. REZULTATI

Rast ispitivanih referentnih sojeva bakterija na hranjivoj podlozi s diskovima prikazan
je na slikama 18 — 24 pri c¢emu su jasno vidljive zone homogenog rasta, zone inhibicije
te zone difuzije ekstrakta u podlogu. Rezultati rasta bakterija Pseudomonas
aeruginosa i Enterococcus faecalis iskljuCeni su radi kontaminacije. Rezultati

istrazivanja antimikrobnog potencijala odabranih morskih organizama prikazani su u
tablici 2.

Slika 18. Referentni soj Salmonella enterica ATCC13076

Slika 19. Referentni soj Staphylococcus aureus NCTC 12981
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Slika 20. Referentni soj Staphylococcus aureus ATCC 6538

Slika 21. Referentni soj Salmonella enterica NCTC 12023
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Slika 22. Referentni soj Listeria monocytogenes ATCC 19111

Slika 23. Referentni soj Enterobacter aerogenes ATCC 13048
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Slika 24. Referentni soj Escherichia coli NCTC 12241

Tablica 2. Rezultati istrazivanja antimikrobnog potencijala odabranih morskih
organizama. / — nije dokazano antibakterijsko djelovanje, © — dokazano antibakterijsko
djelovanje, 2 — Salmonella enterica ATCC 1307, 3 — Staphylococcus aureus NCTC
12981, 4 — S. aureus ATCC 6538, 5 — S. enterica NCTC 12023, 6 — Listeria
monocytogenes ATCC 19111, 7 — Enterobacter aerogenes ATCC 13048, 9 -
Escherichia coli NCTC 12241

w
N
ol
o
~
©

bakterija / organizam 2

O]
O]
O]
©

Patella sp.

Gibbula sp.

Mytilus edulis
Arbacia lixula
Colpomena sinuosa
Enteromorpha sp.
Ulva lactuca

Corallina officinalis

~ 0 0 O ~ o o
~ - - - - - - -
~ 0 0 -~ -~ 0O -
~ 0 0 O -~ o0 o
~ 0 0 0 O 0o o
~ -~ - - - - - -
~ - 0 - - - - -
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4. RASPRAVA

U provedenom istrazivanju kao najuspjesSniji organizam proizvoda¢ spojeva
antibakterijskog djelovanja pokazala se alga Enteromorpha sp. jer je antibakterijski
uc€inak dokazan na pet od sedam koristenih bakterijskih sojeva; S. enterica ATCC
1307, S. enterica NCTC 12023, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Listeria
monocytogenes ATCC 19111 i Escerichia coli NCTC 12241. U dostupnoj literaturi
postoje rezultati inhibicije rasta samo na bakterijama S. aureus i E. coli (Eliuz i sur.,
2019; Wulanjati i sur., 2021; Rebecca i sur. 2012; Swathi i sur., 2022) pa se na temelju
rezultata dobivenih ovim istraZivanjem moze zakljuciti kako ova alga ima potencijal za
daljnja biotehnoloska istrazivanja. Nadalje i zelena alga U. lactuca je pokazala visoku
antibakterijsku aktivnost, u€inak je dokazan na Cetiri od sedam bakterijskih sojeva; S.
enterica ATCC 1307, S. enterica NCTC 12023, S. aureus ATCC 6538 i L.
monocytogenes ATCC 19111. Do sada nisu objavljeni sli¢ni rezultati za ovu algu, ali
su zabiljeZeni podatci o inhibiciji rasta kod roda Ulva na bakterijama S. aureus i E. coli
(Rebecca i sur. 2012). Na iste bakterije je antibakterijski uinak dokazan i za ekstrakt
priliepka Patella sp. te M. galloprovincialis. Vrsta Patella sp. je slabo istrazivana pa pa
je ovi rezultati smjestaju na popis potencijalno zanimljivih vrsta. Istrazivanja s dagnjom,
M. galloprovincialis provode se dugi niz godina, njena antimikrobna svojstva Cine je
obecavaju¢im kandidatom za farmaceutsku upotrebu; raznolikost AMP-ova, poput
mitilina i mitimicina, uz njihova komplementarna antimikrobna svojstva, pruzaju
potencijalne smjernice za razvoj novih antimikrobnih lijekova (Tincu i Taylor, 2004;
Otero-Gonzalez i sur., 2010; Rey-Campos i ur., 2021). Rezultati dobiveni u ovom
istrazivanju u skladu su s literaturnim podacima i mogu usmijeriti paznju prema

istrazivanju upravo antibakterijskog ucinka.

Nesto slabiji antibakterijski uc€inak, na tri od sedam ispitivanih bakterijskih sojeva; S.
enterica ATCC 1307, S. enterica NCTC 12023 i L. monocytogenes ATCC 19111
dokazan je za ekstrakte puzi¢a Gibbula sp., i smede alge C. sinuosa. Sli¢na
istraZivanja za puzic¢a, Gibbula sp. nisu pronadena, dok je za smedu algu C. sinuosa
zabiljeZeno antibakterijsko djelovanje na bakterije, S. aureus ATCC 6538-p i S. aureus
ATCC 43300 (Demirel i sur., 2009). Ekstrakt jezinca A. lixula pokazao je antibakterijski
uCinak samo na jedan bakterijski soj; L. monocytogenes ATCC 19111. Medutim ranija

istraZivanja njegovih aktivnih spojeva potvrdila su bioloSku aktivnost i antimikrobna



33

svojstva (Stabili i suradnici, 2018). Takoder, A. lixula je vrsta koja nije jestiva i nije
podlozna intenzivnoj eksploataciji, kao $to to trenutacno vrijedi za hridinskog jezinaca.
Prirodne populacije su stoga i dalje abundantne. IstraZivanje jezZinca, A. lixula kao
izvora bioaktivnih spojeva moze doprinijeti razvoju novih antimikrobnih lijekova za

suzbijanje rastuceg problema antimikrobne rezistencije.

Crvena alga C. officinalis nije pokazala antibakterijski ucinak niti na jedan od
bakterijskih sojeva, te u dostupnoj literaturi nisu pronadene informacije o antimikobnom

djelovanju na odabrane organizme.

U provedenom istraZivanju dva bakterijska soja, S. aureus NCTC 12981 i E. aerogenes
ATCC 13048 su se pokazala kao najotpornija jer nije zabiljezen antibakterijski u€inak
niti jednog ekstakta od odabranih morskih organizama, dok je inhibiciju rasta bakterije
E. coli NCTC 12241 uzrokovao samo ekstrakt zelene alge Enteromorpha sp. lako se
S. aureus NCTC 12981 pokazao najotpornijim, rast njegova srodnika S. aureus ATCC
6538 inhibirala su Cetiri ekstrakta, i to zelenih algi, priljepka i dagnje. Sojevi S. enterica
ATCC 1307 i NCTC 12023 otporni su samo na ekstrakte jezinca i crvene alge, dok je

samo na ekstrakt crvene alge otpornost pokazala L. monocytogenes ATCC 19111.

U literaturi su pronadena sliCha istrazivanja provedena sa istim i srodnim sojevima
bakterija, i morskim organizmima (Demirel i sur., 2009), ali se rezultati ne podudaraju
s onima dobivenim u provedenom istrazivanju Sto se mozZe objasniti primjenom
drugacijih metoda ekstrakcije. Metoda koriStena u ovom istrazivanju je modifikacija
metoda ekstrakcije koridtenih u istrazivanjima Demirel i sur., 2009; Mokhlesi i sur,
2012; Abubakar i sur, 2012; Ibrahim, 2012; Eliuz i sur., 2019; Wulanjati i sur., 2020;
Swath i sur, 2022. U navedenim istrazivanjima ektrakcije su radene sa jednim
otapalom u trajanju od 24 do 72 sata, dok su u ovom istrazivanju provedene ftri
uzastopne ekstrakcije sa tri razliita otapala u sveukupnom trajanju od 288 sati kako
bi se dobio finalni produkt za daljnju analizu. Razlog ovog pristupa je u tome Sto svaka
pojedinacna ekstrakcija cilja na odredenu kemijsku grupu spojeva pa je pretpostavka
da ¢e provodenjem uzastopnih ekstrakcija s razli€itim otapalima ekstrakt biti kemijski
raznolikiji i bogatiji od onoga dobivenog pomo¢u samo jednog otapala. S obzirom na
dokazano antibakterijsko djelovanje ekstakata dobivenih gore opisanom metodom,
namece se zaklju¢ak kako je metodu potrebno dodatno istraziti i optimizirati. Uz to,
preporuCa se i kemijska analiza dobivenih ekstrakata kako bi se otkrilo koji su to

kemijski spojevi imali antibakterijska svojstva.
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5. ZAKLJUCAK

Istrazivanje antimikrobnog djelovanja razliCitih organizama, kako zivotinjskih tako i
algalnih uzoraka, pruza znafajan uvid u potencijalne izvore bioaktivnih spojeva s
antibakterijskim svojstvima. Od Zzivotinjskih uzoraka, svi organizmi su pokazali
obecavajuce antibakterijske ucinke na razliCite bakterijske sojeve. Odabrane alge
takoder su analizirane za antimikrobne ucinke. U€inkovitost se razlikuje medu vrstama
algi, pri ¢emu alge U. lactuca i Enteromorpha sp. pokazuju najvecu antimikrobnu
aktivnost. Enteromorpha sp. kao najuspjesniji organizam pokazuje antibakterijsko
djelovanje na Cak pet razliitih sojeva, uklju€ujuci i E. coli na koju niti jedan drugi
ekstrakt nije pokazao antimbakterijsko djelovanje. Ovi rezultati ukazuju na veliki

potencijal ovih algi kao izvora antibakterijskih spojeva.

Vazno je napomenuti i da se nasa modifikacija metode ekstrakcije ¢ini obecavajuc¢om.
Metoda koja ukljuCuje tri uzastopne ekstrakcije s razli€itim otapalima tijekom duljeg
razdoblja pruZila je pozitivne rezultate. Ovo istraZivanje moZe posluZiti kao temelj za
daljnje istrazivanje i razvoj novih antibakterijskih lijekova, posebno u kontekstu rastuce

antimikrobne rezistencije.
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