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1. uvOD

Ljudi koriste mikroalge ve¢ vise od 2000 godina, pri ¢emu su drevne kineske civilizacije
konzumirale cijanobakterijske sojeve poput Nostoca, Arthrospire (Spirulina) i Aphanizomenon.
Azteci su takoder skupljali biomasu mikroalgi iz jezera u Meksiku radi konzumacije. Medutim,
veliki uzgoj mikroalgi poCeo se istrazivati tek nakon Drugog svjetskog rata, uglavhom u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, Japanu i Njemackoj. Od sredine 1960-ih godina uzgoj
mikroalgi prosirio se izvan prehrane u proizvodniju visokovrijednih spojeva poput B-karotena,
astaksantina i polinezasi¢enih masnih kiselina (Pedruzi i sur., 2020). Mikroalge predstavljaju
jedinstvenu skupinu mikroorganizama koji nastanjuju slatkovodna i morska stanista. Dijele se
u dvije velike skupine: eukariotske i prokariotske (cijanobakterije) mikroalge (Bouyahya i sur.,
2024). Mikroalge su nastale prije otprilike 3,5 milijardi godina te predstavljaju jednu od
najranijin vegetacija. lzuzetno su raznolike, s procijenjenih 200 000 do 800 000 vrsta. Neke
vrste se industrijski uzgajaju kako bi se izdvojile bioaktivni sastojci za uporabu u hrani,
kozmetici i proizvodnji biogoriva (Koyande i sur., 2019). Unato¢ nedostatku tkiva i organa u
usporedbi s kopnenim biljkama, mikroalge su sposobne provoditi fotosintezu zahvaljujuci
fotosintetskim pigmentima koji se nalaze u njihovim stanicama (Tan i sur., 2020). Zbog svojih
fotosintetskih sposobnosti osnova su prehrambenog lanca u vodenim ekosustavima. Uz
pomo¢ sunéeve energije mogu sintetizirati kompleksne organske spojeve te naknadno
akumulirati primarne i sekundarne metabolite od interesa (Guedes i sur., 2013). Metaboliti
mikroalgi su vrlo raznovrsni te uklju€uju proteine, polisaharide, lipide, vitamine, pigmente.
Nadalje, mogu pokazivati antioksidativha, antibakterijska, antivirusna, antikancerogena,
antihipertenzivna, neuroprotektivna i imunostimuliraju¢a svojstva (Dolganyuk i sur., 2020).
Mikroalge mogu uspjesno rasti u razli¢itim uvjetima, ukljuCuju¢i ekstremne temperature,
intenzitet svjetla, pH vrijednosti i salinitet. Lako se uzgajaju, brzo rastu i mogu biti ekoloski
prihvatljivi organizmi za otkrivanje novih lijekova. Ovi organizmi mogu stvarati razlicite
metabolite, ¢ineci ih potencijalnim terapijskim sredstvima za razliCite zdravstvene probleme
(Tabarzad i sur., 2020).

Cilj ovog zavrSnog rada bio je prouciti mikroalge kao izuzetno vrijedne izvore raznovrsnih

bioloski aktivnih spojeva sa Sirokim spektrom primjena u razli€itim industrijama.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Uzgoj mikroalgi

Mikroalge rastu brzo i nakupljaju znatne koli€ine bioproizvoda, Sto ih €ini savrSenima za
industrijsku upotrebu. Za razliku od tradicionalnih usjeva, uzgoj mikroalgi ne zahtijeva plodno
tlo, velike koli¢ine pitke vode ili upotrebu pesticida i herbicida Takoder, mogu se uzgajati na
otpadnim vodama ¢ime doprinose bioremedijaciji. Putem fotosinteze smanjuju atmosferski
CO2, pomazucdi u borbi protiv efekta staklenika i globalnog zagrijavanja. Unato¢ prednostima,

uzgoj mikroalgi suoCava se s izazovima poput niske proizvodnje biomase i visokih troskova
izdvajanja (Tan i sur., 2020).

2.1.1. Nacini uzgoja

Postoje Cetiri natina uzgoja: heterotrofni, fotoautotrofni, miksotrofni i fotoheterotrofni (slika 1)

Fotoautotrofi

Fotoheterotrofi

Organski
ugljik

Heterotrofi

Slika 1. Svjetlost, anorganski i organski izvori ugljika potrebni za fotoautotrofni, heterotrofni,

miksotrofni i fotoheterotrofni uzgoj mikroalgi (prema Daneshvar i sur., 2021)

Heterotrofni uzgoj se provodi bez prisustva svjetlosti jer mikroalge koriste organski ugljik za
2



energiju i metaboli¢ke funkcije. Ova neovisnost o svjetlosti pojednostavljuje dizajn bioreaktora
i smanjuje troSkove proizvodnje (Daneshvar i sur., 2021). Takav pristup omogucuje bolju
regulaciju rasta, povec¢anu gustocu kulture stanica i smanjene troSkove izdvajanja. Ipak,
heterotrofni uzgoj ima svoje nedostatke. Samo je nekoliko vrsta mikroalgi sposobno rasti
heterotrofno. Takoder, uzgoj u mraku onemoguéava sintezu pigmenata i odredenih
sekundarnih metabolita (Vuppaladadiyam i sur., 2018). Nadalje, postoji povec¢ani rizik od
bioloSke kontaminacije jer se bakterije, kvasci i pplijesni natjec¢u s mikroalgama za supstrate.
To moZze utjecati na prinos biomase i kakvoéu proizvoda (Daneshvar i sur., 2021). Unato¢
povecanoj osjetljivosti na kontaminaciju, upotreba organskih izvora ugljika moze znac¢ajno
smanijiti troSkove uzgoja iskoriStavanjem viska hranjivih tvari prisutnih u industrijskim otpadnim
vodama. Ova mogucnost potaknula je znanstvenike da integriraju uzgoj mikroalgi s
pro¢iS¢avanjem otpadnih voda, &ime se postizu izvanredni rezultati u proizvodn;ji lipida i
biomase te asimilaciji dusika i fosfora u heterotrofnim uvjetima (Coélho i sur., 2019).
Fotoautotrofni uzgoj najstarija je metoda uzgoja u kojem mikroalge za rast koriste anorganske
izvore ugljika i svjetlost za biosintezu organske tvari putem fotosinteze, pretvarajucéi CO2 i vodu
u glukozu i kisik. Ova metoda uzgoja ima maniji rizik od bioloSke kontaminacije zbog odsutnosti
organskog ugljika, sto je €ini pogodnom za uzgoj na otvorenom. Medutim, ograni¢ena je
svojom nuznoséu o svjetlosti Sto je Cini ovisnom o lokaciji, godiSnjem dobu i klimi.
Fotoautotrofni uzgoj obi¢no daje nizu produktivnost biomase u usporedbi s heterotrofnim i
mikstrofnim uzgojen, zbog slabog mijeSanja i postojanja podrucja sa slabom izlozenosti
svjetlosnoj energiji (Daneshvar i sur., 2021).

Miksotrofni uzgoj kombinira autotrofne i heterotrofne metode, omogucavaju¢i mikroalgama
koristenje i organskih spojeva i CO; za rast (Vuppaladadiyam i sur., 2018). Od sve tri navedene
metode, mikrostrofni nacin uzgoja daje najveci prinos biomase. Pa tako, Chlorella sorokiniana
proizvodi znacajno vise biomase kada se uzgaja miksotrofno u usporedbi s drugim metodama.
Za miksotrofni uzgoj koristi se dvofazni sustav. U prvoj fazi mikroalge se snabdijevaju
znacajnom koli¢inom ugljika dok se u drugoj fazi potic¢e asimilacija CO; kako se organske tvari
iscrpljuju (Dolganyuk i sur., 2020).

Fotoheterotrofija je takoder poznata kao fotoorganotrofija, fotometabolizam, ili fotoasimilacija
(Chew i sur., 2018). Fotoheterotrofne mikroalge poput Chlorella vulgaris su skupina mikroalgi
koje uporabljaju svjetlost kao izvor energije te organski ugljik kao izvor ugljika.Za razliku od
fotoautotrofa i miksotrofa, fotoheterotrofi ne mogu metabolizirati CO,. Za razliku od
heterotrofa, fotoheterotrofi ne mogu rasti na glukozi bez svjetla. Fotoheterotrofi koriste glukozu
kao gradevni materijal, ali ne kao izvor energije. U svjetlosnoj fazi fotosinteze, energija
svjetlosti pretvara se u kemijsku energiju nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) i

adenozin trifosfat (ATP). Sintetizirani ATP i NADPH se koriste u tamnoj fazi za asimilaciju
3



glukoze u biomasu. Za razliku od miksotrofa i heterotrofa, stvaranje CO. je zanemarivo u
fotoheterotrofima jer Calvinov ciklus nije aktivan. Fotoheterotrofilni nadin uzgoja je skup jer
mikroalge trebaju i organski ugljik i osvjetlienje za rast i nuzan je poseban dizajn

fotobioreaktora za uzgoj mikroalgi na ovaj nacin (Chew i sur., 2018; Ananthi i sur., 2021).

2.1.2. Sustavi za uzgoj

Odabir odgovaraju¢eg nacina uzgoja predstavlja jedan od vaznijih koraka u uzgoju mikroalgi
(Daneshvar i sur., 2021). Postoje razli€iti otvoreni i zatvoreni sustavi. Otvoreni bazeni (slika
2a), predstavljaju jeftini sustav za uzgoj. Medutim, sustav ima mnoga ograni¢enja poput visoke
mogucénosti kontaminacije te nemogucnosti kontrole temperature i intenziteta svjetlosti
(Coélho i sur., 2019). Otvoreni bazeni zahtijevaju razinu vode iznad 15 cm i mogu se pokriti
kako bi se smanjila kontaminacija i isparavanje. (Vuppaladadiyam i sur., 2018).
Zatvoreni sustavi ukljuuju fotobioreaktore (Slika 2b) koji su razvijeni kako bi se prevladali
navedeni nedostatci otvorenih sustava. Fotobioreaktori omogucuju kontrolu temperature i
intenziteta svjetlosti i smanjuju moguénost kontaminacije. Glavni nedostatak im je visoka
cijena (Coélho i sur.,, 2019). Fotobioreaktori se mogu podijeliti na ploCaste, cijevne i
barbotiraju¢e kolone (Vuppaladadiyam i sur., 2018). Horizontalni cijevni fotobioreaktori
izradeni su od prozirnih materijala i postavljeni na otvorenom kako bi se maksimizirala
izlozenost sunCevom svjetlu. Mehanicka ili zraCna pumpa odrzava turbulentan protok kako bi
se sprijecilo talozenje algi. Barbotirajuée kolone su dizajnirane s velikim omjerom povrsine i
volumena §to poboljSava prijenos topline i mase. Unutarnje osvjetljenje pomaze ucinkovitosti
fotosinteze. Airlift fotobioreaktori koriste pregradu ili usisnu cijev kako bi podijelili volumen
tekucine u spremniku na dva medusobno povezana podrucja $to omogucuje bolje mijeSanje.
Karakterizirani su dobrim prijenosom mase i niskom potroSnjom energije. Unato¢ tome,
prienos u industrijsko mijerilo je vrlo kompleksno. Ravni ploCasti fotobioreaktori su
jednostavniji i imaju vecu produktivnost u usporedbi s reaktorima mijeSanim zrakom. Nude
veliku povrSinu izloZzenu svjetlosti, prikladni su za uzgoj na otvorenom, podrZavaju
imobilizaciju algi i pokazuju visoku ucinkovitost fotosinteze uz minimalni rizik od nakupljanja
kisika. Ipak, suoCavaju se s izazovima kao $to su kontrola temperature i hidrodinamicki stres.
Svaka vrsta fotobioreaktora ima svoje jedinstvene prednosti i ogranienja, Sto ih Cini

prikladnima za razli€ite primjene u proizvodnji mikroalgi (Abdur Razzak i sur., 2023).



Slika 2. Prikaz razli¢itih sustava za uzgoj mikroalgi. (a) otvoreni bazeni; (b) fotobioreaktori

(prema Thoré i sur., 2023)
2.1.3 Uvijeti uzgoja

Buduéi da je svjetlost glavni izvor energije za fotosintetske mikroorganizme, treba je
maksimizirati za $to bolji prinos biomase (Chowdury i sur., 2020). Fotosinteza je ovisna o
intenzitetu svjetlosti. Dok se fotosintetski aparat ne zasiti svjetloS¢u, brzina fotosinteze raste
kako se povecava intenzitet. Kada dode do odredene vrijednosti brzina se ustali na stalnoj
vrijednosti. Daljnje povecanje intenziteta svjetlosti oStecuje fotosustav Il i znacajno smanjuje
rast mikroalgi. Ogranienje svjetlosti i fotoinhibicija su dvije faze koje mogu smanijiti ili prekinuti
rast mikroalgi. OgraniCenje svjetlosti se dogada u kulturama s nedovoljnim intenzitetom
svjetlosti ili visokom gustocom stanica (Daneshvar i sur., 2021). Visoka gustoéa stanica
sprje¢ava prodiranje svjetlosti, $to dovodi do smanjenja intenziteta fotosinteze. Za pobolj$anje
uvjeta osvjetljenja preporucuje se regulacija gustoce stanica i mijeSanje kultura (Maltsev i sur.,
2021).

Temperatura je jedan od ¢imbenika koji utje€e na stopu rasta algi, veliinu stanica, biokemijski
sastav i potrebu za hranjivim tvarima (Chowdury i sur. 2020). Odrzavanje optimalne
temperature je od velike vaznosti za rast mikroalgi. Unutar raspona od 18-30 °C, mikroalge
obi¢no pokazuju optimalnu fizioloSku i metabolicku aktivnost. ViSe temperature mogu
poboljSati apsorpciju i fiksaciju ugljicnog dioksida (CO.), sto je klju¢no za fotosintezu i
proizvodnju biomase. S druge strane, temperature iznad 30 °C mogu izazvati stres kod
mikroalgi, inhibirati njihov rast i uzrokovati oSteéenje stanica (Vuppaladadiyam i sur., 2018) .
Otkriveni su i sojevi koji pokazuju otpornost prema visokim temperaturama. Pa tako, sojevi
Asterarcys quadricellulare i Chlorella sorokiniana ne samo da rastu pri 43°C, ve¢ su i otporni
na visoke koncentracije CO, i NO. Uzgoj mikroalgi stabilnim na poviSenim temperaturama

smanijuje rizik od kontaminacije (Dolganyuk i sur., 2020).



pH izravno utjeCe na razliCite fizioloSke i biokemijske procese u stanicama. Odrzavanje
optimalnog raspona pH klju¢no je za rast stanica, aktivhost enzima i unos hranijivih tvari (Abdur
Razzak isur., 2023). Buduéi da mikroalge apsorbiraju anorganski ugljik, pH kulture neprestano
raste tijekom dana. PoviSena razina pH ograni¢ava apsorpciju CO,, Sto usporava razvoj
stanica, ali moze suzbiti nezeljene bioloSke tvari. pH osim $to utjeCe na same mikroalge,
odreduje i topljivost minerala i CO2 u mediju. Vecéina vrsta mikroalgi umire kada je izloZena
izrazito niskim (kiselim) ili visokim (luznatim) vrijednostima pH. Na primjer, nakon 2 dana
uzgoja C. vulgaris pri izrazito kiselim (pH 3-4) ili luznatim (pH 11) uvjetima dolazi do lize stanice
(Daneshvar i sur., 2021). Razina tolerancije na pH varira od vrste do vrste, $to mozZe utjecati
na stopu rasta, ali naj¢eS¢e pH vrijednosti pH kulture mikroalgi variraju od 6 do 8 (Chowdury i
sur., 2020). Naravno, postoje i iznimke poput C. protothecoides var. acidicola koja raste pri pH
2.5. Kontrola pH je kljuéna kako bi se osigurao maksimalni prinos biomase. Puferi mogu
stabilizirati pH, ali njihova upotreba u industrijskom mijerilu je financijski neisplativa. Alternativa
je aeracija kultura s atmosferskim ili COz-obogacenim zrakom kako bi se smanijila pH
vrijednost medija. Idealni medij za uzgoj mikroalgi trebao bi sadrzavati anorganske elemente
poput dusika (N) i fosfora (P), pri Cemu se njihove koncentracije razlikuju ovisno o vrsti koja
se uzgaja. Nakon ugljika, koji €ini otprilike 50% elementalnog udjela u biomasi mikroalgi, dusik
je drugi najobilniji element. On €ini od 1% do 14% suhe mase. Koncentracija fosfora u suhoj
biomasi mikroalgi moze varirati od 0,05% do 3,3% suhe mase (Dolganyuk i sur., 2020). DuSik
je klju¢an za formiranje proteina, nukleinskih kiselina, vitamina i fotosintetskih pigmenata, te
je vitalni element za razliCite fizioloSke procese u mikroalgama. Fosfor je klju¢an za mnoge
metabolic¢ke aktivnosti, uklju€ujuéi prijenos energije, sintezu nukleinskih kiselina poput DNA te
za druge vitalne stani¢ne procese (Chowdury i sur., 2020). Za adekvatan rast mikroalgi, medij
treba sadrzavati i druge hranjive tvari (mikronutrijente), osim ve¢ spomenutih
makronutrijenata. Bitni mikronutrijenti su Mg, S, Ca, Na, Cl, Fe, Zn, Cu, Mn i Co (Pedruzi i
sur., 2020). Ograni¢enje hranjivih tvari moze znacajno utjecati na metabolizam mikroalgi
rezultiraju¢i promjenama u sintezi lipida i karotenoida te smanjenju rasta stanica. Visoko
osvjetlienje i ograni¢enje hranjivih tvari (duSika ili fosfora) dovode do poveéanja udjela lipidne
frakcije i nakupljanja triacilglicerola. Stres uzrokovan nedostatkom hranijivih tvari moze
potaknuti proizvodnju slobodnih radikala i promjene u antioksidativnim mehanizmima stanica.
Sinteza primarnih i sekundarnih karotenoida moze varirati ovisno o uvjetima stresa, Sto
dodatno pokazuje prilagodljivost mikroalgi na promjenjive uvjete okoliSa. Primarni karotenoidi
sintetiziraju se u povoljnim uvjetima rasta dok se sekundarni karotenoidi proizvode pod
stresom uzrokovanim nedostatkom dusika (Dolganyuk i sur., 2020).

Jos jedan od Cimbenika koji utjeCe na rast algi je salinitet medija. Previsoka koncentracija soli

uzrokuje osmotski stres, koji iizaziva luCenje osmoprotektora na racun skladiStenja lipida.
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Dodatno, dolazi do povecanja nezasicenih masnih kiselina (Vuppaladadiyam i sur., 2018).
Uloga saliniteta u industrijskoj proizvodnji pigmenata, kako morskih tako i slatkovodnih
mikroalgi klju¢na je, buduéi da i osmoza igra znacajnu ulogu u akumulaciji pigmenata.
Osmotski stres mozZe umanijiti rast stanica, smanjiti sadrzaj klorofila, inhibirati fotosintezu i
uzrokovati morfoloSke promjene, kao Sto su zadebljanje stani¢ne stijenke i povecanje
volumena stanica (Ren i sur., 2021). Opc¢enito, mikroalge se mogu podijeliti prema toleranciji
na salinitet u tri kategorije: oligogalinske, koje mogu rasti samo u vodi s niskim salinitetom
(maksimalni salinitet 0,5-5,0 g/L); mezogalinske, koje rastu u medijima s umjereno slanom
vodom s salinitetom od 5-18 g/L; i poligalinske, koje rastu u slanoj vodi s visokim salinitetom
od 18-30 g/L (Dolganyuk i sur., 2020).

Aeracija je nuZna za uzgoj mikroalgi i ima znacajan utjecaj na prinos biomase. Obi¢no se
postize pomoéu kompresora zraka, zracnih pumpi ili agitacijom. lzrazava se u brzinama
mjerenim u L/min ili v/v min (volumen zraka po volumenu medija po minuti). Optimalne stope
variraju od 0,1 do 10 L/min, ovisno o vrsti mikroalge i karakteristikama bioreaktora.
Prekomjerna aeracija moze ostetiti stanice. Aeracija osigurava CO za fotosintezu i poboljSava
prijenos mase plin-tekuéina putem turbulencije, povecéavajudéi difuziju CO- i u€inkovitost rasta.
Pravilno mijeSanje osigurava ravnomjernu distribuciju stanica i optimalne uvjete za rast
(Daneshvar i sur., 2021). Glavni ¢imbenici nuzni za uzgoj odredenih vrsta mikroalgi prikazani

su u tablici 1.

Tablica 1. Optimalni uvjeti uzgoja za odredene vrste mikroalgi (prema Dolganyuk i sur., 2020).

Vrsta mikroalge Temperatura Trajanje kultivacije | pH kulture Mijesanje
(-C) (dani) kulture [o/min]
Chlorella vulgaris 29 13 4.1 60
Chlamydomonas 30 13 6.3 75
reinhardltii
Botryococcus 27 11 6.8 70
braunii
Scenedesmus 29 12 7.1 90
obliquus
Neochloris 27 12 6.9 85
cohaerens
Haematococcus 28 14 7.3 90
pluvialis
Nannochloropsis 30 11 7.6 70
gaditana




2.2, Visoko vrijedne supstance

2.2.1. Lipidi

Mikroalge posjeduju sposobnost sinteze razli€itih vrsta polarnih i nepolarnih lipida (tablica 2).
Nepolarni lipidi su karakterizirani svojom hidrofobnom prirodom te obuhavacaju spojeve poput
voskova, terpenoida, glicerolipida, masnih kiselina i njihovih derivata. Ovi spojevi imaju kljuénu
ulogu u izgradniji stani¢nih struktura, pohrani energije i signalnim procesima. S druge strane,
polarni lipidi sadrze vide nabijenih skupina $to im omogucuje umjerene interakcije s vodom.
Primjeri polarnih lipida ukljuCuju fosfolipide i glikolipide, koji su bitne sastavnice stani¢nih
membrana i igraju klju¢nu ulogu u stani¢nom signaliziranju, transportu i stabilnosti (Manning,
2022). Glikolipidi se uglavnom nalaze unutar membrane kloroplasta dok se fosfolipidi i drugi
lipidi nalaze izvan kloroplasta (Vuppaladadiyam i sur., 2018). Lipidi mogu sacinjavati 20 % -
50 % suhe biomase mikroalgi. Udio lipida varira ovisno o tipu mikroalgi i uvjetima uzgoja, pri
¢emu optimalni uvjeti pogoduju proizodniji lipida na bazi glicerola u membranama. (Dolganyuk
i sur., 2020). S druge strane, razliCite vrste abioti¢kog stresa tijekom uzgoja povecavaju
sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA). Iscrpljivanje hranjivih tvari te promjena uvjeta
saliniteta, pH vrijednosti i temperature neke su od metoda za povecéanje razine PUFA u
mikroalgama (Lucakova i sur., 2022). Masne kiseline se kategoriziraju kao zasi¢ene (SFA),
mononezasi¢ene (MUFA) ili polinezasi¢ene (PUFA) na temelju broja dvostrukih veza. PUFA
se dalje dijele na omega-3 i omega-6 vrste, ovisno o polozaju prve dvostruke veze od
terminalnog metilnog kraja. Masne kiseline su esencijalne komponente fosfolipida, glikolipida
i triacilglicerola. Vitalne su za zdravlje i opstanak svih zivih organizama. Ljudi ne mogu
sintetizirati PUFA duze od 18 ugljikovih atoma te se stoga takve masne kiseline nazivaju
esencijalne (Galasso i sur., 2019). Esencijalne masne kiseline se moraju unositi putem hrane
ili koristenjem razlicitih prehrambenih dodataka, ¢esto dobivenih iz ribe ili ribljeg ulja. Medutim,
zbog povecanog interesa za vegetarijansku i vegansku prehranu, mikroalge mogu postati
alternativni izvor ovih prehrambenih dodataka. Osim toga, mnoge vrste masnih riba sadrze
tragove teSkih metala koji mogu Stetiti zdravlju i izazvati neurotoksiéne uc€inke (Dolganyuk i
sur., 2020). Ve¢ dugo postoji interes za mikroalge kao izvore masnih kiselina, posebno
dugolan&anih polinezasicenih (PMK) poput y-linolenske kiseline, arahidonske Kkiseline,
eikozapentaenske kiseline (EPA) i dokozaheksaenske kiseline (DHA). Alge kremenjasice
glavni su proizvodaci eikozapentaenske (EPA) i dokozaheksaenske kiseline (DHA). Razli¢ite
bioloSke funkcije povezane su s DHA i EPA (Riccio i Lauritano, 2019). Eikozapentaenska
kiselina (EPA) regulira krvni tlak, stiti od raka i ateroskleroze te moze pomoci kod anksioznosti
i depresije. Dokozaheksanoenska kiselina (DHA) takoder pruza znacCajne zdravstvene

prednosti. Ima snazna svojstva protiv raka i pomaze u normalnom funkcioniranju neuroloskog
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sustava. DHA je posebno vazna tijekom embrionalnog razvoja jer potice razvoj mozga i oka
(Lucakova i sur., 2022).

Steroli su joS jedna vazna skupina bioaktivnih spojeva u algama. Steroli u algama ukljucuju
fitosterole, fukosterole i stenole. Fitosteroli mogu znac¢ajno smanijiti razinu kolesterola u krvi,
pri Eemu istrazivanja pokazuju smanjenje do 10% ukupnog kolesterola i 15% LDL kolesterola.
Isochrysis galbana i Pavlova lutheri primjeri su vrsta bogatih fitosterolima. Osim toga, steroli
mikroalgi povezani su s zna€ajnim anti-kancerogenim i protuupalnim ucincima te sluze kao
prekursori drugih bioaktivnih molekula. (Vuppaladadiyam i sur., 2018; Lucakova i sur., 2022).
Mikroalge su obec¢avajudiizvor lipida za zamjenu palminog ulja u mlije¢noj formuli. IstraZivanja
su pokazala da mikroalge ne samo da proizvode sli¢an profil masnih kiselina vec¢ i sli¢an
uzorak esterifikacije kao $to se nalazi u ljudskom mlijeku (De Bhowmick i sur., 2023). Osim u
prehrambenoj industriji, lipidi izolirani iz mikroalga takoder imaju Siroku primjenu u kozmeti¢koj
industriji. Smanjuju povrSinsku napetost, olakSavajuc¢i mijeSanje vode i ulja u proizvodima.
lako su tradicionalne povrsinski aktivne tvari poput polietilenglikol etera jo$ uvijek u Sirokoj
upotrebi, biosurfaktanti poput glikolipida postaju populami zbog svoje biokompatibilnosti i
biorazgradivosti. Nadalje, daju konzistenciju proizvodima, poboljSavaju razmazivost i nositelji

su boje i mirisa (De Luca i sur., 2021).

Tablica 2. Vrste mikroalgi i pripadajuée kategorije ekstrahiranih lipida (De Luca i sur., 2021).

Vrsta lipida Vrsta mikroalge

Triacilgliceroli Chlorella sp., Nannochloropsis sp., Scenedesmus sp.,

Dunaliella sp., Chlamydomonas sp.

Polinezasic¢ene masne Nannochloropsis sp., Dunaliella sp., Schizochytrium sp.,
kiseline Isochrysis sp., Tetraselmis sp.
Steroli Diacronema lutheri, Tetraselmis sp., Nannochloropsis sp.
Voskovi Euglena gracilis, Isochrysis sp

2.2.2. Polisaharidi

Polisaharidi imaju klju¢ne uloge u Zzivim organizmima, poput pohrane energije, zastite i
strukturnih  funkcija. Prisutni su u visokim koncentracijama i raznovrsnim oblicima u

mikroalgama (tablica 3).



Tablica 3. Primjena polisaharida i uugljikohidrata dobivenih iz mikroalgi (Lucakova i sur.,
2022).

Vrsta mikroalge Polisaharid/ugljikohidrat Primjena

Arthrospira platensis Sulfatirani polisaharidi — Antibakterijska i antioksidacijska
egzopolisaharidi/glikogen aktivnost

Arthrospira platensis Polisaharidi Biostimulatori biljaka

Dunaliella salina

Porphyridium sp.
Arthrospira platensis Egzocelularni polisaharidl Prebiotik/ stimulator rasta

Lactobacilla
Chlorella sp. B-1,3-glukan Imunostimulator, antioksidans,

smanjuje razinu lipida u krvi,
zgusnjiva€ u prehrambenoj industriji

Phaeodactylum Manoza Alternativa antibioticima, prebioticki
tricornutum ucinak

Phaeodactylum Sulfatirani polisaharidi Sredstvo za zguSnjavanije
tricornutum

Mikroalge mogu akumulirati ugljikohidrate do viSe od 50% svoje suhe mase. Ugljikohidrati
mikroalgi mogu biti u obliku Skroba, glukoze, Secera ili drugih polisaharida. Poznato je da
polisaharidi imaju pozitivhe zdravstvene ucinke, uklju€ujuéi jacanje imunoloskog sustava,
antivirusna svojstva i sposobnost blokiranja razvoja tumora (Galasso i sur., 2019). Mnoge
zelene alge imaju Cvrste stanicne stijenke sli¢ne onima kod biljaka, koje se sastoje od celuloze
i/ili drugih biopolimera. Pored strukturnih ugljikohidrata, mnoge mikroalge akumuliraju
znacajne koli¢ine ugljikohidrata za pohranu energije, kao $to su Skrob u crvenim algama i
dinoflagelatima. Neke vrste smedih algi i dijatomeja sintetiziraju alginat, laminarin, manitol ili
fukoidin kao rezerve hrane, dok vecina cijanobakterija pohranjuje energiju u obliku glikogena.
Vecina cijanobakterija ima sloj peptidoglikana i stanicnu ovojnicu sli€nu onoj kod gram-
negativnih bakterija, te su obloZzene polisaharidnom ovojnicom (Vuppaladadiyam i sur., 2018).
Medu mnogim razli¢itim algalnim polisaharidima, najvazniji su galaktan, fukoidan, laminarin i
alginat (Jyotirmayee i sur., 2014). Fukoidan je sulfatni polisaharidi koji posjeduje nekoliko
bioloskih svojstava kao Sto su protuupalna, antivirusna, antiangiogena, imunomodulatorna,
antikoagulantna i antiadhezivna svojstva (Abd El-Hack i sur., 2019). Fermentabilni
polisaharidi, poput Skroba (glavnog skladiSnog ugljikohidrata u mikroalgama) i celuloze
(glavnog polimera u stani¢nim stijenama mikroalgi) trenutno se istrazuju za proizvodnju
bioetanola i biogoriva. Porphyridium cruentum (udio ugljikohidrata od 40-57%) i Spirogyra sp.
(udio ugljikohidrata od 33-64%) su dvije vrste mikroalgi koje se smatraju pogodnima za
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proizvodnju biogoriva (Lucakova i sur., 2022). Bioetanol proizveden od ugljikohidrata mikroalgi
moze se izravno Koristiti u postoje¢im motorima s unutarnjim izgaranjem bez znacajnih
modifikacija. Osim toga, visoki oktanski broj i sadrzaj kisika u bioetanolskom gorivu rezultiraju
boljim performansama motora i smanjenom emisijom plinova (Tan i sur., 2020). Polisaharidi iz
mikroalgi pokazuju obecavaju karakteristike u primjeni za ambalazu hrane. Njihova
biorazgradivost i odrZivost dobro se uklapaju s rastu¢om potraznjom za ekolos$ki prihvatljivijim
rieSenjima ambalaZe. Morales-Jiménez i sur. (2020) istraZivali su potencijal polisaharida
izoliranih iz tri soja mikroalgi (Nostoc sp., Synechocystis sp., i Porphyridium purpureum) za
formiranje biofilma. Rezultati dobiveni u njihovom istraZivanju pokazuju da bi mikroalgalni
biopolimeri mogli biti potencijalno korisni u podrudjima poput ambalaze za hranu, hranu za
Zivotinje, kozmeti¢ku ambalazu te kao dodatak u preradenoj hrani.

Odabir odgovarajuéih tehnologija za ekstrakciju i prociséavanje klju¢an je za ucinkovitu,
isplativu i ekolo$ki prihvatljivu ekstrakciju polisaharida iz mikroalgi. Metode variraju ovisno o
soju mikroalgi i primjeni polisaharida. Prije samog procCiS¢avanja potrebno je ekstrahirati
polisaharide. Centrifugiranje ili mikrofiltracija Cesto se koriste za odvajanje stanica od
polisaharida, koji se zatim taloze pomocéu metanola, etanola, izopropanola ili acetona.
Egzopolisaharidi ¢esto ostaju vezani za stanice te se koriste metode poput ekstrakcije uz
pomo¢ ultrazvuka ili mikrovalova. Kemijske tehnike uklju€uju primjenu formaldehida,
glutaraldehida, EDTA i natrijeva hidroksida. Postupci prociS¢avanja ukljuCuju ionsku, gel i
afinitetnu  kromatografiju. Sve popularniji postaju i alternativni pristupi koji ukljuCuju
mikrofiltraciju, ultrafiltraciju i dijalizu. Nakon ekstrakcije i proCi§¢avanja polisaharidi se obi¢no

liofiliziraju ili suSe pod vakuumom (Costa i sur., 2021).

2.2.3. Proteini

Mikroalge su dobar izvor proteina. U nekim vrstama proteini ¢ine ¢ak do 70% suhe tvari.
Arthrospira, Chlorella, Aphanizomenon i Nostoc primjeri su rodova bogatih proteinima. Proteini
mikroalgi obi¢no imaju dobro uravnotezen ukupni profil aminokiselina (TAA) koji ukljuuje sve
potrebne aminokiseline. Kako bi se utvrdilo jesu li proteini mikroalgi prikladni za ljudsku
potroSnju potrebno je procijeniti njihove razine ukupnih i esencijalnih aminokiselina,
probavljivost, bioraspolozivost i biodostupnost (Lucakova i sur., 2022). Koncentracija proteina
u mikroalgama se moze usporediti s onima u soji, mlijeku i Zivotinjskom mesu. Spirulina sp. je
narocito bogata proteinima te se komercijalno uzgaja i prodaje u obliku tableta i kapsula kao
prehrambeni dodatak. Sirovi ekstrakt vrste Tetraselmis suecica sadrzi proteine s
emulzifikacijskim, pjenastim i Zeliraju¢im sposobnostima koje imaju Siroku primjenu u
prehrambenoj industriji (Tan i sur., 2020). Sastav stani¢ne stjenke mikroalgi razlikuje se od
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vrste to vrste, stoga je kljuéno odabrati odgovarajucu strategiju za ekstrakciju spojeva.
Klasi¢ne metode ekstrakcije Cesto daju loSe rezultate zbog degradacije proteina ekstremnim
temperaturama i pH uvjetima tijekom procesiranja. Kao rezultat toga, trenutna istrazivanja
usmjerena su na razvoj novih metoda ekstrakcije koje koriste enzime i "zelene tehnologije"
kako bi se povecala ucinkovitost uz minimalnu Stetu za okoli§ (Lucakova i sur., 2022).
Razvijene su ucinkovitije metode ekstrakcije kako bi se povecali prinosi. Inovacije ukljuuju
kombinaciju pritiska, temperature i ultrazvuka za ekstrakciju proteina iz Arthrospira platensis,
te optimizaciju uvjeta rasta radi povecanja udjela proteina u C. vulgaris. Metoda trofazne
separacije pojednostavila je izolaciju proteina iz mikroalgi, poboljSavajuéi u€inkovitost kroz
tehnike poput ultrazvuénog tretmana. Znanstvenici su takoder istrazivali vodene ekstrakcijske
postupke. Inovativan pristup ukljuéuje ultrazvuéni tretman i mehani¢ko mijeSanje za
ekstrakciju proteina i polisaharida iz S. platensis, te blage bioprocesne metode za dobivanje
frakcija proteina bez klorofila iz Nannochloropsis gaditana. Sveukupno, napredak u tehnikama
ekstrakcije istiCe nastojanja u optimizaciji prinosa i kvalitete proteina iz ovih vrijednih

organizama (Dolganyuk i sur., 2020).

2.2.4. Vitamini

Glavna podjela vitamina je na vitamine topljive u vodi i vitamine topljive u mastima. Postoji
devet vitamina topljivih u vodi, uklju€ujuéi B vitamine kao $to su vitamin B+2 (kobalamin), folna
kiselina (Bs), biotin (B7), piridoksin (Bg), pantotenska kiselina (Bs), riboflavin (B2), niacin (Bs)
tiamin (B1) i vitamin C. Vitamini topljivi u mastima su A, D, E i K (Bouyahya i sur., 2024).
Mikroalge su izvrstan izvor vitamina A, B4, B2, Bs, B12, C, E, biotina, folne i pantotenske
kiseline. Na primjer, Isochrysis galbana je vazan izvor vitamina A i E, folne kiseline, nikotinske
kiseline, pantotenske kiseline, biotina, tiamina, riboflavina, piridoksina i kobalamina, dok E.
gracilis moze proizvoditi vitamine poput B-karotena i vitamina C i E (Dolganyuk i sur., 2020).
Vitamin B2 (kobalamin) je vitamin topljiv u vodi koji se nalazi u proizvodima zivotinjskog
podrijetla, ali ne i u povréu. Nedostatak ovog vitamina Cest je medu osobama koje se
pridrzavaju veganske i vegetarijanske prehrane. Vitamin B> mozZe se dobiti iz odredenih
mikroalgi, kao Sto su Chlorella sp. ili Pleurochrysis carterae (kokolitoforid), koje se koriste kao
dodaci prehrani. Ove mikroalge mogu biti korisne za nadopunu vegetarijanske i veganske
prehrane (Galasso i sur., 2019).

Vitamin K1 je nedavno identificiran kao vitalan nutrijent za sprjeCavanje kroni¢nih bolesti,
posebno onih povezanih sa starenjem poput osteoporoze i kardiovaskularnih bolesti. Trenutno

se vecina vitamina K; proizvodi kemijskom sintezom. Medutim, nedavna istrazivanja su
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identificirala cijanobakteriju Anabaena cylindrica kao iznimno bogat izvor vitamina Ki.
Koncentracije pronadene u ovoj cijanobakteriji su otprilike Sest puta vece od koncentracija u
vitamin K bogatim izvorima hrane poput Spinata i perSina. Nadalje, provedeno je istraZivanje
na Zivotinjama kako bi se procijenila potencijalna toksi¢nost biomase. lIstraZivanje nije
pokazalo dokaze o akutnoj toksicnosti, Cak ni pri relativno visokim koncentracijama (15% w/w).
Ovi rezultati istiCu potencijal mikroalgi, posebno A. cylindrica, kao vrijednog izvora filokinona
(Tarento i sur., 2018). Proizvodnja vitamina D, K i Bi2 uglavhom je ograni¢ena na
cijanobakterije. Najznacajnije vrste su Synechococcus sp., Anabaena cylindrica i Arthrospira
maxima (Bouyahya i sur., 2024).

Vitamin E blokira proizvodnju reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i lipidnu peroksidaciju te je
ukljuen u inhibiciju oksidacije lipoproteina niske gustoce, §to je vazan proces u razvoju
ateroskleroze. Vitamin E poboljSava funkciju endotela i vaskularno zdravlje te smanjuje
vaskularno ostec¢enje. Vitamin E sintetiziraju mnoge mikroalge, poput Dunaliella tertiolecta,
Tetraselmis suecica, Nannochloropsis oculata, Chaetoceros calcitrans i Porphyridium
cruentum, sto ih &ini vrijednim prehrambenim dodatcima. Dokazano je da sadrzaj tokoferola
moze biti vec¢i u mikroalgama nego u kopnenim biljkama (Galasso i sur., 2019).

Askorbinska kiselina (vitamin C) je snazan antioksidans koiji je primarno aktivan u neutralizaciji
toksi¢nih, reaktivnih kisikovih Cestica. Njena antioksidativna svojstva i sposobnost
neutralizacije slobodnih radikala Cine je klju€nom u zastiti stanica. Askorbinska kiselina Stiti
fotosintetski aparat regeneracijom karotenoida i odrzavanjem membranski vezanog a-
tokoferola (Coulombier i sur., 2021). Hernandez-Carmona i sur. (2009) proveli su istrazivanje
u kojem su htjeli ustanoviti kemijski sastav smede mikroalge Eisenia arborea. Ustanovljeno je
da prosje€na koncentracija vitamina C iznosi 34,4 mg po 100 g suhe biomase mikroalge. Ova

vrijednost je bliska vrijednosti opisanoj za mandarine.

2.2.4. Pigmenti
2.2.4.1 Karotenoidi

Karotenoidi predstavljaju veliku skupinu pomocnih pigmenata s preko 1100 poznatih vrsta.
Aporpcijski spektri nalaze se u rasponu od 400 do 500 nm (Maltsev i sur., 2021). Karotenoidi
su zuti, narancasti ili crveni pigmenti. Sastoje se od osam izoprenskih jedinica koje tvore skelet
od 40 ugljikovih atoma i polienskog lanca s viSestruko konjugiranim dvostrukim vezama, koji
je odgovoran za pigmentaciju i fotosintetska svojstva. Karotenoidi se dijele na dvije glavne
skupine: karotene i ksantofile. Karoteni, poput a-karotena, B-karotena, y-karotena i likopena

su ugljikovodici bez atoma kisika. S druge strane, ksantofili poput B-kriptoksantina, luteina,
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astaksantina i peridinina imaju funkcionalne skupine koje sadrze kisik i stoga su polarniji
(Maoka, 2019). Karotenoidi imaju raznoliku ulogu u prirodi, koriste se za apsorpciju svijetlosti,
fotosintezu i fotoprotekciju. Unosom u ljudski organizam sluZze kao prekursori vitamina A te
mogu smanijiti slobodne radikale i umanijiti rizike od pojave nekih bolesti (Ren i sur., 2021).
Sposobnost mikroalgi da nakupljaju karotenoide u znacajnim koli€¢inama ¢ini ih izvrsnim
izvorom prirodnih karotenoida. Na svjetskom trziStu, postoji povecéani interes za karotenoide
iz prirodnih izvora, uklju€ujuc¢i mikroalge poput D. salina, Haematococcus lacustris te neke
vrste Chlorelle (Maltsev i sur., 2021).

B-karoten je najrasprostranjeniji karotenoid u mikroalgama. Primarni je karotenoid i sudjeluje
u fotosintezi i fotoprotekciji. Nadalje, biosintetski je prete€a ksantofila poput zeaksantina,
anteraksantina, violaksantina i neoksantina (Maltsev i sur., 2021). Zahvaljujuéi svojim
antioksidativnim, anti-kardiovaskularnim i imunolodkim svojstvima, Siroko se primjenjuje u
prehrambenoj industriji i medicini. Osim $to sluzi kao prekursor vitamina A, ima zastitne uc€inke
protiv UV i oksidativhog osteéenja, a dokazano je da oralni unos B-karotena (od 30 do 180 mg
dnevno) moze sprije€iti UV-induciranu eritemu kod ljudi. Takoder pokazuje zastitne ucinke
protiv ateroskleroze i poboljSava retinalne i vizualne disfunkcije (Ren i sur., 2021; Galasso i
sur., 2019). NajCesce koriStena mikroalga za proizvodnju B-karotena je D. salina, koja moze
akumulirati do 10% B-karotena po gramu suhe tvari ovisno o izloZenim uvjetima kultivacije
(Garcia-Vaquero i sur., 2021). Nekoliko ¢imbenika doprinijelo je komercijalizaciji D. saline kao
izvora B-karotena. Njena sposobnost da uspijeva u jako slanim vodama znac¢ajno smanjuje
rizik od kontaminacije i potrebu za skupim postupcima sterilizacije. Nadalje, D. salina ima
najvisi udjel B-karotena od svih poznatih organizama (Borowitzka, 2013). Dugo vremena
naj¢esc¢i nacin uzgoja D. saline je bila kultivacija u otvorenim bazenima. Takvi bazeni gradeni
su u vruéim i suhim regijama koje su imale pristup prikladnim izvorima slane vode, S$to je
kljuéno za rast D. saline (Pourkarimi i sur., 2020). U danaS$nje vrijeme sve viSe se koristi
dvofazni sustav. U prvom stupnju vladaju optimalni uvjeti za rast biomase, dok se u drugom
nastala biomasa izlaze stresnim uvjetima kako bi se potaknula proizvodnja B-karotena
(Borovkov i sur., 2020).

Astaksantin se sastoji od trinaest konjugiranih dvostrukih veza. Zbog svoje strukture pokazuje
znacajna antioksidativna svojstva koja pomazu neutralizirati slobodne radikale i uklanjati
reaktivne kisikove vrste (ROS). Pokazalo se da pod stresnim uvjetima odredene mikroalge
proizvode i skupljaju znacajnu koliinu astaksantina (Maltsev i sur., 2021). Haematococcus
pluvialis je najbogatiji izvor astaksantina. U njegovom Zivotnom ciklusu razlikujemo dvije
razliCite faze: zelenu vegetativnu i crvenu fazu, a svaka faza je karakterizirana jedinstvenim
morfolosSkim i biokemijskim karakteristikama (Garcia-Vaquero i sur., 2021). Tijekom zelene

vegetativne faze, stanice H. pluvialis su pokretne i obi¢no zelene zbog klorofila. Glavni
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karotenoidi su lutein i B-karoten. Ova faza obiljezena je aktivnim rastom, diobom i mitozom u
povoljnim uvjetima. Kada okoli§ postane nepovoljan, poput nedostatka hranjivih tvari ili jakog
svjetla, H. pluvialis prelazi u crvenu fazu. Astaksantin postaje dominantan karotenoid, €inedi
80-99% ukupnog sadrzaja u stanicama (Oslan i sur., 2021).

Lutein je ksantofilni karotenoid. Ima kljuénu ulogu u raznim bioloSkim procesima u biljkama i
mikroalgama, ukljuujuéi prikupljanje svjetlosti, fotosintezu i zastitu od foto-oksidativnih
ostecenja. Lutein se u Cistom obliku pojavljuje kao Zuckasto-naranc€asti Evrsti spoj (Zheng i
sur., 2022). Blokiraju¢i plavu svjetlost, lutein §titi fotoreceptore i moze smanijiti kolicinu
svjetlosti koja osteéuje mreznicu za 40%. Zbog svoje sposobnosti hvatanja slobodnih radikala,
ovaj pigment privlaCi pozomost zbog potencijalnih zdravstvenih koristi. Kada se uzimaju
zajedno, lutein i zeaksantin (pretpostavljajuéi dnevni unos od 6 mg kod ljudi) &tite tkiva od
slobodnih radikala i pomazu u sprje€avanju ateroskleroze, sive mrene i dijabetesa (Galasso i
sur., 2019). Vecina luteina koji se trenutno proizvodi komercijalno dolazi iz cvjetova nevena.
Medutim, mikroalge imaju potencijal proizvoditi lutein u mnogo vec¢im koli¢inama ¢ak od 3 do
6 puta. C. protothecoides, zelena mikroalga s visokom produktivno$¢u luteina i relativno brzim
stopama rasta u heterotrofnim uvjetima, alternativni je izvor proizvodnje luteina u odnosu na
neven. Prinosi luteina iz C. protothecoides obi¢no se krecu izmedu 4,6 i 5,4 mg/g. Dodatne
mikroalge koje imaju znacajne razine luteina u svojoj biomasi su crvena mikroalga Galdieria

Sulphuraria, Scenedesmus almeriensis i D. salina (Cezare-Gomes i sur., 2019).

antioksidativnu aktivnost (slika 3).

- ZEAKSANTIN

Zeaksantin je fotoprotektivni pigment prisutan u billkama i zelenim algama koji pokazuje
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Slika 3. Zastitni ucinci zeaksantina na odi, jetru, srce i kozu (prema Murillo i sur., 2019).
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Zeaksantin, poput luteina, ima preventivnu ulogu u o€uvanju zdravlja o€iju i poboljSanju vida
(Galasso i sur., 2019). Prirodno je prisutan u srediSnjoj makuli oka. Smanjuje rizik od
makularne degeneracije povezane s dobi. Takoder zeaksantin moze pomoc¢i u ublazavanju
kardiovaskularnih problema i moze zaétititi dijabetiCare od razvoja raka pluéa i gusterace.
Koristi se za prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji zbog svoj potencijala kao prirodne boje
(Chini Zittelli i sur., 2023). Usprkos sli¢nim ulogama, jaCina ucinka se razlikuje izmedu
zeaksantina i luteina. Zeaksantin je jaci antioksidans i ima veéi utjecaj na integritet membrane.
Pretpostavlja se da je razlog tome vedéi broj konjugiranih dvostrukih veza (Demmig-Adams i
sur., 2020). Obecavajudi izvor prirodnog zeaksantina je mikroalga C. ellipsoidea. Ustanovljeno
je da ukupna razina zeaksantina u C. ellipsoidea bila viSe od devet puta ve¢a nego u crvenoj
paprici koja predstavlja biljni izvor zeaksantina. Dodatno, zeaksantin u C. ellipsoidea nalazi se
u slobodnom obliku, &to olakSava izolaciju i prociséavanje (Cezare-Gomes i sur., 2019). Glavni
izvor fukoksantina, naran€astog pigmenta, su morski organizmi poput mikroalgi i algi. Alge
kremenjaSice i smede mikroalge glavni su izvori ovog prirodnog pigmenta (Cezare-Gomes i
sur., 2019). Fukoksnatin je Siroko prou€avan zbog svojeg potencijala u borbi protiv raka, a
razna istrazivanja su otkrila da inhibira proliferaciju tumorskih stanica putem apoptoze i

blokiranja stani¢nog ciklusa putem razli¢itih molekularnih puteva (Bouyahya i sur., 2024).
2.2.4.2. Klorofili

Svake godine fotosintetski organizmi na kopnu i u oceanima stvore oko 1,2 milijarde tona
klorofila. Unato€ tome, klorofili su jedan od najmanje istrazivanih prirodnih pigmenata za
hranu. Klorofili su kljuéni za fotosintezu jer apsorbiraju svjetlost uglavnom u plavim i crvenim
dijelovima spektra i reflektiraju zelenu dajuci tkivima koja sadrze klorofil njihovu zelenu boju
(Garcia-Vaquero i sur., 2021). Osim klorofila a, u mikroalgama se nalaze i nekoliko drugih
oblika klorofila: b, ¢, d i f. Svi klorofili su kompleksi magnezija koji sadrze razliCite tetrapirole
(Maltsev i sur., 2021). Klorofili se koriste u prehrambenoj industriji ponajviSe kao bojila. Klorofili
se Cesto koriste u hrani, sto¢noj hrani, kozmetici i lijekovima, te pruzaju dodatne koristi poput
antiseptiCkog djelovanja i dezodoracije. Takoder se koriste u nutraceuticima i prehrambenim
dodacima zbog svojih bioaktivnih svojstava, koja mogu pomoéi u ravnotezi crijevne flore i
smanjenju rizika od kolorektalnog raka. Klorofili su korisni u lije€enju talasemije i hemolitiCke
anemije. Klorofilin, derivat klorofila, koristi se kao prehrambeni dodatak s antimutagenim i
antikancerogenim svojstvima (Sun i sur., 2023). Prirodna bojila poput klorofila su manje
stabilna od sintetickih bojila, Sto ih €ini osjetljivima na okoliSne stresove poput kisika, svjetla,
promjena temperature i pH vrijednosti. To ogranicava njihovu komercijalnu primjenu kao bojila
u hrani. Klorofil a obi¢no je otporniji od klorofila b. Stabilnost se mozZe povecati primjenom

tehnika poput mikroinkapsulacije, Sto je pokazalo znaajno poboljSanje stabilnosti tijekom
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skladitenja. Unato€ novim razvojima upotreba klorofila je jo$ uvijek ograni¢ena. Potrebna su
daljnja istraZivanja kako bi se povecala stabilnost klorofila za Siroku komercijalnu primjenu

(Garcia-Vaquero i sur., 2021).

2.2.4.3. Fikobiliproteini

Fikobiliproteini (PBP) su skupina proteina koji se isticu svojim distinktivnim i fluorescentnim
bojama (Dagnino-Leone i sur., 2022). To su polamni, u vodi topljivi proteini koji su kovalentno
vezani na fikobiline preko cisteinskog aminokiselinskog ostatka. Organizirani su u strukture,
odnosno fikobilisome koji su smjesteni u stromi stanice (Kovaleski i sur., 2022). Fikobilisomi
su proteinski kompleksi koji prikupljaju svjetlost. Ovi fikobiliprotein formirani kompleksi
apsorbiraju zragenje u podrucjima vidljivog spektra gdje klorofil a ima nisku apsorpciju, to je
uglavnom u zelenim i zutim podrudjima vidljivog djela spektra te prenose energiju u
fotosustave (Pagels i sur., 2019). Fikobiliproteini se dijele na fikoeritrin, fikocijan i alofikocijan
(Stadnichuk i Tropin, 2017). Maksimalna apsorpcija za fikoeritrin procjenjuje se izmedu 540 i
570 nm, za fikocijanin izmedu 610 i 620 nm, a za alofikocijanin izmedu 650 i 655 nm
(Carabantes i Dufossé, 2023).

Zbog svojih upecatljivin svojstava, fikobiliproteini se primjenjuju u prehrambenoj, kozmeti¢koj,
farmaceutskoj industriji i u medicini. Medu njima, fikocijanin je komercijalno najuspjesniji.
Mnogi znanstveni radovi objavljeni u posljednjih par godina ukazuju na njihovu sigurnost i
zdravstvenu prednost, $to poti€e upotrebu ovih vodotopljivih pigmenata (Chini Zittelli i sur.,
2023). Fikobiliproteini sve vise zamijenjuju sinteticke boje u hrani, koje su potencijalno
kancerogene. Ekstrakti fikoeritrina iz mikroalgi Spirulina platensis i Phorphyridium aerugineum
koriste se kao boje u slatkiSima, zeleima i kozmeti¢kim proizvodima (Dagnino-Leone i sur.,
2022). U proteklih nekoliko godina, fikobiliproteini su postali vazan predmet farmaceutskih
istrazivanja zbog svoje upotrebe kao aditivi, fluorescentne sonde i prirodne boje. Razna
istrazivanja su istaknula bioloSke aktivnosti fikobiliproteina, s$to ukljuuje njihovu sposobnost
da djeluju kao antitumorski agensi, antioksidansi te da Stite jetru (hepatoprotektivna svojstva)
(Tounsi i sur., 2023). Fikocijanin (PC) se istice kao snazan antioksidans zbog svoje
sposobnosti hvatanja slobodnih radikala u tijelu. Alofikocijanin (APC) ima potencijal za
suzbijanje Stetnih uc€inaka virusa na crijevne stanice, formiranja virusnih plakova te virusom
potaknutu apoptozu. Nadalje, c-fikocijanin (C-PC) pokazuje snaznu sposobnost snizavanja
kolesterola u serumu. Odredena istrazivanja su pokazala da je fikoeritrin (PE) ucinkovit
fotosenzitivni lijek bez nuspojava, koji se moze koristiti za uniStavanje tumorskih stanica (Sun
i sur., 2023). Vazno je napomenuti da se fikobiliproteini ne koriste samo u ljudskoj medicini,
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ve¢ da su postali vazni i u dijagnostici bolesti kod Zivotinja. Zapravo, fikobiliproteini se Siroko
primijenjenuju za otkrivanje virusnih i bakterijskin patogena kod svinja, peradi, kao i drugih
Zivotinja poput majmuna, miSeva, konja i zeCeva (Tounsi i sur., 2023). Fizikalne metode
ekstrakcije fikobiliproteina ukljuuju mehani¢ko razbijanje. Metode koje se koriste su:
mljevenje u kugli€nim mlinovima, viSestruko zamrzavanje, razbijanje ultrazvukom (sonikacija)
te visokotlatna homogenizacija. Mana ovih metoda je da se troSi puno energije i vremena. Od
svih fizikalnih metoda viSestruko zamrzavanje daje najbolje rezultate Sto se ti€e Cistoce
ekstrakta, ali je vremenski vrlo zahtjevno te se iz tog razloga ne primjenjuje u industrijskom
mjerilu. Kombinacijom fizikalnih i kemijskih metoda se mozZe poboljSati stopa ekstrakcije
fikobiliproteina, ali je skuplja u usporedbi s pojedinaénim kemijskim ili fizikalnim metodama
(Wang i sur., 2023).

2.3.. Bioloska aktivnost razli€itih supstancija iz mikroalgi

2.3.1. Antitumorska aktivnost

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (WHO), rak je drugi naj¢e&¢i uzrok smrti,
a bio je odgovoran za oko 9,6 milijuna smrtnih slu¢ajeva u 2018. godini. To znaci da je otprilike
jedna od Sest smrti povezana s rakom (Galasso i sur., 2019). lako nova antikancerogena
sredstva mogu produljiti zZivot, esto znacajno smanjuju kvalitetu zivota. Kemoterapija kao
glavni tretman moze unistiti ili inhibirati stanice raka, ali je povezana s teSkim nuspojavama.
Mnogi napori se ulazu kako bi se otkrila nova antikancerogena sredstva. Mikroalge nude
obecavajuée antikancerogene spojeve s manje nuspojava. One sadrze raznovrsne fenolne
spojeve, visoke razine klorofila i karotenoida te korisne nusproizvode poput lipida, proteina i
antioksidansa. Ti spojevi poboljSavaju obrambene sposobnosti tijela, poti€u imunoloski sustav
i inhibiraju rast stanica raka (Abd El-Hack i sur.,, 2019). Mikroalge poput Chaetoceros
calcitrans, Skeletonema marinoi, Phaeodactylum tricornutum, kao i dinoflagelati Amphidinium
operculatum i Ostreopsis ovata, pokazali su snazan ucinak protiv stanica raka. Fukoksantin
pokazao je obecavajuéi antikancerogeni u€inak induciranjem zadrzavanja stani¢nog ciklusa i
gena za suzbijanje raka. Dodatno, etanolni ekstrakti Micractinium sp. i Chloromonas reticulata
pokazali su ucinke na stanice raka debelog crijeva te smanjenje izrazaja proupalnih
posrednika u makrofagima. S. marinoi se pokazala ucinkovita protiv melanomskih stanica
(Bouyahya i sur.,, 2024). Astaksantin moze sprijeCiti proliferaciju stanica raka zeluca
zaustavljanjem stani¢nog ciklusa u fazi GO/G1. Takoder djeluje kao uc€inkovit antioksidans,
sprje€a genotoksicnost i citotoksi¢nost, stimulira jetrene enzime i poboljSava imunitet protiv

tumora. KliniCka ispitivanja pokazala su njegovu ucinkovitost u regeneraciji patoloskih lezija
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kod benigne hiperplazije prostate. Zbog visoke cijene sintetskog astaksantina, Cesto se
ekstrahira iz prirodnih izvora poput Haematococcus pluvialis, H. lacustris, Chlorococcum sp. i
C. vulgaris (Abd El-Hack i sur., 2019). Polisaharid laminarin je pokazao antitumorsku snagu
inhibicijom rasta tumora i poticanjem apoptoze. Laminarin je takoder inducirao zaustavljanje
stani¢nog ciklusa u karcinomu jajnih stanica, kao i u papilarnom adenokarcinomu seroznih
stani€nih linija. U in vitro eksperimentu, laminarin kao i njegov sulfatirani analog pokazali su
potencijalno zna€ajna antikancerogena svojstva protiv malignog melanoma (Bouyahya i sur.,
2024).

2.3.2. Antimikrobna aktivnost

U posljednjih je nekoliko godina antibiotiCka rezistencija sve viSe prisutna zbog Siroke
upotrebe antibiotika. |1z tog razloga raste potreba za pronalazenjem alternativnih antimikrobnih
liiekova. Potencijalno rieSenje nude prirodni spojevi. Mikroalge imaju sposobnost proizvodnje
raznolikih bioaktivnih spojeva, koji se mogu razlikovati ovisno o okruzenju u kojem rastu.
Nekoliko vrsta mikroalgi uspijeva u teSkim uvjetima, Sto ih poti€e na proizvodnju specifi€nih
kemikalija koje pomazu u njihovoj prilagodbi teSkim uvjetima. Prirodna sposobnost mikroalgi
da proizvode obrambene mehanizme naglasava njihovu vrijednost kao izvora za razvoj novih
antimikrobnih tretmana i rjeSavanje problema antimikrobne rezistencije (Dolganyuk i sur.,
2020). Neki od antimikrobnih spojeva mikroalgi ukljuéuju masne kiseline, lipide, pigmente,
polifenole, ugljikohidrate, jednostavne ugljikovodike i njihove derivate. Ti spojevi imaju
potencijalne primjene u farmaceutici, nutraceuticima i razli€itim industrijskim sektorima zbog
njihovog prirodnog podrijetla i korisnih bioloskih aktivnosti. Daljnja istrazivanja su u tijeku kako
bi se istrazio i iskoristio njihov puni terapijski potencijal. Masne kiseline poput linolenske,
linolne, oleinske, palmitoleinske, palmitinske, stearinske i miristinske kiseline pokazuju
antibakterijsku aktivnost te pokazuju potencijalnu terapijsku primjenu protiv mikrobnih
infekcija. Polisaharidi poput galaktana, fukoidana, laminarina i alginata pokazuju
antibakterijsku aktivnost protiv patogenih bakterija poput Escherichia coli, Salmonella
typhimurium i Streptococcus faecalis. Derivati klorofila pokazuju bakteriostatske i baktericidne
uCinke. Oni inhibiraju rast razliCitih bakterija, ukljuCuju¢i oralne patogene poput
Porphyromonas gingivalis i Fusobacterium nucleatum. Karotenoidi poput B-karotena i
astaksantina posjeduju antibakterijska svojstva te su korisni zbog svojih antioksidativnih i
zastitnih u€inaka. Fikobiliproteini poput fikocijanina iz Spiruline i fikoeritrina iz Porphyridium su
vodotopljivi pigmenti s antimikrobnim, protuupalnim, antioksidativnim i antivirusnim

svojstvima. UCinkoviti su protiv ljudskih patogena ukljuCujuéi Streptococcus sp.,
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Staphylococcus sp., E. coli, Bacillus sp. i Pseudomonas sp. (Jyotirmayee i sur., 2014). Kokou
i sur. (2011) istrazivali su antimikrobnu aktivnost odredenih sojeva mikroalgi. Otkriveno je da
C. minutissima, T. chuii, A. platensis, Nannochloropsis sp. i Isochrysis sp. pokazuju
antibakterijsku aktivnost protiv bakterijskih sojeva V. algino lyticus, V. lentus, V. splendidus, V.
scophthalmi, V. parahaemolyticus i V. anguillarum. Nadalje, antibakterijska aktivnost bila je
prisutna bez obzira na prisutnost ili odsutnost svjetlosti, ukazujuci da nije uzrokovana kisikovim
radikalima proizvedenima tijekom fotosinteze. Svi sojevi mikroalgi pokazali su znacajnu
antibakterijsku aktivnost, pri ¢emu su brojevi bakterija na kraju eksperimentalnog razdoblja
(96—120 sati nakon inokulacije) bili barem 1000 puta manji od kontrolne skupine. Mikroalge
su istrazene zbog sposobnosti inhibicije rasta algi, 5to ih €ini prirodnim algecidima za kontrolu
Stetnog cvjetanja mora. Spojevi poput klorelina pokazali su u€inkovitost u suzbijanju rasta algi.
Takoder su pokazale obecéavajuée rezultate u borbi protiv protozoalnih bolesti. Pokazuju
antiprotozoalnu aktivnost protiv patogena poput Trypanosoma i Leishmania. U antimalarijskim
istrazivanjima  ekstrakti algi pokazali su inhibicijske ucinke protiv uzro€nika malarije
Plasmodium falciparum. Spojevi poput fukoksantina istiCu se svojim potencijalom za razvoj

novih antimalarijskih lijekova (Sanmukh, 2014).

2.3.3. Antioksidacijska aktivnost

Antioksidansi imaju klju¢nu ulogu u zastiti bioloskih sustava i vaznih spojeva od oksidativnih
oStecenja koja uzrokuju slobodni radikali. Mnogi prirodni antioksidansi koriste se u kozmetici
kako bi se zastitili sastojci od oksidacije. Mikroalge su redovito izlozene reaktivnim kisikovim
vrstama (ROS) $to ih poti€e da razvijaju razne antioksidativnhe komplekse i mehanizme obrane
(Dolganyuk i sur., 2020). Iz tog razloga su temeljito prou¢avane te su pronadene korelacije
izmedu antioksidativnih sposobnosti i spojeva izoliranih iz mikroalgi poput karotenoida,
fenolnih spojeva, galne kiseline i vitamina E. Chloromonas sp. i Botryidiopsidaceae sp.
pokazuju snazne antioksidativne sposobnosti slicne vitaminu C. Razli€ite vrste, ukljuujuéi
Chlorellu i Tetraselmis, pokazuju snaznu inhibiciju peroksidacije lipida i superoksidnih radikala
(Coulombier i sur., 2021). Karotenoidi i peptidi dobiveni iz mikroalgi dobro su poznati
antioksidansi koji pomaZzu u spre€avanju ostecenja stanica neutralizirajuci reaktivne kisikove
vrste (ROS) poput superoksidnog aniona, vodikovog peroksida i hidroksilnih radikala.
Karotenoidi neutraliziranjem ROS i slobodnih radikala Stite ljudske stanice od upalnih i
metabolickih problema, preranog starenja, kardiovaskularnih bolesti, artritisa i raka. Prema
istrazivanjima, povec¢anje unosa specifi¢nih antioksidansa poput astaksantina moze pomoc¢i u

prevenciji dijabetesa tipa 2, smanjenju sistolickog tlaka te zastiti od bolesti povezanih s
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metabolickim sindromima, aterosklerozom, neurodegenerativnim poremecajima i
kardiovaskularnim bolestima. Adekvatan unos B-karotena moZe smanijiti slobodne radikale
povezane s rakom te obnoviti funkciju antioksidativnih enzima u jetri. To pomaze u zastiti
jetrenih stanica od toksi¢nih spojeva (ksenobiotika), ¢ime se poboljSava opée zdravlje jetre
(Lucakova i sur., 2022). Guedes i sur. (2013) su u svom istraZivanju ustanovili da S. obliquus
pokazuje posebno visoku antioksidativnu aktivnost. Ta antioksidativna aktivnost procijenjena
alternativnim metodama poput &iScenja slobodnih radikala, kemijske zastite deoksiriboze i
DNA te bioloSke zastite bakteriofaga tijekom infekcije Salmonelom povezuje se s luteinom.
Osim toga, ekstrakt bogat antioksidansima iz soja S. obliquus ne pokazuje nikakav mutageni

ucdinak.

2.3.4. Imunomodulacijska aktivnost

Imunomodulacija obuhvaca sve postupke koji mijenjaju ili moduliraju imunolo$ki odgovor u
terapeutske svrhe. Tako, imunomodulacija uklju€uje aktivaciju imunolo$kog sustava kako bi
se smanijili upalni procesi (npr. imunoloski odgovor na ozljede i infekcije) i borilo protiv bolesti
poput mikrobnih infekcija (npr. cijepljenje protiv patogenih agenasa) (Riccio i Lauritano, 2019).
Mikroalge i cijanobakterije izvor su raznovrsnih metabolita s protuupalnim svojstvima koji
ciljaju razli¢ite mehanizme uklju¢ene u razvoj upale. Ovi bioaktivni spojevi utje€u na proupalne
citokine, modulatore interakcije stanica, enzime koji proizvode kemokine te enzime ukljucene
u proizvodnju i CiS¢enje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS). Kemijska raznolikost protuupalnih
sredstava ekstrahiranih iz ovih izvora isti¢e njihov potencijal za otkrivanije lijekova. lako studije
o0 mehanizmima izoliranih spojeva pokazuju obecavaju¢e rezultate, daljnja istrazivanja
posebno u predklinickom razvoju liiekova nuzna su za buduée primjene (Tabarzad i sur.,
2020). Spirulina sp. poznata je po bogatom nutritivnom profilu i terapijskim ucincima te
pokazuje protuupalna svojstva. Jedan od njenih karakteristiCnih spojeva je fikocijanin koiji
djeluje inhibiraju¢i na formiranje proupalnih citokina poput TNF-a, smanjujuéi proizvodnju
prostaglandina E(2) te inhibirajuéi izrazaj ciklooksigenaze-2. Osim toga, Spirulina sadrzi -
karoten, koji ometa transkripciju upalnih citokina poput IL-1B, IL-6 i IL-12 u stimuliranim
staniénim linijama makrofaga. StoviSe, biomasa Spirulina potice rast probiotickih bakterija
poput Lactobacillus casei, Streptococcus thermophilus, Bifidobacteria i Lactobacillus
acidophilus. Ova prebiotiCka svojstva pripisuju se ne samo polisaharidima, vec i
monosaharidima, enzimima, polinezasi¢enim masnim kiselinama (PUFA), peptidima i
polifenolima prisutnim u Spirulini (Dolganyuk i sur., 2020). Morske dijatomeje poput Porosira

glacialis, Cylindrotheca closterium i Phaeodactylum tricornutum, kao i dinoflagelat
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Amphidinium carterae, te zelene mikroalge D. bardawil i D. tertiolecta pokazuju protuupalne
uCinke. Ove vrste dokazano su smanjile razine tumorskog faktora nekroze (TNF-a) i ogranicile
sintezu dusSikovog oksida u makrofagima, $to ukazuje na protuupalno djelovanje. Lutein,
astaksantin, EPA, DHA i sulfatirani polisaharidi su pokazali protuupalno djelovanje. Nekoliko
mikroalgi pokazalo je sposobnost moduliranja imunoloskog sustava kod ljudi i Zivotinja, iako
Cesto nisu poznati to€ni aktivni kemijski spojevi koji sudjeluju u modulaciji. Polisaharidni
ekstrakti iz C. stigmatophora potaknuli su makrofage in vitro i in vivo u modelima mieva.
Sulfatirani egzopolisaharidi iz Gyrodinium impudicum su aktivirali makrofage, dok su
sulfatirani polisaharidi iz Tribonema sp. povecali preZivljavanje makrofaga i ekspresiju
citokina. Prehrambeni dodaci koji sadrze mikroalge poput D. salina i Tetraselmis chuii takoder
su pokazali poboljSanje imunoloSkog odgovora povecanjem aktivnosti stanica ubojica i

makrofaga te poboljSanjem ekspresije gena povezanih s imunitetom (Riccio i Lauritano, 2019).
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3. ZAKLJUCCI

1. Uzgoj mikroalgi predstavlja podrucje s velikim potencijalom za industrijsku
primjenu zahvaljujuéi brzom rastu i minimalnim zahtjevima za uzgo;j.

2. Razli¢iti nacini uzgoja: heterotrofni, fotoautotrofni, miksotrofni i fotoheterotrofni,
pruzaju fleksibilnost u optimizaciji proizvodnje, dok moderni sustavi kao $to su
fotobioreaktori omogucuju preciznu kontrolu uvjeta uzgoja. Prilagodba uvjeta kao
Sto su svjetlost, temperatura, pH i salinitet dodatno poboljSava ucinkovitost
proizvodnje.

3. Mikroalge predstavljaju izuzetno bogat izvor raznovrsnih biokemijskih spojeva kao
Sto su lipidi, polisaharidi, proteini, vitamini i pigmenti.

4. Mnogi spojevi poput fukoksantina, astaksantina, laminarina, karotenoida i
polisaharida, pokazuju obecavajuée ucinke u borbi protiv stanica raka, patogenih
mikroorganizama, oksidativhog stresa te u modulaciji imunoloSkog odgovora.

5. Daljnja istrazivanja su nuzna kako bi se bolje razumjeli mehanizmi djelovanja ovih
spojeva, optimizirala njihova proizvodnja te testirali njihovi terapijski ucinci na
ljudsko zdravlje. S obzirom na rastuci globalni problem otpornosti na lijekove i
potrebu za novim terapijskim opcijama, mikroalge predstavljaju obecéavajuce

podrucje za buduca istrazivanja i razvoj novih terapija.
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