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Wykaz skrotow stosowanych w pracy

DAD - detektor z matryca diodowa (ang. Diode Array Detector)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy ( ang. Deoxyribonucleic Acid)

EAE - ekstrakcja z hydroliza enzymatyczna (ang. Enzyme Assisted Extraction)

FT-IR - spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (ang. Fourier
Transform Infrared Spectroscopy)

GC - chromatografia gazowa (ang. Gas Chromatography)
1H NMR - magnetyczny rezonans jader 'H (ang. Proton Nuclear Magnetic Resonance)

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid
Chromatography)

HPLC-DAD-MS - wysokosprawna chromatografia cieczowa z detektorem z matryca
diodowa sprzezona ze spektrometria mas (ang. High Performance Liquid
Chromatography with Diode Array Detector coupled with Mass Spectrometry)

ICP-OES - optyczna spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w indukcyjnie sprzezonej
plazmie (ang. Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry)

MS - spektrometria mas (ang. Mass Spectrometry)

NNKT - niezbedne nienasycone kwasy tluszczowe (ang. EFA - Essential Fatty Acids)
O/W - emulsja typu olej w wodzie (ang. Oil in Water)

Px — ciSnienie krytyczne

SC-CO:; - dwutlenek wegla w stanie nadkrytycznym (ang. Supercritical CO»)

SFE - ekstrakcja dwutlenkiem wegla w stanie nadkrytycznym (ang. Supercritical Fluid
Extraction)

SPs - siarczanowe polisacharydy (ang. Sulfated Polysaccharides)

TEAC - pojemnos¢ antyoksydacyjna w przeliczeniu na réwnowazniki troloksu (ang.
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

TEWL - przeznaskorkowa utrata wody (ang. Transepidermal Water Loos)
Tk — temperatura krytyczna

UV-VIS - nadfiolet i obszar widzialny (ang. Ultraviolet-Visible)
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1. Wstep

Zwiazki biologicznie czynne sa substancjami, ktére wykazuja okreslone dziatanie,
np.: wzmacniajace, ostabiajace lub modyfikujace, na funkcje fizjologiczne
i metaboliczne organizmu. Wyréznia sie wiele rodzajow aktywnosci biologicznej, m.in.:
antyoksydacyjna, przeciwzapalna, immunostymulujaca, czy antyproliferacyjna. Swiat
substancji bioaktywnych jest bardzo bogaty i obejmuje réznorodne grupy zwiazkéw
chemicznych, takich jak: kwasy tluszczowe, zwiazki fenolowe, karotenoidy, sacharydy,
biatka, terpeny, garbniki, alkaloidy i wiele innych, ktére sa produkowane wskutek
naturalnych proceséw w roslinach, jako ich metabolity, czyli organiczne i nieorganiczne
produkty przemian chemicznych zachodzacych w komérkach. Ekstrakty roslinne
od wiekéw sa chetnie wykorzystywane przez ludzkosé w medycynie, farmacji, przemysle
kosmetycznym, czy tez spozywczym.

Naturalnym zrodlem zwigzkéw bioaktywnych sa réwniez glony. Morskie gatunki alg
sa znanym i cenionym surowcem zawierajacym karotenoidy, kwasy tluszczowe,
polisacharydy, aminokwasy, tokoferole, flawonoidy i inne substancje o aktywnosci
biologicznej, wobec czego znajduja one zastosowanie jako skladniki kosmetykow, lekow,
suplementéw diety i zywnosci. Natomiast sklad chemiczny glonéw stodkowodnych jest
dotychczas bardzo stabo poznany, o czym dowodzi niewielka liczba artykulow
naukowych na ten temat. Dlatego tez w niniejszej pracy doktorskiej zostaly postawione
pytania: czy biomasa glonéw stodkowodnych moze stanowi¢ potencjalny nowy surowiec,
bogaty w zwiazki biologicznie czynne? Jakie substancje bioaktywne sa zawarte
w makroglonach slodkowodnych? Ktora metoda ekstrakcji jest najlepsza
do izolacji okreslonych substancji?

Nadrzednym celem pracy bylo opracowanie i optymalizacja metod izolacji
dobranych do konkretnych grup zwiazkoéw bioaktywnych zawartych w zielenicach.
Badane w pracy gatunki stodkowodnych makrozielenic wystepuja masowo w wodach
srodladowych na terenie Polski. Brak koncepcji wykorzystywania ich biomasy stanowit
punkt wyjScia do rozpoczecia badan nad zawartoscia substancji bioaktywnych w tych
glonach. Poznanie sktadu chemicznego wyselekcjonowanych gatunkéw makrozielenic
stwarza mozliwosé efektywnego zagospodarowania do celow przemystowych tych
surowcow, powstajacych w duzych ilosciach w zbiornikach wodnych.

Badania podjete w pracy doktorskiej mialy na celu wykazanie, ze biomasa
wybranych stodkowodnych makroglon6w moze stanowi¢ nowy surowiec, bogaty
w roznorodne zwiazki biologicznie czynne. Analiza skladu chemicznego niezbadanych
dotychczas gatunkéw glonéw stodkowodnych, a takze wlasciwosci antyoksydacyjnych
i kosmetycznych uzyskanych z nich ekstraktéow, moze przyczyni¢ sie do odkrycia
nowych naturalnych surowcéw, ktére maja szanse zosta¢ wykorzystane w przysztosci

np. w przemysle kosmetycznym.
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2.Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku
polskim

W prezentowanej rozprawie doktorskiej przedstawiono podsumowanie wynikéow
badan prowadzonych w ramach studium doktoranckiego w okresie od 2013 do 2017
roku. Wyniki zostaly zaprezentowane w formie czterech oryginalnych artykulow
naukowych [Zalaczniki I-IV]. W sklad dysertacji wchodzi rowniez jeden artykut
przegladowy [Zalacznik V] oraz jeden rozdzial monografii naukowej [Zalacznik VI].

Biomasa glonéw morskich jest naturalnym surowcem, bogatym w réznorodne
zwiazki biologicznie czynne, dzieki czemu jest z powodzeniem wykorzystywana w wielu
galeziach przemystu, m.in.: kosmetycznym, farmaceutycznym i spozywczym.
Natomiast w danych literaturowych trudno znalez¢ informacje o skladzie chemicznym
glonow stodkowodnych, co swiadczy o tym, ze ich wlasciwosci sa dotychczas stabo
poznane [Zalaczniki V i VI|. Wiekszos¢ badan dotyczacych glonéw koncentruje sie
bowiem na charakterystyce substancji bioaktywnych w algach morskich. Wedlug
danych z bazy Web of Science z dnia 01.06.2017 r. istnieja tylko 3 publikacje
zawierajace stowa kluczowe: ,stodkowodne makroglony”, ,zwigzki bioaktywne”,
podczas gdy analogicznych artykulow na temat glonow morskich jest az 358. Obiektem
badan prowadzonych w trakcie studiow doktoranckich byly trzy gatunki
stodkowodnych makrozielenic: Cladophora glomerata, Ulva flexuosa i Chara fragilis.
Glony te wystepuja masowo w wodach srodladowych w Polsce, stanowiac tym samym
zbedny balast w zbiornikach wykorzystywanych rekreacyjnie. Biomasa badanych
glonow nie znalazta dotychczas zastosowania praktycznego w przemysle, jak rowniez
byla w znikomym stopniu przebadana w zakresie zawartosci substancji czynnych.
A zatem punktem wyjScia do zapoczatkowania eksperymentéw zrealizowanych
w ramach przedstawionej pracy doktorskiej byl zaré6wno brak wynikéw badan
nad skladem chemicznym slodkowodnych zielenic, jak i zagospodarowania tych
naturalnych surowcow.

Celem podjetych eksperymentow byta izolacja, analiza jakosciowa i iloSciowa
zwiazkow biologicznie czynnych w glonach stodkowodnych, jak rowniez okreslenie
wlasciwosci antyoksydacyjnych oraz kosmetycznych otrzymanych z nich ekstraktow.
Najistotniejszym etapem badan bylo opracowanie skutecznych i wydajnych metod
izolacji substancji bioaktywnych z glonow. W tym celu wykorzystywane byly rézne
techniki, tj. ekstrakcja: klasyczna w aparacie Soxhleta, dwutlenkiem wegla w stanie
nadkrytycznym (SFE; ang. Supercritical Fluid Extraction), z hydroliza enzymatyczna
(EAE; ang. Enzyme Assisted Extraction), a takze ekstrakcja poprzez mineralizacje
mikrofalowa. Zastosowanie réznych metod ekstrakcji mialo na celu wyselekcjonowanie
i dobor najbardziej wydajnej techniki do izolacji odpowiednich substancji biologicznie

czynnych. Ekstrakcja SFE okazala sie by¢ najbardziej wydajna metoda w przypadku
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izolacji kwasow tluszczowych =z badanych glonéw [Zalacznik I]. Natomiast
zoptymalizowana metoda SFE z wykorzystaniem etanolu jako modyfikatora pozwolila
na otrzymanie wyciagbw o wysokiej zawartoSci karotenoidéw 1 zwiazkéw
polifenolowych (polifenoli), charakteryzujacych sie silna aktywnoscig antyoksydacyjna
[Zalacznik II|. Klasyczna ekstrakcja goraca woda polaczona z hydroliza enzymatyczna
umozliwila wydajna izolacje siarczanowych polisacharydéw [Zalacznik III]. Z kolei
ekstrakcja poprzez mineralizacje na mokro w piecu mikrofalowym zostala
wykorzystana do analizy pierwiastkowej biomasy glonéw [Zalacznik I].

Analiza wybranych zwiazkow bioaktywnych w biomasie glonéw slodkowodnych
z wykorzystaniem roznych metod badawczych stanowila kolejny cel naukowy niniejszej
pracy doktorskiej. Przeprowadzone zostaly oznaczenia takich substancji biologicznie
czynnych jak: kwasy thluszczowe, karotenoidy, siarczanowe polisacharydy, zwigzki
fenolowe, z uwzglednieniem analizy jakosciowej i iloSciowej. W zaleznosci od rodzaju
badanych zwiazkéw wykorzystywane byly rézne metody analityczne: spektrofotometria
UV-VIS, chromatografia gazowa (GC), wysokosprawna chromatografia cieczowa
z detekcja UV-VIS sprzezona ze spektrometria mas (HPLC-DAD-MS), analiza
elementarna, spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (‘H NMR) oraz
spektroskopia w podczerwieni (FT-IR). Dodatkowo zbadany zostal sklad makro-
i mikroelementéw w biomasie glonéw za pomoca techniki optycznej spektrometrii
emisyjnej ze wzbudzeniem w indukcyjnie sprzezonej plazmie (ICP-OES). Wyniki
przeprowadzonych analiz wskazuja na bogaty sklad substancji czynnych w badanych
zielenicach. Przykladowo, w gatunku C. glomerata wykryto liczne kwasy thuszczowe
nasycone i nienasycone, m.in. unikalny kwas palmityno-oleinowy [Zalacznik I|. Z kolei
zielenica C. fragilis charakteryzowala sie szczegélnie duza iloScig polifenoli
i karotenoidow, w tym fukoksantyny i luteiny, ktore sa silnymi antyoksydantami
[Zalacznik II|. Ponadto w C. glomerata i U. flexuosa po raz pierwszy wykryto obecnos¢é
siarczanowych polisacharydow typu ulvanow [Zalacznik III|. Biomasa C. glomerata
okazala sie by¢ zrédtem licznych makro- i mikroelementow, w szczegélnosci zawierala
duze iloSci wapnia, potasu i magnezu [Zalacznik I|. Warto podkresli¢, ze wiekszos¢
z opisanych w pracy zwigzkow zostala wykryta po raz pierwszy w badanych gatunkach
stodkowodnych makrozielenic.

Wykazanie, ze ekstrakty z wyselekcjonowanych makroglonéw stodkowodnych
moga stanowi¢ nowy surowiec dla przemystu kosmetycznego, to ostatni cel pracy.
Aby to udowodni¢ przeprowadzona zostala analiza wlasciwosci antyoksydacyjnych
w warunkach in vitro wybranych wyciggow glonowych za pomoca metody TEAC (ang.
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Okazalo sie, ze ekstrakty z gatunku
U. flexuosa cechowaly sie najwiekszym potencjatem przeciwutleniajacym [Zalacznik
II]. Ostatni etap pracy dotyczyt badan in vivo preparatéw kosmetycznych z dodatkiem
wybranych ekstraktéow. Badaniu poddano emulsje kosmetyczna typu O/W
(olej w wodzie) zawierajaca ekstrakt z C. glomerata. Okreslono wplyw tego wyciagu
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na zmiany stopnia nawilzenia oraz elastycznosSci skoéry, a takze na stabilnosc
produktéow kosmetycznych. Po czterech tygodniach aplikacji badanego kremu
wyraznie wzrosto nawilzenie, jak i elastycznosé¢ skoéry, w poréwnaniu do placebo.
Dodatkowo badania wykazaly, ze obecnos¢ wyciggu nie wptyneta na zmiane stabilnosci
emulsji kosmetycznej [Zalacznik IV]. W ten sposéb wykazano wilasciwosci uzytkowe
badanych ekstraktéw glonowych jako nowych surowcéw kosmetycznych.

Realizacja zatozonych celow poshtuzyla opracowaniu odpowiednich metod izolacji
substancji bioaktywnych z niezbadanych dotychczas gatunkéw  glonéw
stlodkowodnych, a takze poznaniu ich skladu chemicznego, wlasciwosci
antyoksydacyjnych i kosmetycznych. Badania przeprowadzone w ramach pracy
doktorskiej moga wiec pozwoli¢ na wypromowanie nowych, naturalnych surowcoéw,
ktore mozna w przysztosci wykorzysta¢ jako skladniki kosmetykéw, czy zywnosci.
Przedstawione badania byly czesciowo realizowane w ramach grantu NCBiR:
PBS1/A1/2/2012 pt. “Innowacyjna technologia ekstraktéw glonowych - komponentéw
nawozéw, pasz i kosmetykow”; cz. 4: "Ocena wlasciwosci uzytkowych ekstraktow

"non

glonowych jako skladnikéw kosmetykow" " (kierownik zadania: prof. dr hab. Grzegorz
Schroeder; koordynator: Politechnika Wroclawska, lider: prof. dr hab. Katarzyna
Chojnacka; realizacja w latach 2012-2015) oraz grantu NCN: 2014/13/B/NZ8/04690,
pt. ,Fizykochemiczne i biologiczne przyczyny ekologicznej dominacji zielenic
nitkowatych w wodach s$rodladowych” (kierownik zadania: prof. UAM dr hab.
Bogustawa Leska; realizacja w latach 2015-2018). Testy aplikacyjne z udzialem
ochotnikow zostaly wykonane w oparciu o zgode Komisji Bioetycznej przy

Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (nr uchwaly:

649/16). Tres¢ uchwaly znajduje sie na stronie 52 pracy.
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3.Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku
angielskim

In the presented doctoral dissertation a summary of the results of the research
conducted in the period from 2013 to 2017, as part of a PhD study, is featured.
The results are presented in the form of four original scientific articles [Appendices
I-IV]. The dissertation also includes one review article [Appendix V]| and one chapter
of scientific monograph [Appendix VI]|.

Biomass of marine algae is a natural raw material, rich in various bioactive
compounds, hence, it is successfully used in many industries, e.g.: cosmetic,
pharmaceutical and food industry. On the other hand, it is difficult to find information
in the literature about chemical composition of freshwater algae, which indicates
that their properties have been poorly scrutinized so far [Appendices V and VI|.
The majority of study concerning algae focus on the characteristics of bioactive
substances in marine algae. According to the data from Web of Science database
of 01.06.2017 there are only 3 publications containing keywords: "freshwater
macroalgae”, “bioactive compounds", while there are as many as 358 analogical articles
about marine algae. The object of the research conducted during the PhD study were
three freshwater green macroalgae species: Cladophora glomerata, Ulva flexuosa
and Chara fragilis. These algae occur in large quantities in inland waters in Poland,
thus they constitute unnecessary ballast in recreational waters. The biomass
of the studied algae has not found any practical application in the industry yet, as well
as it has been negligibly examined in the terms of the content of bioactive substances.
Thus, the starting point for the experiments carried out within the scope of the present
doctoral thesis was both the lack of research results on the chemical composition
of freshwater green algae and the lack of utilization of these natural raw materials.

The aim of the undertaken experiments was isolation, qualitative and quantitative
analysis of biologically active compounds in freshwater algae, as well as determination
of antioxidant and cosmetic properties of obtained extracts. The most important step
in the research was to develop effective and efficient methods for the isolation
of bioactive substances from algae. For this purpose, different techniques were used,
i.e. extraction: classical in Soxhlet apparatus, with supercritical carbon dioxide (SFE;
Supercritical Fluid Extraction), with enzymatic hydrolysis (EAE; Enzyme Assisted
Extraction), as well as extraction by microwave mineralization. The application of diverse
extraction methods was aimed to select and choose the most effective technique for the
isolation of proper biologically active compounds. SFE extraction turned out to be the
most efficient method in the case of fatty acids isolation from the studied algae
[Appendix I]. Whereas the optimized SFE method using ethanol as a modifier let

to obtain extracts with high carotenoids and polyphenolic compounds (polyphenols)

19



content, characterized by high antioxidant activity [Appendix II|. Classical hot water
extraction combined with enzymatic hydrolysis let for efficient isolation of sulfated
polysaccharides [Appendix III]. On the other hand, the extraction by wet mineralization
in a microwave oven was used for elements analysis of algae biomass [Appendix I].

The analysis of selected bioactive compounds in the biomass of freshwater algae
using different research methods was another scientific objective of this doctoral
dissertation. There were conducted determinations of such biologically active
substances as: fatty acids, carotenoids, sulfated polysaccharides, phenolic compounds,
taking into account qualitative and quantitative analysis. Depending on the type
of investigated compounds, different analytical methods were used: UV-VIS
spectrophotometry, gas chromatography (GC), high performance liquid chromatography
with UV-VIS detection coupled with mass spectrometry (HPLC-DAD-MS), elemental
analysis, nuclear magnetic resonance spectroscopy (!H NMR) and infrared spectroscopy
(FT-IR). Additionally the composition of macro- and micronutrients was investigated
in algae biomass using the technique of inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP-OES). The results of performed analysis show a rich composition
of active substances in the tested green algae. For example, many types of saturated
and unsaturated fatty acids were found in C. glomerata species, e.g. unique palmitoleic
acid [Appendix I]. Afterwards, the green alga C. fragilis was characterized
by a particularly high amounts of polyphenols and carotenoids, including fucoxanthin
and lutein which are strong antioxidants [Appendix II]. Moreover, the presence
of sulfated polysaccharides of the ulvan type was detected in C. glomerata
and U. flexuosa for the first time [Appendix III|. The biomass of C. glomerata turned out
to be a source of numerous macro- and micronutrients, in particular it contained large
amounts of calcium, potassium and magnesium [Appendix I]. It is worth emphasizing
that most of the compounds described in the thesis were detected for the first time
in the studied freshwater green macroalgae species.

The demonstration that extracts of selected freshwater macroalgae can be a new raw
material for the cosmetic industry is the final goal of the thesis. To prove this, in vitro
analysis of antioxidant properties of selected algae extracts was performed using
the TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) method. It turned out that
the extracts from U. flexuosa species were characterized by the highest antioxidant
potential [Appendix II]. The last stage of research involved in vivo studies of cosmetic
formulas with the addition of selected extracts. An O/W (oil in water) emulsion type
containing C. glomerata extract was put to the test. The effect of this extract
on the changes in skin hydration and elasticity as well as on the stability of cosmetic
products was determined. After four weeks of the tested cream application, skin
hydration significantly increased, so did skin elasticity, compared to placebo.

In addition, the studies showed that the presence of the extract did not influence
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the change of the cosmetic emulsion stability [Appendix IV]. In this way, the usable
properties of algae extracts as new cosmetic raw materials have been demonstrated.
The realization of the goals was used to develop appropriate isolation methods
of bioactive substances from unexplored till now freshwater algae, as well as to get
to know their chemical composition, antioxidant and cosmetic properties. Thus,
research conducted in the framework of the doctoral dissertation may allow
the promotion of new natural raw materials which can be used in the future
as ingredients of cosmetics or food. The presented studies were partially implemented
within the grant NCBiR: PBS1/A1/2/2012 entitled: “Innovative technology of algae
extracts - fertilizer, feed and cosmetic ingredients"; part 4: "Assessment of the properties
of algae extracts as components of cosmetics" (task leader: Prof. Grzegorz Schroeder,
coordinator: Wroclaw University of Technology, leader: Prof. Katarzyna Chojnacka,
implementation in 2012-2015) and the grant NCN: 2014/13/B/NZ8/04690, entitled:
“Physicochemical and biological causes of ecological dominance of filamentous green
algae in freshwater ecosystems” (task leader: Prof. UAM dr hab. Bogustawa Leska,
realization in 2015-2018). Application tests with the participation of volunteers were
performed on the basis of the consent of the Bioethics Committee of the Karol
Marcinkowski Medical University in Poznan (resolution no: 649/16). The content of the

resolution is on the page 52 of the thesis.
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4.0Opis teoretyczny

4.1. Charakterystyka badanych zielenic
slodkowodnych

Glony, algi (tac. Algae) to okreslenie ekologiczne grupy plechowatych,
samozywnych organizméw zyjacych w srodowiskach wodnych i miejscach wilgotnych.
Cechami wspolnymi dla tych organizmoéw jest obecnos¢ chlorofilu, jednokomoérkowa
lub plechowa budowa ciala oraz wodny tryb zycia [1]. W ujeciu taksonomicznym
wyréoznia sie 11 gromad glonéw: Cyanophyta, Prochlorophyta, Glaucophyta,
Rhodophyta, Heterokontophyta, Haptophyta, Cryptophyta, Dinophyta, Euglenophyta,
Chlorarachniophyta i Chlorophyta [2]. Glony 2z grupy zielenic (Chlorophyta)
charakteryzuja sie wysoka zawartoscig chlorofilu a i b, natomiast ich substancja
zapasowsa jest gloéwnie skrobia [3]. Zielenice wystepuja powszechnie w wodach
slodkich, jak réwniez slonych. Wedlug Lewisa i McCourta zielenice dzielone sa na dwie
réownorzedne gromady: Chlorophyta i Charophyta [4].

Cladophora glomerata (L.) Kutz. (galezatka klebiasta) jest makroglonem
nalezacym do gromady zielenic nitkowatych (Chlorophyta, Ulvophyceae),
charakteryzujacych sie silnie rozgatezionymi plechami (Rys. 1) [5]. Zielenice z rodzaju
Cladophora bytuja zaréwno w sSrodowiskach stodkowodnych, jak i morskich.
C. glomerata jest gatunkiem kosmopolitycznym, wystepujacym masowo w wodach
S§rodladowych Polski: stawach, jeziorach i rzekach, w postaci mat unoszacych sie
na wodzie [60]. Biomasa glonéw z gatunku C. glomerata wykorzystywana do badan
w niniejszej pracy doktorskiej byla zbierana ze zbiornikéw wodnych zlokalizowanych
na terenie wojewododztwa wielkopolskiego. Glownymi punktami poboru glonéw bylo
Jezioro Oporzynskie (N52°55', E17°9') i rzeka Nielba (N52°48', E17°12'). W trakcie
prowadzonych prac zaobserwowano bowiem systematyczne, coroczne pojawianie sie
duzej ilosci biomasy C. glomerata w opisanych zbiornikach wodnych. W szczegoélnosci
dotyczylo to Jeziora Oporzynskiego, gdzie co roku notowano formowanie sie
znaczacych ilosci biomasy C. glomerata w postaci mat.

Zdecydowana wiekszos¢ badan prowadzonych nad zwiazkami biologicznie
czynnymi zawartymi w zielenicach C. glomerata dotyczyla morskich gatunkoéw tych
glonéw [7, 8]. Dotychczas przeprowadzono niewiele eksperymentéw odnosnie skladu
chemicznego slodkowodnych glonéw C. glomerata, niemniej jednak wykryto w nich
m.in.: kwasy thluszczowe, steroidy [9], karotenoidy [10] i polifenole [11]. Zagadnienie
aktualnego stanu wiedzy na temat substancji biologicznie czynnych obecnych
w stodkowodnych zielenicach C. glomerata zostalo obszernie opisane w Zalaczniku V.

W badaniach przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej dokonano zlozonej
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charakterystyki biochemicznej stodkowodnych glonéw C. glomerata wystepujacych
w wodach srédladowych Wielkopolski. W Zalaczniku I przedstawiono wyniki analiz
makrolementéw, mikroelementéw, aminokwaséw oraz kwasow thuszczowych
w badanych glonach. Biomasa slodkowodnych makrozielenic C. glomerata jest zrédltem
wielu makro- i mikroelementéw (w szczeg6lnosci zawierala duze iloSci wapnia, a takze
potasu i magnezu), aminokwaséw (w najwiekszych ilosciach wystepowal kwas
glutaminowy), jak réwniez kwasow thluszczowych (zar6wno nasyconych,
jak i nienasyconych). Zostaly wykryte nastepujace kwasy nasycone (malejaco wedtug
ilosci): kwas palmitynowy (C16:0; dominujacy kwas nasycony), mirystynowy (C14:0),
pelargonowy (C9:0) i stearynowy (C18:0). Sposréd kwasoéw nienasyconych wykryto
kolejno: kwas oleinowy (C18:1 [n-9]; dominujacy kwas nienasycony), linolowy (C18:2
[n-6]), a-linolenowy (C18:3 [n-3]), palmityno-oleinowy (C16:1 [n-7]), stearydynowy
(C18:4 [n-3]), arachidonowy (C20:4 [n-6]) oraz eikozapentaenowy (C20:5 [n-3]). Bogaty
sklad kwaséw thluszczowych, w szczeg6lnosci kwaséw jedno- i wielonienasyconych,
warunkuje prozdrowotne dzialanie ekstraktéw z C. glomerata, m.in. przeciwzapalne
i antyoksydacyjne [12, 13]. Ponadto, badania przedstawione w opisanym artykule
pokazuja, ze ekstrakcja SFE jest znacznie bardziej wydajna metoda izolacji kwaséw
tluszczowych z C. glomerata, niz klasyczna ekstrakcja w aparacie Soxhleta
z wykorzystaniem réznych rozpuszczalnikéw. W kolejnej pracy [Zalacznik II] opisano
oznaczanie chlorofili, karotenoidow i1 zwigazkéw polifenolowych w ekstraktach
z C. glomerata, z wykorzystaniem ekstrakcji SFE z dodatkiem etanolu jako
modyfikatora. Metoda SFE zostala zoptymalizowana w celu uzyskania wyciggéw
o jak najwiekszej zawartosci karotenoidoéw i polifenoli. W badaniach tych po raz
pierwszy zostala wykryta fukoksantyna (karotenoid o silnych wlasciwosciach
antyoksydacyjnych, charakterystyczny dla brunatnic) oraz astacen
w slodkowodnych glonach C. glomerata. Innym nowatorskim odkryciem bylo
opracowanie metody ekstrakcji goraca woda w polaczeniu z hydroliza enzymatyczna
oraz pierwsza tego typu izolacja siarczanowych polisacharydow (typu ulvanéw)

ze stodkowodnego gatunku C. glomerata [Zatacznik III].
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Rys. 1. Cladophora glomerata: plecha przed suszeniem (A) i po suszeniu (B);
rozgatezione komorki - zdjecie z mikroskopu Swietlnego Zeiss Axioskop 2 MOT (C);
maty na Jeziorze Oporzyriskim (D); autor: Marta Pikosz.

Ulva flexuosa subsp. pilifera (Kutz.) (blonica oszczepowata) réwniez nalezy
do gromady zielenic nitkowatych (Chlorophyta, Ulvophyceae). Jest jednoroczna
zielenicg plechowata, najpowszechniej wystepujaca w wodach morskich [14].
Srodowiskiem wystepowania tego gatunku sa réwniez ekosystemy slonawe (estuaria)
i slodkowodne (jeziora, stawy i rzeki). Plechy U. flexuosa (Rys. 2) maja forme
tasmoksztaltnych rurek pustych w §rodku. Jest to gatunek kosmopolityczny, tworzacy
duza biomase w zbiornikach stodkowodnych na terenie Polski [1]. Miejscem
wystepowania corocznych zakwitow U. flexuosa w Wielkopolsce jest rzeka Nielba, skad
pobierano préby do badan.

W literaturze brakuje danych na temat skladu chemicznego stodkowodnych
glonow U. flexuosa. Wigekszos¢ przeprowadzonych badan dotyczy morskiego gatunku
U. lactuca, w ktérym wykryto m.in.: glikozydy, proteiny, taniny, terpenoidy, steroidy,
flawonoidy i inne zwiazki fenolowe, weglowodany [15, 16], a takze siarczanowe
polisacharydy — ulvany [17]. Morskie zielenice z gatunku U. flexuosa sa réwniez
zrodlem ulvanoéw [17], zwiazkéw fenolowych, tanin i glikozydéw [18]. W Zalaczniku III
opisano pierwsza izolacje siarczanowych polisacharydow typu ulvanow
ze slodkowodnych zielenic U. flexuosa. Natomiast w Zalaczniku II przedstawiona
zostala analiza zwiazkoéw fenolowych, chlorofili i karotenoidow w tym samym
stodkowodnym gatunku. Przeprowadzone badania pozwolily na identyfikacje dwéch
karotenoidow: deinoksantyny i sifonoksantyny w ekstraktach ze stodkowodnych
glonéw U. flexuosa. Obecnos¢ opisanych substancji w U. flexuosa warunkuje

wlasciwosci przeciwutleniajace wyciagéw z tego glonu, co réwniez zostalo opisane
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w Zalaczniku II. Ekstrakty z U. flexuosa charakteryzowaly sie najwiekszym

potencjalem antyoksydacyjnym sposrod innych badanych makrozielenic.

ot

Rys. 2. Ulva flexuosa: plecha (A);
maty w rzece Nielbie (B); autor: Marta Pikosz.

Chara fragilis A.N. Desvaux to ramienica krucha nalezaca do gromady ramienic
(Charophyta, Charophyceae). Jest makroglonem o silnie rozgatezionej, kruchej plesze,
inkrustowanej weglanem wapnia. W ogélnym pokroju ramienice przypominajg
skrzypy. Glony te wystepuja zaréwno w srodowiskach stono-, jak i stodkowodnych.
Jako gatunek kosmopolityczny C. fragilis wystepuje powszechnie w Polsce, najczesciej
w strefie pojezierzy, jak réwniez w Baltyku [19]. Biomasa C. fragilis wykorzystywana
do badan byla pobierana z Jeziora Wielkowiejskiego (N52°17°48.9”, E16°39°37.7”)
(Rys. 3).

Charakterystyka biochemiczna stodkowodnych gatunkéw z rodzaju Chara jest
bardzo stabo poznana. Dotychczas okreslono jedynie obecnosé¢ kwaséw thuszczowych,
steroli [20], a takze niektorych karotenoidow, takich jak: luteina, neoksantyna,
zeaksantyna, wiolaksantyna, fukoksantyna, -, a- i y-karoten [21] w slodkowodnych
gatunkach Chara. Wiedza na temat zwiazkow bioaktywnych w tych glonach,
a co za tym idzie — ich potencjalnych wlasciwosci, jest znikoma. Dlatego tez podjeto
badania w celu oznaczenia substancji biologicznie czynnych w stodkowodnym glonie
C. fragilis [Zalacznik II|. Wyniki badan wykazaly obecno$¢ licznych karotenoidéw:
fukoksantyny, mikromonolu, astacenu, luteiny, cytranaksantyny  oraz
maktraksantyny, a takze polifenoli w C. fragilis. Warto podkresli¢, ze badania te miaty
charakter pionierski i wiekszoS§¢ z opisanych zwiazkow zostata wykryta po raz pierwszy
w badanych makroglonach stodkowodnych. Gatunek C. fragilis cechowal sie
najwieksza zawartoScia analizowanych substancji (karotenoidéw, polifenoli) sposrod
innych badanych makrozielenic. A zatem badania te wskazuja na najwiekszy potencjal
gatunku C. fragilis, ktéry jest najbogatszym zrodlem zwiazkow bioaktywnych
w poréwnaniu do pozostalych glonéw badanych w pracy. Ponadto wykazano,

ze wyciagi z C. fragilis posiadajg stosunkowo silne wlasciwosci antyoksydacyjne.
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Rys. 3. Chara fragilis: plechy w Jeziorze Wielkowiejskim (A, B);
autor: Beata Messyasz.



4.2. Metody izolacji zwiazkow bioaktywnych
z glonow

Ekstrakcja jest procesem umozliwiajacym wyodrebnienie substancji z danego
ukladu na zasadzie dyfuzji, poprzez ich rozpuszczanie w odpowiednim
rozpuszczalniku, a nastepnie oddzielenie od pozostalych skladnikow prébki. Proces
ten polega na przechodzeniu jednego lub wiecej skladnikéw z matrycy (roztworu
lub ciala statego) do drugiej fazy — ekstrahenta (zazwyczaj cieczy). W przypadku izolacji
substancji bioaktywnych 2z biomasy glonéw zwykle mamy do czynienia
z ekstrakcjg w uktadzie cialto state — ciecz. Matryce pierwotna stanowi bowiem biomasa
glonéw (cialo stale), natomiast matryca wtérna (odbierajaca) jest rozpuszczalnik,
zazwyczaj w postaci cieczy lub plynu w stanie nadkrytycznym. We wspoiczesnych
metodach ekstrakcji, jako matryca odbierajaca stosowany jest rowniez gaz lub cialo
state [22].

Kierujac sie kryterium innowacyjnoSci mozna wyrozni¢ klasyczne
oraz nowoczesne techniki ekstrakcyjne. Klasyczne metody  ekstrakgcji,
jak np. ekstrakcja w aparacie Soxhleta, wytrzasanie i maceracja, sa obecnie stopniowo
wypierane przez nowoczesne metody otrzymywania wyciagow roslinnych, glownie
z powodu niskiej wydajnosci pozyskiwania substancji czynnych, jak réwniez dlugiego
czasu przebiegu procesu i duzego zuzycia rozpuszczalnikow. Wspélczesne techniki
ekstrakcji wykorzystuja dziatanie dodatkowych czynnikow fizycznych, badz
chemicznych, takich jak: promieniowanie mikrofalowe, rozpuszczalniki w stanie
nadkrytycznym, enzymy hydrolityczne, ktére powoduja przyspieszenie procesu
ekstrakcji oraz znaczne zwiekszenie jego wydajnosci. Do metod tych nalezy m.in.
ekstrakcja SFE i EAE. Kierunkiem rozwoju nowoczesnych metod ekstrakcji sa zasady
»zielonej chemii”, w tym: zmniejszenie nakladu pracy i energii, ograniczenie zuzycia
rozpuszczalnikow organicznych, emisji gazow, Sciekow i odpadow [22].

W zaleznosci od wlasciwosci fizyko-chemicznych probki oraz substancji
bioaktywnych, ktére maja zosta¢ wyekstrahowane, dobierany jest odpowiedni
rozpuszczalnik, badz mieszanina rozpuszczalnikéw. Wybor ekstrahenta zalezy glownie
od stopnia rozpuszczalnosci w nim danego analitu oraz od latwosci usuniecia go
z ekstraktu. Wydajnos¢ procesu ekstrakcji zalezy réwniez od wlasciwosci samej
matrycy pierwotnej, takich jak rozdrobnienie, czy tez zwiazanie 2z analitem.
W przypadku glonéw bardzo istotne jest odpowiednie przygotowanie prébki do procesu
ekstrakcji. Poprawne postepowanie z biomasa glonéw rozpoczyna sie¢ w zasadzie juz
na etapie pobierania probek ze Srodowiska. Musi sie ono odby¢ w taki sposob,
aby uzyska¢ probke reprezentatywna. Nalezy zatem pobra¢ probki biomasy
z jak najwiekszej liczby punktéw na danym terenie (rzeka, jezioro), z odpowiedniej

glebokosci i najlepiej w tym samym dniu. Nastepnie zebrana biomasa powinna zostac
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przewieziona do laboratorium w mozliwie najkréotszym czasie, w szczelnie zamknietych
plastikowych pojemnikach z woda, w niskiej temperaturze i bez dostepu Swiatla.
W laboratorium biomasa jest wielokrotnie plukana woda destylowana az do momentu
usuniecia wszelkich zanieczyszczen, np. piasku, innych gatunkéw glonéw i roslin
wodnych. Tak oczyszczong biomase poddaje sie analizie mikroskopowej oraz DNA
w celu potwierdzenia przynaleznosci gatunkowej, a nastepnie suszeniu
w temperaturze ok. 40°C az do uzyskania statej masy. Glony muszg zosta¢ wysuszone
w przeciagu 4 godzin od ich poboru, w przeciwnym razie istnieje ryzyko zajscia
procesow gnilnych oraz rozkladu substancji biologicznie czynnych. Kolejnym etapem
jest homogenizacja suchej biomasy, np. za pomoca milynka laboratoryjnego, aby
uzyskac¢ probke laboratoryjna o jak najwiekszym rozdrobnieniu. Otrzymana w ten
spos6b homogeniczna probke poddaje sie nastepnie procesowi ekstrakcji. Nalezy
jednak pamieta¢ o odpowiednim przechowywaniu prébek laboratoryjnych biomasy
glonéw, tj. w ciemnych pojemnikach i niskiej temperaturze (-20°C), z uwagi na fakt,
ze wiele substancji bioaktywnych zawartych w glonach (np. karotenoidy, polifenole) sg
zwiazkami tatwo rozkladajacymi sie pod wplywem swiatla i podwyzszonej temperatury.
Oprécz odpowiednio przygotowanej probki, na wydajnosé procesu ekstrakcji maja
rowniez wplyw inne czynniki, np.: wspoétczynnik dyfuzji i lepkos¢ rozpuszczalnika,
szybkos¢ przenoszenia masy substancji ekstrahowanej z matrycy pierwotnej
do matrycy odbierajacej, czas trwania procesu, temperatura i ciSnienie [22, 23].

Aby uzyskacé¢ ekstrakt z glonow o jak najwiekszej zawartosci substancji
biologicznie czynnych nalezy przede wszystkim dobrac¢ odpowiednia metode ekstrakcji
do wtasciwosci izolowanych zwiazkow. Przykladowo, ekstrakcja SFE jest wydajng
technika w przypadku izolacji kwaséw tluszczowych [Zalacznik I] i karotenoidow
[Zalacznik II] z glonéw stodkowodnych. Natomiast w przypadku siarczanowych
polisacharydéw najlepiej sprawdza sie klasyczna ekstrakcja goraca woda w potaczeniu
z hydroliza enzymatyczna [Zalacznik III|. Opracowywanie nowych metod izolacji
bioaktywnych molekul z biomasy glonow jest bardzo skomplikowane i czasochlonne.
Optymalizacja warunkow ekstrakcji czesto jest przeprowadzana na zasadzie prob
i bledow, ale roéwniez za pomoca programéw komputerowych, np. Statgraphics
Centurion XVI® (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, VA, USA). Programy
te pomagaja w zaprojektowaniu eksperymentu i na podstawie uzyskanych danych
wyliczaja optymalne warunki procesu ekstrakcji, co znaczaco skraca czas pracy.
W kolejnych podrozdzialach zostaly opisane metody ekstrakcji opracowane
w niniejszej pracy doktorskiej w celu izolacji poszczegélnych grup zwiazkéw

biologicznie czynnych z badanych slodkowodnych makrozielenic.
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4.2.1. Ekstrakcja w aparacie Soxhleta

Jedna z najpowszechniej stosowanych technik izolacji substancji bioaktywnych
z glon6éw i roslin jest klasyczna ekstrakcja probek stalych w aparacie Soxhleta
za pomocg rozpuszczalnika. Proces ekstrakcji odbywa sie w obiegu zamknietym, gdzie
probka jest ekstrahowana wielokrotnie, kazdorazowo Swieza porcja ekstrahenta.
Rysunek 4 podstawia zestaw do ekstrakcji z aparatem Soxhleta. Sam aparat Soxhleta
sktada sie z pojemnika szklanego, w ktorym umieszcza sie gilze z bibuly filtracyjnej
wypelniona probka, a takze z rurki przelewowej (syfonu) oraz rurki bocznej, ktéra
umozliwia przeplyw par rozpuszczalnika do chlodnicy. Do aparatu podlacza sie od dotu
kolbe okraglodenng wraz z ekstrahentem, zas od gory - chlodnice zwrotna. Kolba
z rozpuszczalnikiem jest ogrzewana w stanie lagodnego wrzenia. Pary ekstrahenta
przechodza rurka boczna do chlodnicy, gdzie ulegaja schlodzeniu i skropleniu,
natomiast kondensat z chlodnicy wplywa do pojemnika z probka, powoli
go wypelniajac. Ekstrakt przelewa sie do kolby, gdy poziom rozpuszczalnika
w pojemniku osiggnie wysokos¢ rurki bocznej. Proces ten powtarzany jest wielokrotnie

az do calkowitego wyekstrahowania substancji [22].

Rys. 4. Zestaw do ekstrakcji z aparatem Soxhleta: 1 — chlodnica; 2 — aparat Soxhleta;
3 —rurka boczna; 4 — rurka przelewowa; 5 - gilza z probka;
6 — kolba z rozpuszczalnikiem; autor: Joanna Fabrowska.
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Ekstrakcja w aparacie Soxhleta jest bardziej ekonomiczna, niz klasyczna
ekstrakcja przez wytrzasanie, gdyz zuzywa sie w niej znacznie mniejsze ilosci
rozpuszczalnikéw. Mimo, ze technika ta jest procesem dos$¢ powolnym, jest ona
powszechnie stosowana w laboratoriach, jako metoda odniesienia dla innych,
nowoczesnych technik ekstrakcji. Dodatkowa zaleta ekstrakcji w aparacie Soxhleta
jest fakt, ze nie wymaga ona ciaglego nadzoru i pozwala na praktycznie catkowite
wyizolowanie substancji z materialu roslinnego. Jednakze metoda ta jest stopniowo
wypierana przez nowoczesne techniki ekstrakcji z tego wzgledu, ze jest dlugotrwala
i czesto mniej wydajna [22, 24]. W technice ekstrakcji w aparacie Soxhleta stosowane
sg stosunkowo wysokie temperatury, ktore wynikaja z temperatury wrzenia danego
rozpuszczalnika. Z tego wzgledu opisana metoda nie nadaje sie do ekstrakcji
substancji termolabilnych, takich jak karotenoidy i polifenole, czy tez zwigzkow
lotnych. Fakt ten znaczaco limituje zakres zastosowan ekstrakcji w aparacie Soxhleta
do izolacji zwiazkéw trwalych termicznie, Sredniolotnych i nielotnych [22].

W Zalaczniku I opisano przyklad zastosowania ekstrakcji w aparacie Soxhleta
do izolacji kwaséw ttuszczowych z C. glomerata, jako metody porownawczej. Technika
ta sprawdza sie w przypadku ekstrakcji kwasow tluszczowych z glonéw, poniewaz
substancje te sa trwale termicznie, a zatem zastosowanie wysokich temperatur
ekstrakcji nie wplywa na rozklad tych zwiazkéw. Zastosowanymi ekstrahentami byty
etanol i aceton, a czas ekstrakcji wynosit 7 godzin. Wyniki przeprowadzonych badan
wskazujg wyraznie, ze ekstrakcja w aparacie Soxhleta byla znacznie mniej wydajna
metoda izolacji kwasow tluszczowych z C. glomerata niz ekstrakcja SFE. Podobna
sytuacja miata miejsce w przypadku zastosowania heksanu, jako rozpuszczalnika
do ekstrakcji w aparacie Soxhleta [25]. W kolejnej publikacji [Zalacznik III]
zastosowano ekstrakcje w aparacie Soxhleta, jako metode wstepna do oczyszczenia
biomasy glonéw z lipidéw, barwnikéw i innych substancji przeszkadzajacych. W tym
celu przeprowadzono ekstrakcje w mieszaninie dichlorometan : aceton (1:1) przez
7 godzin. Po takiej wstepnej obrébce biomase poddano kolejnemu etapowi,
tj. ekstrakcji siarczanowych polisacharydéw za pomoca wody.

Podsumowujac, ekstrakcja w aparacie Soxhleta jest powszechnie stosowana
metoda ze wzgledu na dostepnos¢ aparatury i latwos¢ wykonania. W przedstawione;j
pracy metoda ta byla wykorzystywana gléwnie jako technika poréwnawcza, lub tez
metoda pomocnicza, stanowiaca wstepny etap innego procesu ekstrakcji. Ze wzgledu
na duze zuzycie rozpuszczalnikéw, dtugi czas trwania i brak automatyzacji tej techniki,
w pracy doktorskiej skupiono sie na optymalizacji nowoczesnych metod ekstrakcii,

ktore zostaly opisane w kolejnych podrozdziatach.
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4.2.2. Ekstrakcja dwutlenkiem wegla w stanie nadkrytycznym

Obecnie ekstrakcja plynem w stanie nadkrytycznym jest jedna z najbardziej
rozwijajacych sie technik ekstrakcji, o czym $wiadczy znaczaca ilos¢ publikacji na ten
temat [26-28]. Ekstrahentami stosowanymi w technice SFE sa plyny w stanie
nadkrytycznym, a najpowszechniej wykorzystywany jest dwutlenek wegla w stanie
nadkrytycznym (SC-COa,). Stan nadkrytyczny danego rozpuszczalnika jest uzyskiwany
poprzez jego podgrzanie do temperatury przekraczajacej temperature krytyczna (Tk)
oraz sprezenie powyzej cisnienia krytycznego (px). Plyny w stanie nadkrytycznym
cechuja sie lepkoscia zblizona do gazoéw, gestoscig podobna do cieczy oraz wysoka
dyfuzyjnoscia. Po przejsciu rozpuszczalnika w stan nadkrytyczny wzrasta tempo
ekstrakcji oraz skraca sie etap oddzielania w poréwnaniu z tradycyjnymi metodami
[22, 26-28]. Na Rysunku 5 przedstawiono schemat aparatury do procesu ekstrakcji
nadkrytycznej, zas na Rysunku 6 - zdjecie aparatury. Do celki ekstrakcyjnej, w ktorej
znajduje sie probka, doprowadzany jest sprezony CO», poprzez zmiane jego ciSnienia
i temperatury do wuzyskania stanu nadkrytycznego, oraz, jesli to konieczne,
modyfikator. W wyniku kontaktu ekstrahenta w stanie nadkrytycznym z surowcem
nastepuje wydobycie ekstrahowanego skladnika w celce ekstrakcyjnej. Nastepnie
uzyskany wyciag jest transportowany z celki do odbieralnika poprzez restryktor, ktory
obniza ciSnienie wychodzacego plynu. W tym momencie CO; przechodzi ze stanu
nadkrytycznego w stan gazowy, gdyz osiaga temperature i ci$nienie panujace

w otoczeniu [22, 29].
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Rys. 5. Schemat aparatury do ekstrakeji nadkrytycznej: 1 — zbiornik COz, 2 — pompa COz,
3, 6 — zawor cisnieniowy, 4 — zbiomik na modyfikator, 5 — pompa modyfikatora, 7 — piec,
8 — wymiennik ciepla, 9 — celka ekstrakcyjna, 10— odbieralnik, 11 - restryktor [Zatacznik II].
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Rys. 6. Aparatura do ekstrakcji nadkrytycznej i jej gldwne sktadowe: 1 — zbiomik na modyfikator,
2 —restryktor, 3 — piec z celkq ekstrakeyjng w srodku, 4 — odbieralnik; autor: Joanna Fabrowska.

Jak juz wspomniano, najwieksze znaczenie w przemysSle sposrod
rozpuszczalnikéow stosowanych w metodzie SFE ma SC-CO,. Fakt ten wynika z wielu
korzystnych wlasciwosci tego ekstrahenta, wsrod ktorych wymieniane sa: wysoka
dyfuzyjnos¢é umozliwiajaca gleboka penetracje surowca roslinnego w celu uzyskania
wszystkich pozadanych skladnikéw, wysoka lotnos¢ ulatwiajaca usuniecie CO;
z produktu po ekstrakcji, obojetnos¢ chemiczna, stosunkowo niskie parametry
krytyczne (Tx=31,19C, px=7,38 MPa), niska lepkos¢, niepalnos¢, nietoksycznos¢, brak
korozyjnosci, niskie koszty [22, 29]. Z uwagi na charakter niepolarny dwutlenku wegla
jest on odpowiednim rozpuszczalnikiem do ekstrakcji bioaktywnych substancji
niepolarnych, takich jak: kwasy tluszczowe, karotenoidy, steroidy, terpeny. Natomiast
ekstrakcja zwigzkow polarnych jest przeprowadzana poprzez dodatek do dwutlenku
wegla niewielkich ilosci (1-15%) modyfikatorow polarnych, np. etanolu, metanolu,
acetonu, czy tez kwasu mrowkowego [22]. W poréwnaniu do innych metod ekstrakcja
SFE jest znacznie bardziej wydajna, selektywna i szybka, a jednoczesnie przyjazna
dla srodowiska, gdyz znaczaco ogranicza wykorzystanie lotnych rozpuszczalnikow
organicznych. Dodatkowe zalety SFE to: przebieg procesu bez dostepu powietrza,
co chroni substancje przed utlenianiem, poprawa czystosci i jakosci z jednoczesnym
zachowaniem aktywnosci biologicznej substancji pozyskiwanych z roslin i glonéw,
mozliwosé catkowitego wydzielenia rozpuszczalnika z ekstraktu, a takze recyrkulacji
rozpuszczalnika i — co za tym idzie — obnizenie kosztow [25, 27]. Gléwnymi
niedogodnosciami tej techniki sa wysokie koszty aparatury wysokociSnieniowej
oraz znaczne naklady energii niezbedne do sprezenia rozpuszczalnika [29]. Aktualnie
metoda ekstrakcji nadkrytycznej jest szeroko stosowana do izolacji substancji

bioaktywnych z alg, m.in. kwasoéw ttuszczowych, chlorofili i zwiazkéw fenolowych
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[30, 31]. Z uwagi na niska temperature krytyczng SC-CO,, technika SFE jest
odpowiednia takze do ekstrakcji substancji termolabilnych, takich jak: B-karoten [31],
luteina [32], tokoferole [33] oraz terpenoidy [34].

W pracy doktorskiej najwieksza uwage poswiecono optymalizacji i zastosowaniu
ekstrakcji SFE do izolacji substancji bioaktywnych z glonéw stodkowodnych.
W Zalaczniku II przedstawiona zostala optymalizacja metody SFE, ukierunkowana
na ekstrakcje karotenoidow i polifenoli z badanych gatunkéw makrozielenic. Celem
opisanego procesu optymalizacji bylo uzyskanie ekstraktéw o jak najwiekszej
zawartosci karotenoidéw i zwigzkow polifenolowych, oraz o mozliwie najwyzszym
potencjale przeciwutleniajacym. Optymalne warunki ekstrakcji, tj. temperatura 40°C,
ciSnienie 300 bar oraz 11,4% dodatek etanolu w roli modyfikatora, pozwolity
na otrzymanie wyciggoéw bogatych w substancje przeciwutleniajace, w szczegolnosci
w karotenoidy, z C. fragilis, C. glomerata oraz U. flexuosa. Zastosowanie etanolu jako
dodatkowego rozpuszczalnika miato na celu zwiekszenie wydajnosci ekstrakcji réwniez
substancji polarnych, takich jak polifenole. Zaobserwowano, ze wzrost ilosci etanolu,
zastosowanie wyzszych cisnien i nizszych temperatur sprzyjalo wydajniejszej
ekstrakcji karotenoidow i polifenoli, jak réowniez uzyskaniu lepszych wlasciwosci
antyoksydacyjnych otrzymanych wyciagéw. Dodatkowa zaleta procesu byl fakt,
ze ekstrakty otrzymano w stosunkowo krotkim czasie (2 h) oraz przy niskim zuzyciu
rozpuszczalnika. Kolejny przykilad zastosowania metody SFE w pracy doktorskiej
przedstawia Zalacznik I, w ktorym opisano izolacje kwasow thuszczowych z gatunku
C. glomerata. W tym przypadku jako ekstrahent stosowany byt tylko i wylacznie
SC-CO,, bez dodatku modyfikatorow, poniewaz celem byla ekstrakcja substancji
niepolarnych. Proces przebiegal w temperaturze 45°C, przy kolejno wzrastajacych
ciSnieniach: 300, 500 oraz 700 bar, przez 1,5 h. W poréwnaniu do klasycznej ekstrakcji
w aparacie Soxhleta, metoda SFE pozwala na znacznie bardziej wydajng izolacje
kwasow ttuszczowych z badanych glonéw. Za pomoca techniki SFE otrzymano wyciag
o zawartosci 62,5% kwasow tluszczowych, podczas gdy z wykorzystaniem ekstrakcji
acetonem w aparacie Soxhleta — 36,5%.

Reasumujac, ekstrakcja nadkrytyczna 2znajduje szerokie zastosowanie
do izolacji substancji biologicznie czynnych z glonéw. Jest odpowiednia metoda
do ekstrakcji gléwnie substancji niepolarnych, takich jak karotenoidy i kwasy
thuszczowe, niemniej jednak odpowiednia modyfikacja procesu, np. poprzez dodatek
polarnego ekstrahenta - etanolu, pozwala réwniez na izolacje zwiazkéw polarnych,
jak np. polifenoli. Dodatkowo, mozliwoS¢ zastosowania niskich temperatur sprzyja
pozyskiwaniu substancji wrazliwych na wysoka temperature, do ktérych nalezg
wspomniane karotenoidy i polifenole. Modyfikujac parametry procesu, takie jak
temperatura, ciSnienie, dodatek rozpuszczalnika, czy czas trwania, mozna
optymalizowac proces ekstrakcji SFE w kierunku uzyskiwania pozadanych sktadnikéw

bioaktywnych.
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4.2.3. Ekstrakcja enzymatyczna

Ekstrakcja EAE jest technika bazujaca na stosowaniu dodatku specyficznych
enzymoéw hydrolitycznych, takich jak peptydazy, proteinazy, czy tez glikozydazy, ktore
sg zdolne do rozkladu wysokoczasteczkowych zwiazkow zlokalizowanych w Scianie
komoérkowej glonéw i roslin. Sklad Sciany komoérkowej glonow jest uzalezniony
od gatunku i mozna w nim wyrézni¢ m.in. glikoproteiny i polisacharydy, a wsréd nich:
pektyny, skrobie, celuloze, ksylany, karagenian. Obecno$¢ opisanych zwiazkow
utrudnia przenikanie rozpuszczalnika do wnetrza komorek glonéw, a tym samym
— ekstrakcje zwiazkéw bioaktywnych. Dlatego tez dodatek odpowiednich enzymow
hydrolitycznych w metodzie EAE warunkuje oslabienie struktury Sciany komoérkowe;j,
a w konsekwencji ulatwienie uwalniania wewnatrzkomorkowych substancji czynnych
do rozpuszczalnika. Ekstrakcje typu EAE prowadzi sie zazwyczaj w taki sam sposob,
jak w metodach konwencjonalnych, z ta roznica, ze do ekstrahenta dodawany jest
odpowiedni enzym. Przykladowy zestaw do EAE przedstawia Rysunek 8, gdzie
ekstrahowano siarczanowe polisacharydy z C. glomerata. Zestaw sktada sie z kolby,
w ktorej znajduje sie wyciag zawierajagcy mieszanine polisacharydéw, protein
i niskoczasteczkowych cukréow wraz z dodanymi enzymami, mieszadta magnetycznego,
tazni wodnej, chlodnicy oraz termometru. Oprocz enzymu wlasciwego dla danego
gatunku glonu i substancji, ktore nalezy usuna¢, trzeba rowniez dobra¢ adekwatna
temperature, pH i czas trwania reakcji enzymatycznej. Kazdy z enzyméw posiada
bowiem swoisty zakres pH, temperatury oraz innych czynnikéw, w obrebie ktorych

moze on wlasciwie dziata¢ [35].

Rys. 7. Zestaw do ekstrakgji enzymatycznej: 1 — chlodnica; 2 — termometr;
3 - kolba; 4 — taznia wodna; 5 — mieszadto magnetyczne; autor: Joanna Fabrowska.
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EAE okazala sie byc¢ technika wysoce bardziej selektywna i wydajna, generujaca
mniej zanieczyszczen, a zarazem mniej czasochlonna w stosunku do klasycznych
metod ekstrakcji [36]. Ponadto technika EAE cechuje sie mniejszym zuzyciem energii
w porownaniu do ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami, jak réwniez mikrofalami
[37]. Gléwna niedogodnoscia tej metody jest trudno$¢ w dobraniu odpowiednich
warunkow ekstrakcji, takich jak: rodzaj i stezenie enzyméw w stosunku do skladu
Sciany komorkowej alg, czas hydrolizy, stosunek zawartosci wody do materiatu
roslinnego, pH, temperatura [35]. Jakkolwiek ze wzgledu na szereg zalet EAE staje sie
coraz bardziej popularna w pozyskiwaniu substancji bioaktywnych z glonéw, m.in.:
polisacharydéw, polifenoli i innych antyoksydantéw [36, 37]. Czesto metoda EAE nie
shuzy samej ekstrakcji substancji bioaktywnych, stanowi natomiast etap oczyszczania
ekstraktu z niepozgdanych zwiazkéw. Ma to miejsce m.in. w przypadku ekstrakcji
ulvanéw z glonéw, gdzie wlasciwym etapem jest ekstrakcja goraca woda. Natomiast
w kolejnym etapie do wyciagu wodnego dodawane sa enzymy hydrolityczne w celu
oczyszczenia wyciggu z protein i cukréw prostych [38].

W pracy doktorskiej wykorzystano hydrolize enzymatyczna jako etap
oczyszczania do pozyskiwania ulvanéw z C. glomerata i U. flexuosa [Zalacznik III].
Opracowana metoda ekstrakcji polisacharydéw jest procedura skomplikowang
i wieloetapowa. Pierwszy etap ma na celu usuniecie lipidéw, barwnikoéw i innych
substancji niepolarnych z gloné6w za pomoca ekstrakcji w aparacie Soxhleta z uzyciem
mieszaniny dichlorometan : aceton (1:1). Kolejnym krokiem byla ekstrakcja
polisacharydéw siarczanowych z wstepnie oczyszczonej biomasy za pomoca wody,
w temperaturze 75-850C przez 7 h. Nastepny etap to wlasnie hydroliza enzymatyczna.
Otrzymany ekstrakt wodny obok siarczanowych polisacharydow zawieral takze cukry
proste, produkty skrobiowe, czy proteiny. Aby usunac te substancje zastosowano
dodatek a-amylazy, ktora hydrolizuje wiazanie a-(1-4)glikozydowe w skrobi, oraz
proteinazy-K, stuzacej do trawienia i usuwania zanieczyszczen biatkowych [39].
W przypadku a-amylazy reakcja enzymatyczna byla prowadzona w temperaturze 20°C
przez 30 minut. Nastepnie ustalono pH roztworu do wartosci 7,5 i dodano
proteinaze-K, z ktéra hydroliza byla prowadzona w temperaturze 37°C przez 24 h.
Kolejne etapy polegaly na oczyszczaniu otrzymanych ulvanéw oraz na ich wytraceniu
z roztworu za pomocg etanolu. Opisana metoda zostala opracowana i po raz pierwszy
wykorzystana do izolacji siarczanowych polisacharydow z zielenic slodkowodnych.
W rezultacie otrzymano ulvany ze stosunkowo wysoka wydajnoScia, wynoszaca okoto

16% (najwyzsza uzyskana wydajnosc).
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4.2.4. Ekstrakcja poprzez mineralizacje mikrofalowa

Mineralizacja jest procesem polegajacym mna przeksztalcaniu zwigzkéw
organicznych, poprzez ich rozklad i utlenienie, w proste zwiazki mineralne takie jak:
H,O, CO,, NH3 i inne. Proces ten prowadzi do otrzymania zwiazkéw mineralnych
z probki stalej, ktére nastepnie mozna przeprowadzic¢ iloSciowo do roztworu. A zatem
mineralizacja stanowi takze specyficzny rodzaj ekstrakcji, poniewaz pozwala
na wyekstrahowanie z prébki skladnikéw nieorganicznych, takich jak metale,
a nastepnie na ich oznaczenie zaréwno jakosSciowe, jak i iloSciowe. Istnieje wiele
technik mineralizacji, m.in. mineralizacja na sucho i na mokro. Metody na sucho,
np. spopielanie, sa technikami starszymi i zazwyczaj mniej wydajnymi ze wzgledu
na btedy wynikajace ze strat pierwiastkow na skutek ich lotnosci. Dlatego tez bardziej
powszechne sa metody mineralizacji na mokro, ktére polegaja na rozpuszczaniu
préobek organicznych w kwasach lub w mieszaninach substancji utleniajacych.
W technice tej uzywane sa stezone roztwory kwaséw mineralnych, ich mieszaniny
lub inne zwigzki o wlasciwosciach utleniajacych, np.: HNO3, HCl1O4, mieszaniny HNOs3
i HCIO3, HNO3 i HO,. Obecnie najczesSciej wykorzystywana jest mineralizacja
ci$nieniowa z uzyciem energii mikrofalowej. Metoda ta jest polaczeniem trzech technik
mineralizacji: na mokro z zastosowaniem kwasow i innych substancji
mineralizujacych, w ukladzie zamknietym oraz z uzyciem energii mikrofalowej. Jest
to najbardziej efektywna metoda mineralizacji préobek organicznych. Urzadzeniem
wykorzystywanym do tego procesu jest piec mikrofalowy (Rys. 7). Analizowana probka
wraz z kwasem lub inng substancja utleniajgca umieszczana jest zamknietym
naczyniu wykonanym z teflonu, tzw. bombie teflonowej. W wyniku dziatania
promieniowania mikrofalowego o typowej czestosci 2450 MHz oraz wytwarzajacego sie

w naczyniu ciSnienia i wysokiej temperatury nastepuje rozkltad probki [22, 23].

LN

Rys. 8. Aparatura do ekstrakcji poprzez mineralizacje mikrofalowaq: 1 - piec mikrofalowy;
2 — bomby teflonowe z probkami; autor: Joanna Fabrowska.
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Zastosowanie mineralizacji mikrofalowej skraca czas roztwarzania prébki
od kilku do kilkunastu minut w poréwnaniu z metoda klasyczna, gdzie mineralizacja
trwa zazwyczaj kilka godzin. Jest to spowodowane tym, ze podwyzszona temperatura
i ciSnienie w systemie zamknietym powoduja przyspieszenie reakcji. Ponadto technika
ta zapewnia lepsza selektywnos$é, czystosé produktow, skutecznosé rozktadu zwiazkow
organicznych i nieorganicznych oraz male straty analitu. Zastosowanie ukladu
zamknietego pozwala bowiem uniknaé strat roztworéw, a takze zapobiec wtérnym
zanieczyszczeniom probki. Metoda ta jest rowniez bardziej przyjazna Srodowisku, gdyz
ogranicza ilo§¢ zuzytej energii oraz stosowanych szkodliwych rozpuszczalnikow.
Glownymi niedogodnosciami przy mineralizacji za pomoca kwaséw w piecu
mikrofalowym sa zanieczyszczenia pochodzace od uzywanych odczynnikéw
utleniajacych, niecatkowite rozpuszczenie probki oraz wysokie koszty aparatury [22,
23, 34].

Dzieki mineralizacji w piecu mikrofalowym mozliwe jest oznaczanie sktadnikéw
nieorganicznych w probkach pochodzenia organicznego, np. makro- i mikroelementéw
w zawartych w glonach. W pracy doktorskiej ekstrakcje poprzez mineralizacje
mikrofalowa stosowano jako metode przygotowania probek glonéw do analizy ICP-OES
(ang. Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry; optyczna [atomowa]
spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w indukcyjnie sprzezonej plazmie). Metoda
ICP-OES wymaga przeprowadzenia probki do roztworu, a zatem mineralizacja biomasy
glonow jest procesem niezbednym poprzedzajacym wykonanie tej analizy. Technika
mineralizacji probek C. glomerata zostala opisana w Zalaczniku I. Proces mineralizacji
przeprowadzono w piecu mikrofalowym 2z zastosowaniem kwasu azotowego (V),
w czasie 1 h, w zakresie temperatur 100-130°C. Po roztworzeniu probek glonow
mozliwe bylo nastepnie wykonanie analizy pierwiastkowej za pomoca metody ICP-OES.
Sklad pierwiastkowy biomasy C. glomerata wskazuje na jej potencjalne mozliwosci
wykorzystania, np. w przemysle kosmetycznym, z uwagi na stosunkowo wysoka
zawartos¢ makroelementow: wapnia, potasu i sodu, jak réwniez mikroelementow:
magnezu, zelaza, miedzi i cynku. Dodatkowo wyniki analiz wykazaly, ze C. glomerata
zawiera jedynie Sladowe, a wiec niezagrazajace zdrowiu, iloSci metali, takich jak: arsen,

kadm, nikiel, olow.
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4.3. Zwiazki bioaktywne w glonach

4.3.1. Kwasy tluszczowe

Kwasy  tluszczowe to  grupa  alifatycznych, lipofilowych  kwasow
monokarboksylowych. Wyro6znia sie kwasy tluszczowe nasycone, gdy atomy wegla sa
polaczone wylacznie wigzaniami pojedynczymi, oraz kwasy tluszczowe nienasycone,
wowczas w czasteczce kwasu wystepuje co najmniej jedno wiazanie podwdjne.
Dodatkowo wsréod wielonienasyconych kwaséw tluszczowych istnieje grupa
niezbednych nienasyconych kwasow thuszczowych (NNKT; ang. EFA — Essential Fatty
Acids), ktére sa potrzebne do prawidlowego funkcjonowania organizmu. Kwasy NNKT
sg dzielone na kwasy omega-9, omega-6 i omega-3, w zaleznosci od tego, przy ktérym
atomie wegla, liczac od skrajnej grupy metylowej, znajduje sie pierwsze wiazanie
podwdjne [12].

Biorac pod uwage aktywno$¢ biologiczna kwaséw ttuszczowych, najistotniejsze
dla organizmu sa kwasy z grupy NNKT. Kwasy te wystepuja w cemencie
miedzykomorkowym warstwy rogowej naskorka, lipidach skory i tkance podskorne;j.
Z tego wzgledu pelnia one wiele istotnych funkcji, m.in.: sa substratami do syntezy
lipidowych skladnikéw blon komoérkowych, reguluja produkcje sebum i proces
keratynizacji naskoérka, zapobiegaja nadmiernemu przesuszeniu skoéry i zhuszczaniu
naskorka. W kosmetyce NNKT dzialaja glownie jako emolienty — zwiazki o dziataniu
zmiekczajacym i wygladzajacym skore, tworzace na powierzchni skory film okluzyjny,
przez co chronia przed nadmierng utrata wody oraz obnizaja wspoélczynnik TEWL (ang.
Transepidermal @ Water  Loss). Tworzenie lipidowej warstwy  okluzyjnej
na powierzchni skory warunkuje réwniez ochrone przed patogenami, stad wynika
dzialanie przeciwzapalne, antyalergiczne i tagodzace NNKT [12, 13].

Substancje z grupy kwasow tluszczowych sa metabolitami pierwotnymi
i stanowia material zapasowy w komorkach glonow. Zwigzki te stanowig najliczniejsza
grupe sposrod wszystkich lipidow wystepujacych w glonach. Najbardziej
rozpowszechnionymi kwasami tluszczowymi w przyrodzie sa kwasy nienasycone
zawierajace w czasteczce 16 lub 18 atoméw wegla [12]. Wedlug bazy danych Web
of Science™ tylko 16% publikacji, ktore zostalty wydane w latach 2000-2017, dotyczy
analizy kwasow ttuszczowych w glonach stodkowodnych, natomiast az 84% artykutow
odnosi sie do alg morskich. Wszystkie dane dotyczace ilosci publikacji na temat badan
zwiazkow bioaktywnych w glonach slodkowodnych i morskich, przedstawione
w niniejszym oraz kolejnych podrozdziatach, zostaly opracowane na podstawie bazy
https:/ /webofknowledge.com/ w dniu 10.06.2017 r. W ramach pracy doktorskiej
zbadano sklad kwaséw tluszczowych w slodkowodnej makrozielenicy C. glomerata

[Zalacznik I|. Z przeprowadzonych badan wynika, Ze glon ten jest bogatym Zrodlem
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kwasow tluszczowych i uzyskany z niego ekstrakt moze zawiera¢ az do 62,5% tych
substancji. Kwasem wystepujacym w najwiekszej ilosci (17,4%) w tym glonie byt kwas
palmitynowy (C16:0), ktory jest wykorzystywany w kosmetyce jako emulgator [12].
Co wazne, badane glony C. glomerata zawieraly takze znaczace ilosci kwaséw
thuszczowych nienasyconych z grupy omega-3, omega-6, omega-7 i omega-9,
wykazujacych znacznie szerszy zakres aktywnosci biologicznej. Jako dominujacy
(9,3%) kwas nienasycony wykryto kwas oleinowy (C18:1 [n-9]) (Rys. 9), ktéry obniza
wspolczynnik TEWL, poprawia stopien nawilzenia skory, regeneruje bariere lipidowa
naskorka i niweluje stany zapalne [13]. Kolejnym kwasem nienasyconym wykrytym
w C. glomerata byl kwas linolowy (C18:2 [n-6]), ktory jest naturalnym skladnikiem
cementu miedzykomérkowego skory i posiada wlasciwosci przeciwzapalne [12, 13].
Kwas a-linolenowy (C18:3 [n-3]), réwniez obecny w C. glomerata, reguluje prace ukladu
krazenia, i zwiecksza elastycznos$é naczyn krwionosnych [12]. Interesujacym kwasem
obecnym w badanych glonach jest kwas palmityno-oleinowy (C16:1 [n-7]), wykazujacy
silne dzialanie antyoksydacyjne, ponadto jest dobrze wchlaniany i tolerowany przez
skore [13]. Pozostale kwasy nienasycone wykryte w C. glomerata, tj. kwas
stearydynowy (C18:4 [n-3]), arachidonowy (C20:4 [n-6]) oraz eikozapentaenowy (C20:5
[n-3]) posiadaja  wlasciwosci regenerujace, lagodzace, przeciwzapalne,
przeciwalergiczne, wzmacniaja bariere immunologiczna naskoérka i op6zniaja procesy
starzenia sie skoéry [12]. Ze wzgledu na bogata zawarto§¢ kwaséw thluszczowych
stodkowodne makroglony C. glomerata moga w przysztosSci znalezé zastosowanie
w kosmetologii, np. jako skladniki kremoéw nawilzajacych, regenerujacych,

ochronnych, czy tez przeciwstarzeniowych.

o
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Rys. 9. Kwas oleinowy.
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4.3.2. Karotenoidy

Karotenoidy sa weglowodorami nienasyconymi, nalezacymi do tetraterpenow, tj.
40-weglowych terpenoidow. Zwiazki te zbudowane sa z jednostek izoprenowych
zawierajacych pie¢ atoméw wegla i zaliczane sa do grupy lipidow. Z uwagi na swoja
budowe karotenoidy maja charakter niepolarny i sa dobrze rozpuszczalne
w tluszczach. Wspdlng cecha karotenoidéow jest rowniez obecnosé ukladow
sprzezonych wiazan podwoéjnych, co determinuje zdolnos¢ tych substancji do absorbcji
Swiatla w zakresie widzialnym oraz ich charakterystyczne czerwono-pomaranczowe
zabarwienie [40]. Karotenoidy mozna podzieli¢ na karoteny i ksantofile. Karoteny
to substancje zawierajace w swoich czasteczkach wylacznie atomy wegla i wodoru,
o wzorze sumarycznym Ca4oHse. Z kolei ksantofile sg tlenowymi pochodnymi karotenéw,
gdyz posiadaja dodatkowe grupy hydroksymetylowe, karbonylowe lub karboksylowe
[41].

Zwiazki z grupy karotenoidéw wykazuja silne wlasciwosci antyoksydacyijne,
co oznacza, ze sa zdolne do zwalczania wolnych rodnikéw i opdzniaja procesy
starzenia. Dlatego tez zwigzki te sa powszechnie cenionym surowcem
wykorzystywanym do produkcji kosmetykéw typu anti-aging, czy tez suplementow
diety. Karotenoidy moga stymulowac fibroblasty do syntezy kolagenu i elastyny, przez
co przyczyniaja sie do redukcji zmarszczek oraz do wzrostu elastycznosci skory.
Ponadto, substancje te odgrywaja istotna role w procesach keratynizacji naskorka,
zapobiegaja przesuszaniu sie skory i utrzymuja nienaruszalnos¢ tkanki nabtonkowe;.
Normalizujg réwniez prace gruczoléw tojowych, poprzez regulacje gospodarki lipidowej
skory, a takze wzmacniaja funkcje ochronne naskorka oraz zmniejszaja
przeznaskorkowa utrate wody (TEWL). Z uwagi na absorbcje swiatta przez karotenoidy
sg one wykorzystywane jako uzupelnienie filtrow przeciwstonecznych w kosmetykach
promieniochronnych. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci fotoprotekcyjne zwiazki
te moga zwieksza¢ odpornos¢ skory na dziatanie storica oraz zapobiega¢ nowotworom
skory. Karotenoidy znajduja rowniez zastosowanie jako naturalne barwniki produktéw
kosmetycznych, m.in. szminek, lakierow do paznokci, pudréw, cieni do powiek [13, 42,
43].

Karotenoidy wystepuja w komérkach glonéw jako barwniki asymilacyjne, ktore
pelnia pomocnicza role w procesie fotosyntezy. Ich zadaniem jest absorbcja
promieniowania Swietlnego, a nastepnie przekazywanie energii stanu wzbudzonego
na czasteczke chlorofilu. Stad tez karotenoidy chronia komorki glonéw przed
niekorzystnym wplywem S$wiatla, takim jak fotoutlenianie [13]. Zielenice zawieraja
z reguly mniej karotenoidow anizeli brunatnice, czy krasnorosty. Charakterystycznymi
barwnikami dla glonéw z grupy zielenic sa chlorofile a i b, ktore wystepuja w nich

w najwiekszych ilosciach, z kolei dominujacymi karotenoidami sa: B-karoten, luteina
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i zeaksantyna. Natomiast brunatnice cechuja sie wysokimi zawartoSciami
fukoksantyny i B-karotenu, a krasnorosty — luteiny, zeaksantyny oraz -karotenu [3].
Stad tez zawartos¢ karotenoidéw w zielenicach, a w szczeg6lnosci w stodkowodnych
makrozielenicach, jest bardzo stabo poznana. Podobnie jak w przypadku kwasow
thuszczowych, zdecydowana wiekszos¢ artykuléw (85%) dostepnych w bazie danych
Web of Science™ dotyczy badan karotenoidéw w glonach morskich. Zalacznik II
przedstawia pionierskie wyniki badan dotyczace m.in. analizy karotenoidow w trzech
gatunkach stodkowodnych makrozielenic. Gatunek C. fragilis jest najbogatszym
zrodlem karotenoidéw sposréd badanych w pracy doktorskiej glonow i zawiera takie
karotenoidy jak: fukoksantyna (Rys. 10), mikromonol, astacen, luteina,
cytranaksantyna oraz maktraksantyna. Z kolei w zielenicy C. glomerata wykryto
fukoksantyne jako karotenoid dominujacy, a takze astacen. Analiza karotenoidéw
w U. flaxuosa pozwolila na identyfikacje deinoksantyny i sifonoksantyny w ekstraktach
z tego glonu. Wszystkie z oznaczonych karotenoidow zostaly wykryte po raz pierwszy
w badanych stodkowodnych gatunkach glonow. Szczegolnie interesujacym odkryciem
bylo oznaczenie fukoksantyny w C. fragilis oraz w C. glomerata, gdzie substancja
ta wystepowala w najwiekszych ilosciach sposrod innych karotenoidéow. Obecnoscé
fukoksantyny w badanych stodkowodnych zielenicach jest o tyle nietypowa,
ze karotenoid ten jest charakterystyczny dla morskich brunatnic [3], w szczegblnosci
dla gatunkéw Fucus vesiculosus, Fucus serratus, Laminaria digitata, Ascophyllum
nodosum [44] oraz Sargassum muticum [45]. Natomiast tylko nieliczne publikacje
opisuja obecno$¢ fukoksantyny w slodkowodnych gatunkach makrozielenic [21].
Fukoksantyna jest bardzo cennym surowcem bioaktywnym ze wzgledu na swoje
unikalne wtasciwosci. Przede wszystkim zwiazek ten jest silnym antyoksydantem
zdolnym do neutralizowania wolnych rodnikéw [46], ponadto wykazano jego dziatanie
przeciwzapalne [47] i przeciwnowotworowe [48]. Fukoksantyna hamuje takze procesy
melanogenezy, stad moze znalez¢ zastosowanie jako aktywny skladnik kosmetykow
wybielajacych przebarwienia skory [49]. Innym karotenoidem wykrytym w C. fragilis
jest luteina, ktora rowniez wykazuje dziatanie antyoksydacyjne [46], przeciwzapalne,
fotoprotekcyjne [S50], przeciwnowotworowe [51], jak rowniez jest stosowana
w profilaktyce i leczeniu chor6b oczu, takich jak zwyrodnienie plamki zottej, za¢ma
i barwnikowe zwyrodnienie siatkowki [52]. Pozostale z wykrytych zwiazkow
sa przebadane w mniejszym stopniu, niemniej jednak wszystkie z substancji
nalezacych do grupy karotenoidéw charakteryzuje podobne dzialanie, przede
wszystkim przeciwutleniajace. Reasumujac, ze wzgledu na obecnos¢ karotenoidow
wyciagi z badanych glonéw stodkowodnych moga w przyszlosci znalez¢ zastosowanie
jako sktadniki lekéw, suplementow diety, kosmetykoéw przeciwstarzeniowych czy tez
promieniochronnych. Na szczegblne zainteresowanie zastuguje slodkowodny gatunek
C. fragilis, ktory jest najbogatszym zrodlem karotenoidow sposrod badanych glonow,

w tym fukoksantyny i luteiny o udowodnionym dzialaniu leczniczym.
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Rys. 10. Fukoksantyna.
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4.3.3. Siarczanowe polisacharydy

Siarczanowe polisacharydy (ang. Sulfated Polysaccharides - SPs) zbudowane sa
z wielu (10-30000) czasteczek cukréw prostych polaczonych wigzaniami
glikozydowymi, dodatkowo zawieraja w swoich czasteczkach grupy siarczanowe.
Zwigzki te nalezg do grupy kwasnych polisacharydéw, poniewaz w ich sktad wchodza
reszty kwasowe, takie jak grupy siarczanowe i kwasy uronowe [12, 13]. Biorac pod
uwage trzy grupy glonéw, tj. brunatnice (Phaeophyceae), krasnorosty (Rhodophyta)
i zielenice (Chlorophyta), wyrédznia sie SPs specyficzne dla kazdej z tych grup.
Fukoidany sa polisacharydami charakterystycznymi dla brunatnic, galaktany — dla
krasnorostéw, a ulvany — dla zielenic. Ulvany sa gltéwnie z glukozy, ramnozy, ksylozy,
kwasu glukuronowego i iduronowego, moga rowniez zawiera¢ w swoich czasteczkach
mannoze, arabinoze czy tez galaktoze [53]. Sklad monosacharydéw i sposéb ich
potaczenia w ulvanach jest bardzo réznorodny i zmienny w zaleznos$ci od wielu
czynnikéw: gatunku glonéw, Srodowiska ich wystepowania, warunkéw
Srodowiskowych i pory roku [54, 55], a takze od zastosowanej metody ekstrakcji tych
substanciji [56]. Niemniej jednak stwierdzono, ze charakterystyczna cecha ulvanow sa
powtarzajace sie mery 3-siarczanu ramnozy polaczonego wiazaniem (1,4)-a-
glikozydowym z kwasem glukuronowym badz tez iduronowym [57]. Podobnie jak inne
zwiazki z grupy polisacharydéw ulvany sa substancjami potkrystalicznymi, barwy
biatej, o wlasciwosciach higroskopijnych, rozpuszczalnymi w goracej wodzie
iw roztworach alkaliéw, po ostudzeniu pecznieja w wodzie tworzac zele [38, 58]. Ulvany
stanowily gléwny obiekt badawczy w przedstawionej pracy doktorskiej sposrod grupy
SPs.

Aktywnos¢ biologiczna SPs, w tym ulvanéw, jest bardzo zréznicowana. Wykazano
m.in. wlasciowsci antyoksydacyjne [59], antyproliferacyjne i apoptotyczne [60]
ulvanoéw. Substancje te charakteryzuja sie takze dzialaniem immunostymulujacym
[61], antykoagulacyjnym [62], antyhiperlipidemicznym [63], antybakteryjnym [64]
i przeciwwirusowym [65]. Podobnie jak inne polisacharydy, ulvany moga pelni¢ funkcje
humektantow w produktach kosmetycznych, tj. substancji nawilzajacych skore
poprzez absorbcje wody, zapobiegajacych jej wysuszeniu oraz chronigcych przed
szkodliwym dziataniem substancji chemicznych i drobnoustrojow [12]. Ulvany maja
szanse znalez¢ zastosowanie réwniez jako skladniki aktywne kosmetykéw typu anti-
aging ze wzgledu na aktywno$§¢ antyoksydacyjna [59], zdolnos¢ do regeneracji tkanek
skory [66], oraz indukcje syntezy kolagenu w skoérze spowodowana wysoka zawartoscia
czasteczek ramnozy [67]. Z uwagi na wlasciwosci przeciwutleniajace [59],
przeciwbakteryjne [64] i zelotworcze [38, 58] ulvany dzialaja takze jako stabilizatory,
konserwanty oraz zagestniki produktéw kosmetycznych. Zagadnienie aktywnosci
biologicznej ulvanéw, ich budowy i metod izolacji zostalo szerzej opisane w Zalaczniku

VI.
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SPs sg metabolitami pierwotnymi glonéw, pelniacymi glowne funkcje budulcowe
i zapasowe. Substancje te wystepuja w duzych iloSciach w Scianach komoérkowych
glonéw, stad czesto sa nazywane kwasnymi polisacharydami glonowymi [13].
Weglowodany stanowia najliczniejsza grupe zwiazkow biologicznie aktywnych
wystepujacych w algach, stanowia bowiem okoto 60% wszystkich substancji czynnych
wytwarzanych przez glony [12]. Liczba dostepnych danych dotyczacych badan
nad polisacharydami w gatunkach stodkowodnych glonéow wynosi niespelna 6%,
podczas gdy dla alg morskich — az 94%. Do tej pory ulvany byly izolowane tylko
i wylacznie z morskich gatunkéw glonéw Ulva, m.in.: U. flexuosa, U. lactuca [17],
U. armoricana, U. rotundata, U. scandinavica, U. gigantea [54], U. rigida [68],
U. clathrata [69], czy tez U. pertusa [70]. W Zalaczniku III zostaly przedstawione
przelomowe badania dotyczace izolacji ulvanow ze stodkowodnych makrozielenic.
Struktura wyizolowanych ulvanow jest przedstawiona na Rysunku 11. W badaniach
wykryto obecnos$c¢ ulvanéw nie tylko w stodkowodnym gatunku U. flexuosa, ale rowniez
w zielenicy C. glomerata. Przedstawione w publikacji widma FT-IR oraz 'H NMR
jednoznacznie wskazuja na podobienstwo substancji wyizolowanych z dwéch réznych
gatunkow glonéw. Co wiecej przeprowadzone badania pokazuja wyzsza zawartosc
ulvanéw w slodkowodnej zielenicy C. glomerata niz w U. flexuosa. Wida¢ rowniez
wyrazng zmienno$¢é sezonowa izolowanych substancji zarowno pod wzgledem ich
zawartosci w glonach, jak i skladu pierwiastkowego. Biorac pod uwage réznorodne
wlasciwosci ulvanéw w zakresie aktywnos$ci biologicznej [Zalacznik VI mozna
stwierdzic¢, ze stodkowodne glony C. glomerata i U. flexuosa stanowia nowy naturalny
surowiec o szerokich perspektywach zastosowan. Ulvany izolowane z tych gatunkéw
zielenic moga by¢ w przyszlosci wykorzystywane w medycynie, farmacji i kosmetyce

jako substancje biologicznie czynne o wielokierunkowym dziataniu.

Rys. 11. Budowa ulvanéw (R — ramnoza,
G - kwas glukuronowy, I- kwas iduronowy) [Zatqgcznik II].
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4.3.4. Polifenole

Polifenole to zlozona grupa zwiazkéw, ktorych wspdlng cechg
charakterystyczna jest obecnos¢ pierscienia aromatycznego zawierajacego dwie
lub wiecej grupy hydroksylowe. Ze wzgledu na ilo§¢é pierScieni aromatycznych
w czasteczce wyroznia sie fenole proste zawierajace jeden pierscien, np. kwas galusowy
i pirokatechol, oraz fenole zlozone, tj. zbudowane z dwoch lub wiecej pierscieni
aromatycznych, jak np. kwas usninowy i hiperycyna. Istnieje wiele zwiazkow
zaliczanych do grupy polifenoli, m.in.: kwasy polifenolowe, flawonoidy, izoflawonoidy,
antocyjany, katechiny, kumaryny, czy tez stilbeny [12]. Z uwagi na obecnos¢ ukladu
wigzan sprzezonych w pierscieniu aromatycznym polifenole absorbuja promieniowanie
UV-VIS przy dlugosci fali okolo 280 nm. Zwiazki fenolowe zazwyczaj sa bezbarwne,
niemniej jednak istnieje réwniez wiele zwiazkéw barwnych, przyktadowo flawonoidy sa
zazwyczaj zo6lte, a antocyjany niebiesko-fioletowe. Obecnos¢ wielu grup
hydroksylowych w czasteczce determinuje wtasciwosci antyoksydacyjne tych
substancji [13].

Zwiazki polifenolowe posiadaja gléwnie wlasciwosci antyoksydacyjne
i przeciwrodnikowe. Dziatanie to opiera sie¢ na dwéch mechanizmach. Pierwsze z nich
polega na inaktywacji reaktywnych form tlenu, drugie natomiast dotyczy zapobiegania
powstawaniu wolnych rodnikow przez polifenole. Szczegbélnie duze znaczenie
dla przemystu kosmetycznego i farmaceutycznego maja flawonoidy. Hamuja one
aktywnos¢ enzymow bioracych udzial w reakcjach powstawania wolnych rodnikow,
chelatuja jony metali przejSciowych, a takze zapobiegaja utlenianiu witaminy C.
Oprocz dzialania antyoksydacyjnego flawonoidy dzialaja ochronnie na naczynia
krwionosne, zapobiegaja ich kruchosci i pekaniu, stad znajduja zastosowanie jako
sktadniki preparatéw do cery naczynkowej, jak rowniez w leczeniu zylakéw
i miazdzycy. Substancje te wykazuja tez aktywnosc¢ przeciwzapalna, przeciwalergiczna
i przeciwobrzekowa. Z kolei izoflawonoidy, ktore sa pochodnymi flawonoidow, tagodza
stany zapalne skory i jej podraznienia, dzialaja promieniochronnie oraz zmniejszaja
oparzenia stoneczne. Co wigcej, sa one wykorzystywane w preparatach typu anti-aging,
gdyz dzialaja antyoksydacyjnie, stymuluja synteze kolagenu, elastyny i kwasu
hialuronowego w skorze, dzieki czemu poprawiaja jej elastycznosé, gestosc
i nawilzenie. Natomiast kwasy fenolowe sa surowcami o aktywnosSci przeciwzapalnej,
przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej i przeciwrodnikowej [13]. A zatem polifenole
stanowia surowiec biologicznie czynny znajdujacy zastosowanie w roznorodnych
preparatach kosmetycznych, tj. do skory dojrzalej, wrazliwej, alergicznej
i naczynkowe;j.

Glony sa jednym z naturalnych surowcow bogatych w zwiazki polifenolowe,
ktore sa wytwarzane w nich jako metabolity wtorne. Powstaja one w warunkach

stresowych jako odpowiedz na dany bodziec i pelnig tym samym funkcje ochronne
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wobec  czynnikéw  biotycznych  (np. atak  patogenéw) i  abiotycznych
(np. promieniowanie UV, obecnos¢ metali ciezkich) [12, 71]. Brunatnice i niektére
zielenice z klasy sprzeznic zawieraja duze iloSci wielopierscieniowych polifenoli, takich
jak fukole, floretole, fukofloretole. Zwiazki te naleza do grupy florotanin i posiadaja
wlasciwosci bakterio- i fungistatyczne, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe,
antybiotyczne, antyoksydacyjne, jak rowniez chelatujace jony metali [72]. Morskie
gatunki brunatnic Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus [73] oraz Eisenia bicyclis
[74] sa szczegoélnie bogate we florotaniny i inne zwiazki z grupy polifenoli. Krasnorosty
(np. Palmaria palmata, Porphyra tenera), makrozielenice (Ulva clathrata, Ulva rigida)
oraz mikrozielenice (Chlorella pyrenoidosa, Spirulina platensis) sa rowniez zrodlem
polifenoli, niemniej jednak zwykle zawieraja ich o wiele mniej niz brunatnice [74-76].
Natomiast danych literaturowych odnosnie zwiazkow polifenolowych
w stodkowodnych glonach jest bardzo niewiele. Przykladowo, w slodkowodnych
makroglonach z gatunku C. glomerata wykryto do tej pory jedynie kwas kumarynowy
(Rys. 12), kwas benzoesowy [11], metoksyfenyl i ester fenylowy [10], z kolei
w makrozielenicy Chara hispida - kwas kumarynowy [11]. W Zalaczniku II
przedstawiona zostala analiza iloSciowa zwiazkéw fenolowych w C. fragilis,
C. glomerata oraz U. flexuosa wykonana za pomoca metody Folin-Ciocalteu. Gatunek
C. fragilis zawieral najwieksza calkowita zawarto$§¢ zwigzkoéw fenolowych sposréd
badanych zielenic. Dlatego tez glon ten posiada najlepsze perspektywy zastosowan

jako naturalne zrédlo polifenoli.

I
x OH
HO

Rys. 12. Kwas kumarynowy.
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4.3.5. Makroelementy i mikroelementy

Jony makro- i mikroelementow sa bardzo istotne dla wlasciwego funkcjonowania
organizmu czlowieka. Makroelementami okresla sie pierwiastki potrzebne
organizmowi w duzych ilosciach, dla czlowieka zapotrzebowanie na nie wynosi ponad
100 mg na dobe. Do grupy tej zaliczane sa: wegiel, tlen, wapn, fosfor, sod, potas, chlor,
siarka i krzem. Natomiast do mikroelementow naleza pierwiastki niezbedne
dla organizmu w ilosciach sladowych, tj. ponizej 100 mg na dobe dla czlowieka. Wsrod
mikroelementow wyr6znia sie nastepujace pierwiastki: bor, cynk, fluor, jod, kobalt,
magnez, mangan, miedz, molibden, selen, wanad i zelazo [12]. Kazdy z wymienionych
pierwiastkow pelni odmienne funkcje w organizmie, ponadto wiele z nich wykazuje
korzystne dziatanie na skore. Dlatego tez zar6wno makro-, jak i mikroelementy sa
pozadanymi skladnikami kosmetykow, czy tez suplementéw diety.

W sktadzie pierwiastkowym glonéw wystepuje wiele makro- i mikroelementow.
Jony tych pierwiastkow wystepuja w algach w dobrze przyswajalnej postaci, np. jako
zwiazki kompleksowe. Dzieki temu sa one latwo wchlaniane przez skore w postaci
naniesionego kosmetyku lub z przewodu pokarmowego, np. w postaci suplementu
diety. Glony sa zrodlem latwo przyswajalnych makroelementéw, takich jak: sod, potas,
wapn i chlor. Zawierajg rowniez znaczne iloSci nastepujacych mikroelementéw: cynk,
miedz, jod, zelazo i mangan [12]. Obecnos¢ tych pierwiastkéw w plechach glonéw jest
zwiazana z tym, ze ich Sciany komoérkowe sa latwo przepuszczalne dla zwiazkéw
o niskiej masie czasteczkowej, takich jak woda i gazy, czy wlasnie jonow [77]. Dlatego
tez algi zyjace w Srodowiskach morskich charakteryzuja sie wyzsza zawartoscig jodu,
czy tez potasu w biomasie, w przeciwienstwie do alg stodkowodnych. Z tego tez powodu
glony morskie ciesza sie wiekszym zainteresowaniem przemystu kosmetycznego, niz
gatunki stodkowodne. Podobna tendencja wystepuje w przypadku ilosci artykutow
naukowych w bazie Web of Science™. [los¢ danych na temat skladu pierwiastkowego
alg morskich jest zdecydowanie dominujaca i wynosi 82%, natomiast pozostate 18%
dotyczy glonow stodkowodnych. Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej
pokazuja, ze glony wystepujace w wodach stodkich takze moga zawiera¢ pierwiastki
wartosciowe dla skory. Zalacznik I przedstawia analize skladu pierwiastkowego
slodkowodnej zielenicy C. glomerata. Wyniki badan pokazuja, ze glon ten jest bogatym
zrodlem wapnia, potasu i magnezu, w mniejszych iloSciach zawiera takze sod, zelazo,
miedz i cynk. Szczegédlnie wysoka zawarto§¢ wapnia w C. glomerata moze wynikac
z obecnosci okrzemek, ktore bytuja na powierzchni plechy tego glonu. Zawartosc
mikro- i makroelementow w C. glomerata wskazuje na potencjalne mozliwosci

wykorzystania tego glonu w przemysle kosmetycznym, jak réwniez spozywczym.
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4.4. Zastosowanie ekstraktow z zielenic
slodkowodnych w kosmetyce

W poprzednich rozdzialach opisano zwiazki bioaktywne wykryte w badanych
zielenicach slodkowodnych, a takze scharakteryzowano opracowane metody izolacji
tych substancji. W badaniach dowiedziono, ze glony z gatunku C. glomerata, C. fragilis
oraz U. flexuosa zawieraja roznorodne grupy metabolitow biologicznie czynnych
o unikalnych, wielokierunkowych wtasciwosciach. Ze wzgledu na zro6znicowana
aktywnos¢é biologiczng tych zwiazkow opisane gatunki makrozielenic moga by¢
w przysztosci wykorzystane w wielu rodzajach produktéw kosmetycznych.

Pierwszym przykladem kosmetykow, w ktorych mozna zastosowac ekstrakty
z badanych zielenic stodkowodnych sa réznego rodzaju emulsje kosmetyczne, przede
wszystkim  kremy  nawilzajace, odzywcze, typu anti-aging, czy  tez
przeciwzmarszczkowe. Dzialanie nawilzajace ekstraktow z analizowanych glonéw
wynika z obecnosci humektantow, takich jak SPs, a takze emolientow — kwasow
thuszczowych. Wlasciwosci odzywcze badane zielenice zawdzieczaja rowniez kwasom
thuszczowym, natomiast przeciwstarzeniowe — antyoksydantom, takim jak karotenoidy
i polifenole. Dodatkowo zwigzki polifenolowe sa odpowiedzialne za uszczelnianie
naczyn krwionosnych, stad wynika mozliwos¢ aplikacji opisanych glonow
w kosmetykach przeznaczonych do cery naczynkowej. Przedstawione algi moga
rowniez stanowi¢ sktadniki balsamoéw do ciata sluzacych ochronie przeciwstoneczne;j
ze wzgledu na stosunkowo wysoka zawarto$¢ substancji promieniochronnych
— karotenoidéw i zwiazkow fenolowych. Z uwagi na obecnos¢ réznorodnych mineratéow,
takich jak wapn, magnez i cynk, a takze ulvanow i kwasow tluszczowych, wyciagi
z C. glomerata moga by¢ aktywnymi sktadnikami maseczek kosmetycznych o dziataniu
nawilzajacym, odzywczym i oczyszczajacym. ZawartoS¢ SPs w analizowanych glonach
warunkuje mozliwos¢ ich aplikacji w szamponach, zZelach po prysznic i innych
produktach myjacych dzieki dzialaniu pianotwérczemu tych zwiazkow. Ponadto kwasy
thuszczowe i wspomniane polisacharydy sa powszechnie stosowanymi Srodkami
nawilzajacymi i kondycjonujacymi w odzywkach, czy tez maseczkach do wlosow,
a takze moga by¢ wykorzystane jako Srodki konserwujace, emulgatory
oraz stabilizatory produktéw kosmetycznych. Co wiecej, badane zielenice zawieraja
duze ilosci barwnikéw, takich jak chlorofile i karotenoidy, dlatego tez istniejg
perspektywy zastosowania wyciagow z tych glonéw jako naturalnych surowcow
barwiacych w kosmetyce kolorowej [12, 13, 78].

Ostatnim etapem badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej bylo
wykazanie, ze ekstrakty z badanych glonéw slodkowodnych moga w przysztosci
znalez¢ zastosowanie jako nowe surowce kosmetyczne. W tym celu zostala

przeprowadzona analiza in vitro wlasciwosci antyoksydacyjnych uzyskanych
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wyciagow. Wyniki tych badan zostaly opisane w Zalaczniku II i wskazuja one,
ze ekstrakty z U. flexuosa charakteryzuja sie¢ najwiekszym potencjatem
przeciwutleniajacym wsréd pozostatych badanych gatunkéw zielenic. Z drugiej strony
makrozielenica C. fragilis zawierala najbogatszy sktad substancji bioaktywnych, takich
jak karotenoidy i polifenole. Natomiast glonem przebadanym w najwiekszym zakresie
w ramach pracy doktorskiej byl zielenica C. glomerata. Gatunek ten zostat
przeanalizowany zaréwno pod katem zawartosci substancji biologicznie czynnych
(kwasy tluszczowe, karotenoidy, SPs, polifenole) i sktadu pierwiastkowego, jak réwniez
wlasciwosci in vitro (potencjal antyoksydacyjny) oraz in vivo (badania aplikacyjne
kremow 2z udzialem ochotnikow). Testy aplikacyjne in vivo dotyczyly emulsiji
kosmetycznych typu O/W (olej w wodzie), zawierajacych wyciag z C. glomerata
(Rys. 13). Wyniki tego eksperymentu pokazuja, ze po 4-tygodniowej aplikacji kremu
z dodatkiem opisanego ekstraktu wyraznie wzrasta nawilzenie i elastycznosé skory.
Do badan wykorzystano aparat Courage + Khazaka Electronic GmbH, skladajacy sie
z korneometru sluzacego do pomiaru nawilzenia skéry i kutometru, ktéry mierzy
elastycznosci skory (Rys. 14). Dokladny opis testéw aplikacyjnych znajduje sie
w Zalaczniku IV. Badania aplikacyjne z udzialem ochotnikéw zostaly wykonane
w oparciu o zgode (o numerze: 649/16) Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie

Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Rys. 15).

Rys. 13. Emulsje kosmetyczne zawierajqce ekstrakt z C. glomerata;
autor: Joanna Fabrowska.




Rys. 14. Aparat Courage + Khazaka Electronic GmbH: 1- kutometr; 2 — korneometr;
autor: Joanna Fabrowska.

Szereg wykrytych zwiazkow bioaktywnych, udowodnione dziatanie
antyoksydacyjne, nawilzajace i uelastyczniajace ekstraktéw otwiera perspektywy
do wykorzystania badanych glonéw jako nowych skutecznych surowcéow
kosmetycznych. Dodatkowo za zastosowaniem slodkowodnych makrozielenic
w kosmetyce przemawia ich naturalne pochodzenie, dostepnosé spowodowana
corocznymi, masowymi zakwitami w zbiornikach wodnych Wielkopolski oraz, co za tym
idzie, potencjalnie niskie koszty pozyskiwania. Warto wiec kontynuowac¢ badania
nad przedstawionymi makrozielenicami w celu uzyskania jak najwiekszej ilosci
informacji na temat zawartosci substancji biologicznie czynnych, odpowiednich metod
ich ekstrakcji, aktywnosci biologicznej, wlasciwosci, a takze bezpieczenstwa

stosowania tych potencjalnych surowcow kosmetycznych.
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w Poznaniu na wykonanie badarn aplikacyjnych in vivo.
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5. Podsumowanie

Celem naukowym rozprawy doktorskiej pod tytulem ,Metody izolacji i analiza
zwiazkow bioaktywnych z wybranych gatunkéw zielenic stodkowodnych” bylo
opracowanie efektywnych metod ekstrakcji oraz identyfikacja substancji biologicznie
czynnych w glonach stodkowodnych wystepujacych w wodach §rédladowych
na terenie Wielkopolski. Kolejnym krokiem bylo wykazanie, ze zar6wno biomasa,
jak i ekstrakty z badanych glonéw, moga stanowi¢ nowy surowiec dla przemystu
kosmetycznego.

Uzyskane wyniki przedstawiono w czterech oryginalnych publikacjach
naukowych [Zalaczniki I-IV]. W artykule przegladowym [Zalacznik V]| opisano
zagadnienie aktualnego stanu wiedzy na temat wykrytych dotychczas substancji
bioaktywnych w stodkowodnym gatunku C. glomerata oraz potencjalnych
mozliwosciach jego wykorzystania w przemysle kosmetycznym. Natomiast w rozdziale
monografii [Zalacznik VI| przedstawiono budowe i wlasciwosci ulvanow, metody ich
ekstrakcji i analizy, a takze perspektywy zastosowan.

W wyniku przeprowadzonych badan zrealizowano nastepujace zadania:

1) opracowano metody izolacji zwiazkow biologicznie czynnych z badanych

gatunkow zielenic stodkowodnych, tj. ekstrakcji:

e SFE do izolacji kwasow ttuszczowych z C. glomerata,

e SFE z dodatkiem etanolu jako modyfikatora do izolacji karotenoidéow
i polifenoli z C. glomerata, C. fragilisi U. flexuosa,

e goragca woda w polaczeniu z hydroliza enzymatyczna do izolacji
siarczanowych polisacharydow (ulvanow) z C. glomerata i U. flexuosa,

2) oznaczono substancje bioaktywne w  otrzymanych  ekstraktach

z uwzglednieniem analizy iloSciowej i jakoSciowe;j:
o kwasy tluszczowe w C. glomerata,
e karotenoidy w C. glomerata, C. fragilisi U. flexuosa,
e polifenole w C. glomerata, C. fragilis i U. flexuosa,
e siarczanowe polisacharydy w C. glomeratai U. flexuosa,
3) opracowano metode ekstrakcji poprzez mineralizacje mikrofalowg
i oznaczono makro- oraz mikroelementy w C. glomerata,

4) zbadano wlasciwosci antyoksydacyjne in vitro otrzymanych ekstraktow,

5) przeprowadzono badania aplikacyjne in vivo emulsji kosmetycznych

zawierajacych ekstrakt z C. glomerata.

Otrzymane wyniki wskazuja na bogata zawartoS¢ substancji biologicznie
czynnych w badanych gatunkach stodkowodnych makrozielenic. Wiekszos¢
z opisanych zwigzkéw zostala wykryta po raz pierwszy w analizowanych glonach.

Udowodniono réwniez wlasciwosci antyoksydacyjne wuzyskanych ekstraktow,
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jak réwniez dzialanie nawilzajace i uelastyczniajace na skére. W ten sposéb wykazano
wlasciwosci uzytkowe slodkowodnych makroglonéw, ktore moga w przysztosci znalezé

zastosowanie jako nowe surowce kosmetyczne.
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6. Dorobek naukowy

6.1. Zyciorys naukowy

Urodzitam sie 03 lutego 1989 roku w Hrubieszowie. W 2008 r. ukonczylam
I Spoteczne Liceum Ogolnoksztalcace w Zamosciu, w klasie o profilu biologiczno-
chemicznym. W tym samym roku rozpoczelam studia licencjackie na kierunku chemia
Srodkéw bioaktywnych i kosmetykow na Wydziale Chemii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie. W trakcie studiéw bylam czlonkiem Kola Naukowego
y,Bioaktywni”, w Lktéorym czynnie dzialalam biorac wudziat w konferencjach
dla studentéw chemii i1 organizujac dni otwarte Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej. W roku 2011 ukonczylam niniejsze studia bronigc pracy licencjackiej
pt.: ,Wplyw B-cyklodekstryny jako potencjalnego interferenta na wtasciwosci elektrody
ibuprofenowej” pod kierunkiem dr Joanny Lenik.

Studia magisterskie rozpoczetam na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu w 2011 roku na kierunku chemia kosmetyczna. Bedac
cztonkiem Naukowego Kola Chemikoéw uczestniczylam w licznych konferencjach.
Zostalam dwukrotnie wyrézniona w konkursie na najlepsze wystapienie ustne
zdobywajac III miejsce podczas XI Ogélnopolskiego Sympozjum NKCh
(26-28.10.2012 r.) oraz I miejsce podczas XII Ogodlnopolskiego Sympozjum NKCh
(22-24.03.2013 r.). W czerwcu 2013 roku uzyskatam tytul magistra chemii, broniac
prace pt. ,Zastosowanie alg i ekstraktow algowych w preparatach kosmetycznych”.
Promotorem mojej pracy byla prof. UAM dr hab. Boguslawa Leska.

W 2013 roku rozpoczelam studia doktoranckie w Zakladzie Chemii
Supramolekularnej Wydzialu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu. W trakcie tych studiow bylam wykonawca dwoéch grantow krajowych.
Pierwszy projekt NCBiR: PBS1/A1/2/2012 pt. “Innowacyjna technologia ekstraktéw
glonowych - komponentow nawozow, pasz i kosmetykow”; cz. 4: "Ocena wlasciwosci
uzytkowych ekstraktow glonowych jako skladnikéw kosmetykow" byl realizowany
w latach 2012-2015. Natomiast drugi grant o numerze NCN: 2014/13/B/NZ8/04690,
pt. ,Fizykochemiczne i biologiczne przyczyny ekologicznej dominacji zielenic
nitkowatych w wodach s$rodladowych” jest w trakcie realizacji. Bylam réwniez
wykonawca miedzynarodowego grantu Ministerstwa Edukacji i Nauki Republiki
Kazachstanu MON RK nr 339-21 pt. ,Opracowanie sposobu oczyszczania
zanieczyszczonej wody przy uzyciu makroskopowych glonéw nitkowatych” (kierownik
zadania: prof. dr hab. Akmaral U. Issayeva, Wydzial Ekologii i Biotechnologii,

Poludniowo-Kazachstanski Panstwowy Uniwersytet im. M. Auezova w Shymkencie).
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Podczas studiow doktoranckich odbylam dwa =zagraniczne staze naukowe
realizowane w ramach programu Erasmus+. W okresie od 01.03.2015 r.
do 31.08.2015 r. realizowatam praktyki w Institute of Food Science Research — CIAL
(CSIC) w Madrycie w Hiszpanii, pod kierunkiem dr Miguel Herrero. Podczas stazu
zajmowalam sie m.in. optymalizacja warunkéw ekstrakcji dwutlenkiem wegla w stanie
nadkrytycznym do izolacji karotenoidow i polifenoli ze stodkowodnych makrozielenic,
analiza in vitro wlasciwosci antyoksydacyjnych otrzymanych ekstraktéw i oznaczaniem
karotenoidéw za pomoca metody HPLC-DAD-MS. Kolejny staz odbylam w Zakladzie
Chemii Analitycznej w Universidad de Valencia pod kierunkiem prof. Carmen Molins-
Legua od 01.03.2017 do 31.05.2017 r. Tematem prowadzonych badan byla synteza
hydrozeli i membran na bazie ulvanow izolowanych z C. glomerata, oraz immobilizacja
roznych materialow (enzymoéw, nanoczastek) w otrzymanych membranach. W okresie
25.01.2016 - 26.02.2016 r. odbylam takze staz krajowy na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Opolskiego, gdzie zajmowalam sie analiza in vitro wlasciwosci
antyoksydacyjnych ekstraktow algowych.

Jestem wspétautorka dwunastu publikacji w czasopismach, w tym szesciu z listy
filadelfijskiej, oraz siedmiu rozdzialéow w monografiach naukowych. Braltam udziat

w czternastu konferencjach miedzynarodowych oraz dwudziestu dwoéch krajowych.
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6.2. Lista publikacji
Publikacje wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej

Publikacje w czasopismach

[1] Messyasz B., Leska B., Fabrowska J., Pikosz M., R6j E., Cieslak A., Schroeder G.,
Biomass of freshwater Cladophora as a raw material for agriculture and the cosmetic

industry, Open Chemistry 13 (2015) 1108-1118 (IF = 1,272; punkty MNiSW = 14).

[2] Fabrowska J., Ibanez E., Leska B. Herrero M., Supercritical fluid extraction
as a tool to valorize underexploited freshwater green algae, Algal Research 19 (2016)

237-245 (IF = 5,303; punkty MNiSW = 40).

[3] Pankiewicz R., Leska B., Messyasz B., Fabrowska J., Soloducha M., Pikosz M.,
First isolation of polysaccharidic ulvans from the cell walls of freshwater algae, Algal

Research 19 (2016) 348-354 (IF = 5,303; punkty MNiSW = 40).

[4] Fabrowska J., Kapuscinska A., Leska B., Feliksik-Skrobich K., Nowak 1., In vivo
studies and stability study of Cladophora glomerata extract as a cosmetic active
ingredient, Acta Poloniae Pharmaceutica. Drug Research 74 (2) (2017) 633-641
(IF = 0,96; punkty MNiSW = 15).

[S] Fabrowska J., Leska B., Schroeder G., Stodkowodna Cladophora glomerata jako
nowy potencjalny surowiec kosmetyczny, Chemik 69 (8) (2015) 491-497 (IF = O;
punkty MNiSW = 8).

Rozdzialy w monografiach

[1] Fabrowska J., Leska B., Ulvany — biologicznie czynne siarczanowe polisacharydy
izolowane z zielenic, w: Rosliny — przeglad wybranych zagadnien, Kropiwiec K., Szala
M. (red.), Wydawnictwo Naukowe Tygiel, Lublin, 2016, s. 204-220, ISBN 978-83-
65598-13-4.
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Pozostale publikacje

Publikacje w czasopismach

[1] Messyasz B., Leska B., Fabrowska J., Pikosz M., Cieslak A., Schroeder G., Effects
of organic compounds on the macroalgae culture of Aegagropila linnaei, Open

Chemistry 13 (2015) 1040-1044.

[2] Fabrowska J., Chlorofile i karotenoidy jako substancje biologicznie czynne z alg,

Zagadnienia Aktualnie Poruszane przez Mlodych Naukowcow 2 (2015) 440-441.

[3] Fabrowska J., Wykorzystanie réznych metod ekstrakcji do izolacji chlorofili
i karotenoidéw z alg, Zagadnienia Aktualnie Poruszane przez Mlodych Naukowcow 2

(2015) 434-439.

[4] Schroeder G., Leska B., Messyasz B., Pikosz M., Fabrowska J., Wytwarzanie
ekstraktu z biomasy makroglonéow do produkcji kosmetykéw, Przemyst Chemiczny

94(3) (2015) 405-407.

[5] Fabrowska J., Ekstrakty z alg otrzymywane metoda ekstrakcji nadkrytycznej jako
wartosciowe surowce kosmetyczne, Dokonania Mlodych Naukowcow 2 (1) (2014) 177-
180.

[6] Fabrowska J., Nowoczesne metody otrzymywania ekstraktow z alg w przemysle
kosmetycznym, Wplyw Mlodych Naukowcéw na Osiagniecia Polskiej Nauki 7 (1) (2014)
107-113.

[7] Schroeder G., Messyasz B., Leska B., Fabrowska J., Pikosz M., Rybak A., Biomasa
alg slodkowodnych surowcem dla przemystu i rolnictwa, Przemyst Chemiczny 92

(2013) 1380-1384.

Rozdzialy w monografiach

[1] Korzeniowska K., Fabrowska J., Leska B., Wieczorek P., Messyasz B., R6j E.,
Chojnacka K., Schroeder G., Optimization of methods of fatty acids extraction from
biomass of Schizochytrium limacinum, w: R6j E. (red.), Supercritical Fluid Applications,
New Chemical Syntheses Institute, Putawy, 2016, 121-130, ISBN: 978-83-935354-1-
5.
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[2] Messyasz B., Pikosz M., Schroeder G., Leska B., Fabrowska J., Identification and
ecology of macroalgae species existing in Poland, w: Kim S.-K., Chojnacka K. (red.),
Marine Algae Extracts: Processes, Products, and Applications, Wiley-VCH, Weinheim,
vol. 1, 2015, s. 15-40, ISBN: 978-3-527-33708-8.

[3] Schroeder G., Leska B., Fabrowska J., Messyasz B., Pikosz M., Analysis of green
algae extracts, w: Kim S.-K., Chojnacka K. (red.), Marine Algae Extracts: Processes,
Products, and Applications, Wiley-VCH, Weinheim, vol. 1, 2015, s. 81-100, ISBN: 978-
3-527-33708-8.

[4] Fabrowska J., Leska B., Schroeder G., Messyasz B., Pikosz M., Biomass and
extracts of algae as material for cosmetics, w: Kim S.-K., Chojnacka K. (red.), Marine
Algae Extracts: Processes, Products, and Applications, Wiley-VCH, Weinheim, vol. 2,
2015, s. 681-706, ISBN: 978-3-527-33708-8.

[5] Fabrowska J., Leska B., Algae and their chelating properties, w: Rybachenko V.I.
(red.), From molecules to functional architecture, Supramolecular interactions, East
Publisher House, Donetsk, 2012, s. 495-511, ISBN: 978-966-317-108-1.

[6] Rybak A., Messyasz B., Leska B., Pikosz M., Fabrowska J., Wydajnos¢ asymilacji
azotu na przykladzie wybranych gatunkoéw roslin wodnych, w: Schroeder G., Grzesiak
P. (red.), Srodowisko i Przemysl, Cursiva, Poznan, 2012, 11-42, ISBN: 978-83-62108-
18-3.
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6.3. Konferencje naukowe

Konferencje miedzynarodowe

[1] 45th International Symposium on High Performance Liquid Phase Separation and
Related Techniques, 18-22.06.2017, Praga, Czechy; Fabrowska J., Leska B., autor
prezentujacy, poster pt.: “HPLC as a tool to valorize freshwater green macroalgae from

Poland”.

[2] Algae Europe, 13-15.12.2016, Madryt, Hiszpania; Fabrowska J., Leska B., autor
prezentujacy, poster pt.: ,Bioactive compounds analysis in freshwater green macroalga

Cladophora glomerata”.

[3] International Conference on Supercritical Fluid Technologies and Applications,
20-21.10.2016, Putawy; Korzeniowska K., Fabrowska J., Leska B., Wieczorek P.,
Messyasz B., R¢j E., Chojnacka K., Schroeder G., wspélautor, wystapienie ustne pt.:
“Optimization of methods of fatty acids extraction from biomass of Schizochytrium

limacinum”.

[4] 2nd International Young Scientists Symposium “Plants in Pharmacy and Nutrition”,
15-17.09.2016, Wroctaw; Fabrowska J., Leska B., autor prezentujacy, wystapnienie
ustne pt.: “Chemical composition and bioactivity studies of freshwater green

macroalga Cladophora glomerata”.

[5] 3rd International Conference Water Resources and Wetlands, 08-10.09.2016,
Tulcea, Rumunia; Leska B., Fabrowska J., Messyasz B., Pikosz M., Pankiewicz R.,
wspotautor, poster 1 pt.: “Fatty acids as example of active compounds contained
in macroalga Cladophora glomerata”; Messyasz B., Pikosz M., Leska B., Pankiewicz R.,
Fabrowska J., wspoétautor, poster 2 pt.: “The influence of habitat factors
on filamentous green algae development forming monospecies mats in flowing

and stagnant waters”.

[6] 18th International Symposium on Advances in Extraction Technologies & 22nd
International Symposium on Separation Sciences, 03-06.07.2016, Toruri; Fabrowska
J., Muszynska M., Leska B., autor prezentujacy, poster 1 pt.: “Ulvans isolation from
freshwater macroalga Cladophora glomerata and study of its seasonal variability”;
Fabrowska J., Musiot A., Pankiewicz R., Leska B., autor prezentujacy, poster 2 pt.:
“Phenolic compounds analysis in freshwater Cladophora glomerata extracts obtained

by microwave assisted extraction and supercritical fluid extraction’.
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[7] 2nd Polish-Kazakh Meeting: Relationship Between Chemistry and Biology,
28.06.2016, Poznan; Fabrowska J., Leska B., autor prezentujacy, wystapienie ustne
pt.: “Carotenoids analysis in freshwater green algae extracts obtained by supercritical

fluid extraction”.

[8] 40 Miedzynarodowe Seminarium Naukowo-Techniczne ,,Chemistry for Agriculture”,
29.11-02.12.2015, Karpacz; Messyasz B., Pikosz M., Fabrowska J., Leska B,
Schroeder G., wspoétautor, poster pt.: ,Zréznicowanie mat glonéw makroskopowych
w roznych typach woéd Srédladowych jako zrodlo biomasy do wykorzystania

gospodarczego”.

[9] VIII Reunion de Expertos en Tecnologias de Fluidos Comprimidos, 16-18.09.2015,
Kadyks, Hiszpania; Fabrowska J., Herrero M., Ibanez E., Mendiola J. A., Leska B.,
autor prezentujacy, poster pt.: “Analysis of bioactive compounds in freshwater green
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Abstract: This study was undertaken to determine
mineral content, amino acid and fatty acid composition
of the freshwater macroalga — Cladophora glomerata.
The studies were based on the content comparison in
algal biomass collected from a lake and cultured in a
laboratory. To determine the ability of copper cumulating
by macroalgae, Cladophora was cultured in the medium
supplemented with Cu ions. This study indicated that
the relative abundance of metals in filaments decreased
in the following order: Ca > K > Mg > Na > Fe > Cu > Zn
>Pb > As > Ni > Cd > Mn > Cr > Co. Total protein content
ranged from 14.45% in Cladophora from a lake to 26.55%
in Cladophora from a laboratory. The main amino acids
analyzed were aspartic and glutamic acid. The fatty acid
content in the dry matter of the extract varied depending
on the extraction method used: ethylene alcohol (19.0%),
acetone (34.5%) or supercritical fluid extraction (62.5%).
Freshwater C. glomerata due to the macrominerals, trace
elements, amino and fatty acids composition in the
extracts can be a valuable resource for nutritional and
cosmetic applications.
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1 Introduction

Extensive development of macroscopic algae in freshwater
ecosystems more and more often form spatially large mats
[13] and quickly create environmental and recreation
problems in a reservoir. Therefore, there is an urgent need
to exploit such biomass [4] due to the growing problem
closely related to the development of the agricultural
economy (intensification of fertilization increases the
concentration of N and P in the water which efficiently
accelerates algae growth) and tourism (preference for
clean water without biomass of macroalgae). Filamentous
green algae from the genus Cladophora from marine
ecosystems have been the subject of numerous studies
on the use of their biomass as a source of biofuel [5-7].
Such studies were carried out mainly on macroalgae
forming a large biomass in marine ecosystems [8,9]. Many
studies of marine green algae from the genus Cladophora
indicate the occurrence in their cells of different bioactive
compounds, such as unsaturated and saturated fatty
acids [10-12], sterols, terpenoids [13], phenolic compounds
[14], and others, that make them a very useful raw material
for nutritional and pharmaceutical applications. So far,
only a few studies have been conducted on freshwater
Cladophora species and their use as a natural source of
bioactive compounds. However, a wide range of primary
and secondary metabolites were found in freshwater
Cladophora glomerata (L.) Kiitz, e.g.: carotenoids [15],
minerals, vitamin A, C, E, B, B, [16], amino acids and
proteins [17], fatty acids, sterols, terpenes, carbohydrates,
glycosides [18], volatiles and enzymes [19].

Using such tests, systematic studies were carried
out on algae in terms of their possible use in agriculture,
animal nutrition and the food or cosmetics industry. Thus,
one of the aims of this study was to analyze the elemental
composition and to determine the amino acid and fatty
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Figure 1: The study area in the Wielkopolska Region (Poland; A) with the indication of sampling station in Lake Oporzyn (B; 1 — the water
surface area; 2 - the width of reed beds; 3 — a watercourse, a river) and a graphic presentation of the massive development of Cladophora

glomerata in the form of dense mats (C, D).

acid content in the biomass of freshwater Cladophora.
A negative factor for using macroscopic green algae,
taking into account Cladophora biomass, can be
Cladophora’s ability to accumulate heavy metals [20,21].
In recent years, the biosorption process using Cladophora
species has been widely studied including such metals as
chromium [22], lead [23], cadmium [24], selenium [25] and
others [26]. At the same time, the controlled concentration
of elements could be induced in the biosorption process
into the algal biomass that would be useful in cosmetics
or as dietary supplements. In this paper, the possibility of
obtaining ecological components for cosmetic purposes
by enriching the filamentous biomass of freshwater
Cladophora with copper is also presented. Most of the
literature sources concern the biosorption of copper (II)
by marine Cladophora in wastewater treatment [27,28].
However, several studies have been conducted referring
to the use of freshwater Cladophora as a biosorbent to
remove copper (II) [26,29,30]. There is a lack of research
of such processes in freshwater C. glomerata. Copper ions

presented in the studied material were selected for testing
because they have anti-bacterial applications and can
act as “free radical scavengers”. The question was asked
whether the chemical composition of the biomass of
freshwater macroscopic green algae, Cladophora, makes it
a good raw material for commercial use.

2 Experimental procedure

2.1 Harvesting area of Cladophora biomass

The Oporzyn Lake is located near the village of Oporzyn,
ca. 20 km north of Wagrowiec (in the northern part of
the Wielkopolska region, Fig. 1). The lake is located in
a hollow surrounded by hills with very steep slopes
which facilitates the surface runoff from the surrounding
farmland. It has an area of 15 ha and a mean depth of
1.2 m. The shore of the lake is covered with a wide
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(to 10 m) and dense belt of rushes with Phragmites australis
(Cav.) Trin ex Stued. and Typha latifolia L. as the dominant
species. The lake is in the overgrowing phase and the
pelagic zone is overgrown by Ceratophyllum demersum
L. This submerged aquatic plant formed extremely dense
layers that prevent access of light to the bottom of this lake
and the development of other submerged plants.

Mats of filamentous green alga C. glomerata (L.) Kiitz.
of macroscopic size formed a large surface mat which
freely float on the water surface (macroalgae coating);
mat formation regularly repeated every year. Freshwater
green algae were collected in the first week of July 2013
when dense mats of Cladophora tightly covered the water
column of the shallow parts of Oporzyn Lake. Algae were
collected manually from the middle of the mats floating
on the surface of the lake water. Due to the fact that the
mats were also observed in the pelagic zone, the biomass
was harvested using boats applying a strip, a cable,
or a special rake.

After the collection, fresh algal biomass (FM) was
weighed immediately per 1 m? of the water surface. Then,
the material was dried in a specialized drying oven until
a dry matter (DM) having a water content of < 15% was
obtained.

The basic physico-chemical parameters of the water
(temperature, conduction and oxygen concentration
as well as pH) at the examined sites with Cladophora
were measured with the use of the YSI Professional Plus
handheld multiparameter meter.

2.2 Macroalgae culture in the medium
supplemented with Cu ions

In order to determine the ability of copper accumulation
by macrogreen algae, C. glomerata from Oporzyn Lake was
used. Filaments of Cladophora and water samples were
collected in the natural habitat of the lake in September,
2013.Inordertoinitiate the culture, samples of macroscopic
green algae were carefully purified from organic matter
and sand grains by hand. Then algal filaments (420 g of
wet weight; one cell surface sorption area was 17.85 mm?*
and for a filament with 1 cm length this amounted to
119 cm?®) were placed for 48 hours in distilled water at room
temperature to acclimatize. Six liters of water from the
lake and six liters of distilled water were filtered through
Whatman GF/F glass fiber filters and sterilized. Glassware
(1 liter flasks) were also sterilized. Algae were cultured in
modified Wang’s medium for a period of 7 and 14 days,
respectively, at a constant temperature of 21°C and light
intensity of 250 pmol photons m? sek! in a phytothron

DE GRUYTER OPEN

(CONVIRON model CMP 6050) [31]. CuSO,5H,0 was used
as the source of copper.

The experiment was composed of the control sample
with water habitat (1) and five levels of enrichment of the
medium with copper sulphate at different concentrations
(0.01, 0.1, 1, 10 and 100 mg L* CuSO,:5H,0). Each level was
studied in triplicate using glass containers with 500 mL
of medium and 10 g of fresh algae biomass (Fig. 2). Two
series of experiments were performed; the first lasted for
7 days, the second for 14 days.

Each time, after completion of these series of
experiments, the FM of Cladophora filaments was
determined, as well as their DM after drying in a laboratory
oven for 2 hours at the temperature of 105°C. Next, the
filaments were put into plastic 100 mL containers.

2.3 Biomass, elements and amino acids
analysis

The samples of C. glomerata collected from the lake and
cultured in a laboratory were analyzed to determine dry
biomass, ash, total protein, crude fiber and crude fat
content. The process of element analysis was started
with mineralization of dry biomass. The samples of 0.2 to
0.3 g of the dried Cladophora biomass were placed in
Teflon reactors, then 10 mL of 65% nitric acid (V) (Sigma)
was added, and left for 24 hours. The mineralization was
conducted in a CEM Mars Xpress microwave oven. Process
parameters were as follows: a first stage at a power of
800 W, temperature of 100°C, and time of 30 minutes; was
followed by a second stage, power 800 W, temperature
130°C, time 30 minutes. After the mineralization, the
samples were diluted with distilled water to 25 mL.
Afterwards, the content of each selected element Ca,
Mg, Na, K, Fe, Zn, Cu, As, Cd, Ni, Pbh, Cr, Mn and Co,
was determined in the samples. The elemental analysis
was carried out in Inductively Coupled Plasma-Optical
Emission Spectrometer (Varian ICP-OES VISTA-MPX) by
ICP-OES method. The concentration of each element was
expressed as pg g' or mg g' DM.

The algae samples were analyzed according to the
AOAC [32], protocol no. 934.01 for dry matter, and method
no. 942.05 for ash. Crude protein was determined with a
Kjel-Foss Automatic 16210 analyzer (method no. 976.05),
crude fat with a Soxtec System HT analyzer (method no.
2003.05), and crude fiber with a Tecator Fibertec System I
(method no. 978.10). The content of N-free extractives was
calculated as 1000 — (crude protein + crude fat + ash +
crude fibre) and expressed as g kg! DM. The samples of
ground algae were subjected to acid hydrolysis with 6 M
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MEDIUM CuSO, 1"

HABITAT WATER  DISTILLED WATER
1

0.01 mg
2 3

0.1 mg
4

1 mg

10 mg
5 6

100 mg
7 —_—
CULTURE CONDITION
TEMPERATURE
21°C
LIGHT INTENSITY
250 umol fotonéw m™ sek™”

DARK LIGHT PERIOD
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BEAKER CONTENT

2x (period 7, 14 days)

Reduce evaporation

Beaker

Medium
500ml

Cladophora
glomerata
10g d.w.

Figure 2: Graphical summary of the macroalgae culture conditions in the medium supplemented with Cu ions composed in seven ranks for a

period 7 and 14 days.

HCI at 110°C for 23 hours. Amino acids were determined
using an AAA 400 amino acid analyser (INGOS, Czech
Republic) with ion exchange chromatography. Post
column ninhydrin-based detection in a sodium citrate
buffer was used. The ninhydrin amino acid derivatives
were detected using a column packing of OSTION Lg ANB
(column height: 35 x 0.37 cm) at 570 nm for primary amino
acids and at 440 nm for secondary amino acids.

2.4 Biomass extraction

The classical method of extraction (Soxhlet) was used.
Separately, ethylene alcohol and acetone were used
as solvents, in the proportion 1 g of dry Cladophora
biomass for 25 ml of solvent. In the recent years, more
and more attention has been paid to the applications of
clean processes such as supercritical fluid extraction
(SFE) which are used to isolate natural biologically
active compounds from different raw materials, such as
plants, food by-products, and micro- and macroscopic
algae. Carbon dioxide is the most common solvent used
as the supercritical fluid because of its moderate critical
temperature (31.3°C) and pressure (72.9 atm); moreover it
is considered to be a “green solvent” [33].In the case of
Supercritical Fluid Extraction of Cladophora biomass, the
methods previously described in detailed by Roj et al. [34]
and Kostrzewa et al. [35] were used. The extractions of
Cladophora were carried out using the multi-purpose pilot
unit for supercritical fluid extraction at three different
pressures: 300 bar, 500 bar and 700 bar, at 45°C. A second
extraction was performed at 700 bar and at 45°C. Pure

CO, was used as solvent, and samples were taken every
30 minutes.

2.5 Fatty acids analysis in extract

Analysis of fatty acids as methyl esters was carried out
using gas chromatography (GC) combined with a mass
detector from Thermo Fisher Scientific. In the analytic
system, the chemical constituents were separated in
a chromatography column and, then, were directed into
the Mass Spectrometry Detector (MSD) where they were
subjected to an electron beam and were fragmented. The
resulting ion mixture was then monitored using one of
the two techniques, SCAN or SIM. In the SCAN procedure,
the detector swept a desired range of mass to charge ratio
(m/z) successively until the total area was covered. To
identify a peak shape, 5 to 10 scans of each constituent
were necessary. The Selected Ion Monitoring (SIM) method
can monitor only a few selected ions. In this case a SCAN
technique was used to analyze the extract composition. The
methyl esters of fatty acids were prepared in compliance
with the PN-EN ISO 5509 standard for “Plant and animal
oils and fats”. Preparation of methyl esters of fatty acids and
the PN-EN ISO 5508 standard “Oils and plant and animal
fats”. An analysis of the methyl esters was carried out by
gas chromatography using the TMSH (trimethylsulfonium
oxide) based method. 10 mg of liquid sample was solved
in 500 pL of t-butyl-methyl ether and slightly heated, if
necessary. Then 250 pL of TMSH was added and the solution
obtained was shaken intensely. The prepared solution was
ready to be injected into a chromatographic column.
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Chemical identification of the mass spectral peaks was
done by comparison of retention times of the obtained
peaks with available pattern peaks. The mass spectrum
contains a number of peaks that present a relationship
of ionic current vs. m/z, and was used to determine the
structure to identify the chemical compound. The m/z
ratio provides information on formula mass weight or its
part. The identification can be confirmed by comparison
of retention times. The quantitative analysis was based on
external standards. It is assumed that standard samples
and analyte constituents generate identical output signals
if they contain the same components.

3 Results

3.1 Habitat of freshwater Cladophora

The mass appearance of C. glomerata in the late June
period may result from the great fertility of the Rudka river
water flowing into the lake. Average concentrations of
N-NO;, N-NH,*, P-PO,> and total iron in this period were
0.51 mg L1, 1.08 mg L, and 0.19 mg L, approximately. The
value of the electrolytic conductivity fluctuated around
900 pS cm?, irrespective of the location and time of
measurement. During Cladophora massive development,
the pH value in the surface water ranged between 7.86 and
8.31. Concentrations of oxygen were changeable and they
measured to 8.4 mg L'in the littoral zone and 4.3 mg L'in
the central part of the lake.

Filamentous green alga Cladophora occurred generally
in two forms — submerged and free-floating on the water
surface. The submerged filaments of Cladophora consisted
solely of juveniles, while the free-floating, on the water
surface mats were formed by mature and dying forms.
Submerged filaments of macroalgae were often tangled in
Ceratophyllum demersum growing on more than 80% of
the bottom of the lake. Cladophora biomass concentration
appeared in a volume of 600 m’® to 5000 m’ tightly covering
the water surface of the lake. In the period from May to
July, quantitative proportions varied between submerged
form (juvenile phase) and free-floating (mature phase and
the dying). In May, the forms of the young was dominant
and covered more than 85% of the lake. In June, during the
decline in the share of submerged forms of Cladophora,
the share of free-floating forms on the surface of the water
increased at the same time.
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3.2 Macroalgae culture in the medium
supplemented with Cu ions

Table 1 presents the elemental composition observed in the
Cladophora filaments (mg g' DM) cultured in the laboratory
during supplementation of copper ions. Generally, it was
observed that, with the increase of copper content in the
culture medium, the copper content in the cultivated
biomass also increased. In excess of the concentration of
2.50 mg Cu L in the culture medium, a rapid increase in
the concentration of copper in the biomass was observed,
both in the case of 7 days and 14 days of exposure to
copper. In the case of 7 days of exposure, copper content
in biomass increased from 1.3 to 3.9 mg g' of DM (from
2.50 to 24.96 mg Cu L' of medium, respectively); while in
the case of 14 days of exposure, copper content increased
significantly more — from 1.3 to 8.5 mg g' of DM (from 2.50
to 24.96 mg Cu L' of medium, respectively).

3.3. Biomass analysis

The analysis of biomass was carried out to determine dry
biomass, ash, total protein, crude fiber, crude fat, selected
elements and amino acids content in C. glomerata. The
results shown in Table 2 indicate that the dry biomass
content was similar both in Cladophora from the lake
and in Cladophora cultured in the laboratory. The ash
content was higher in Cladophora biomass collected from
the lake, whereas, the total protein, crude fiber and crude
fat amount was higher in Cladophora cultured in the
laboratory conditions.

In the elemental analysis, there was detected the
content of selected elements, such as: Ca, Mg, Na, K,
Fe, Zn, Cu, As, Cd, Ni, Pb, Cr, Mn and Co in C. glomerata
biomass. Table 3 shows the elemental composition

Table1: Elementalcomposition observedinthe freshwater Cladophora
filaments (ug g'or g g DM).

Element The element content Element The element content
[sg*DM] [ug g DM]

Ca 146.243.4 As 0.53+0.05

Mg 3.63+0.02 cd 0.07+0.01

Na 0.47+0.02 Ni 0.15+0.03

K 17.59+0.22 Pb 0.80+0.09

Fe 0.19+0.01 Cr 0.01+0.001

Zn 0.03+0.01 Mn 0.09+0.03

Cu 0.05+0.01 Co 0.01+0.001
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Table 2: Analysis of algal biomass collected from the lake and
cultured in laboratory conditions.

The content of the Cladophora from Cladophora cultured
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Table 4: Elemental composition observed in the Cladophora
filaments (g g* DM) cultured in the laboratory during
supplementation of copper ions.

substance [%)] the lake in the laboratory Elements content Habitat 0.002 0.02 0.25 2.50 24.96
Dry biomass 95.56 94.47 [ggDM] water mg mg mg mg mg
Cul? Cul! Cul! Cul! Cul?
Ash 39.25 14.69
Period of 7 days
Total protein 14.45 26.59
Cu 0.05 0.6 0.7 1.8 1.3 3.9
Crude fiber 15.60 27.19 £0.01 01 01 +03 0.4 +12
Crude fat 0.78 1.87
Na 0.6 2.2 2.6 2.6 1.7 2.1
+0.1 +01 +03 +03 +0.2 +0.7
T?ble 3: The content of amino a.lcids in Cladophora glomerata K 2.7 3.4 3.4 2.6 16 11
biomass (g/100g of total protein). +01 +07 +05 +13 +03 403
Ca 62.3 70.7 24.8 54.9 105.2 14.8
Amino acid [g/100g Cladophora from Cladophora cultured +1.3 +45 +2.8 +13 +3.0 +1.3
of total protein] the lake in the laboratory B B B B B
Aspartic acid 10.52 11.5 Mg 2.9 31 4.2 3.4 3.2 25
Threonine 4.57 3.62 +0.1 +01 +03 +0.1 +0.3 +0.6
Serine 4.35 3.11 Period of 14 days
Glutamic acid 12.46 7.80
proli 451 5.11 Cu 0.05 0.8 0.4 1.2 1.3 8.5
rotine : : £0.01 +05 +0.2 +0.2 +0.1 +1.0
Cysteine 1.51 2.71
Glycine 513 3.78 Na 0.6 1.8 2.2 1.9 1.6 15
+0.1 +01 +£0.2 +£0.2 +0.1 0.2
Alanine 5.46 3.88
Valine 5.40 3.16 K 7 5.0 10.0 6.3 6 3
Methionine 0.82 0.80 $01  £16 £10 +18 102 £01
Isoleucine 3.36 1.84 Ca 623 73.2 1569 195.2 53.9 1214
Leucine 6.58 3.82 +1.3 +6.7 +52 +4.2 +58 +0.4
Tyrosine 2.83 5.06
Mg 2.9 4.8 5.3 4.3 4.1 3.5
Phenylalanine 4.32 2.84 +01 +05 +01 +02 +0.4 +03
Histidine 217 3.65
Lysine 4.78 5.13
Arginine 7.23 7.92

observed in the freshwater Cladophora filaments
(ug g' or mg g' of DM). The results show that the studied
biomass of freshwater C. glomerata collected from the
lake was characterized by the highest calcium content of
the detected metals. Furthermore, Cladophora biomass
contained also large amounts of potassium, magnesium,
sodium and iron. Lead, arsenic and nickel occurred in the
highest concentrations between other unfavorable heavy
metals. While chromium and cobalt were detected in the
lowest amounts in the biomass.

Asfarasaminoacids analysisis concerned, the content
of amino acids in algal biomass (g/100 g of total protein) is
presented in Table 4. It can be observed that glutamic acid

and aspartic acid were detected in the highest content in
C. glomerata collected from the lake. In addition, the alga
was found to be a rich source of arginine, leucine, alanine,
glycine and valine.

3.4 Fatty acids analysis in extract

Table 5 shows the changes in fatty acid concentrations
in extracts of the freshwater C. glomerata biomass with
respect to the type of extraction. The differences in
fatty acids composition were noticed depending on the
extraction method and solvent. It was observed that the
highest amounts of detected fatty acids, both saturated
and unsaturated, were obtained using supercritical fluid
extraction. The saturated fatty acids ranged from C9:0
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Table 5: Changes in fatty acid concentrations in extract of the
freshwater Cladophora biomass with respect to the type of
extraction.

Polyunsaturated/ % weight of fatty acids in dry matter

saturated fatty  of the extract
acid Extraction Soxhlet method Supercritical
solvent: EtOH  solvent: Aceton eXtraction-CO,
C9:0 1.9 1.6 2.0
C10:0 n.d. n.d. n.d.
C11:0 n.d. n.d. n.d.
C12:0 0.1 0.2 n.d.
C14:0 2.7 3.0 12.5
C16:0 5.9 7.1 17.4
C18:0 0.4 0.8 0.6
C20:0 n.d. n.d. n.d.
C22:0 n.d. n.d. 0.2
C16:1(n-7) 1.9 2.8 4.9
C18:1(n-9) 1.0 1.4 9.3
C18:2 (n-6) 1.9 3.0 6.5
C18:3 (n-3) 1.7 2.2 5.2
C18:3 (n-6) n.d. n.d. n.d.
C18:4 (n-3) 1.5 3.0 3.1
C20:4 (n-6) n.d. n.d. 0.4
C20:5 (n-3) n.d. n.d. 0.4
C22:1(n-9) n.d. n.d. n.d.
C22:6 (n-3) n.d. n.d. n.d.
The contentof  19.0 36.5 62.5

fatty acid (%
weight) in the
dry matter of the
extract

Polyunsaturated/ 0.72
saturated fatty

acid ratio in the

dry matter of the
extract

0.83 0.91

n.d.= not detected. Limit detection 0.1%weight

to C22:0 in our studies. The C16:0 and C14:0 fatty acids
were dominant in obtained extracts. The C18:1 and C18:2
unsaturated fatty acids occurred in the highest amounts
among other unsaturated fatty acids in extracts obtained
by the supercritical fluid extraction method. The C22:0
saturated fatty acid was detected in the largest percentage
in the case of supercritical fluid extraction, and the C12:0
saturated fatty acid was found in the lowest amount in
case of solvent extraction.
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4 Discussion

Formed macroalgae coating covered almost the entire
surface of the water of the lake. The biomass of filamentous
mats of Cladophora developed in 2013 (June, July) at
a relatively constant level on the Oporzyn Lake and was
674 g DM m? (5896 g FMm?). The importance of Cladophora
as a raw material for bioactive compounds is well
documented for marine ecosystems [9-12], but our present
studies of using a natural source of primary and secondary
metabolites are based on macroalgal freshwater biomass.
The result of significant copper increase in the case of
14 days of exposure may be explained due to the limited
concentration of 2.50 mg Cu L! in the medium, above
which there was significantly higher biosorption of copper
by Cladophora. According to our observations, excessively
high concentrations of Cu may cause disturbances in the
synthesis of chlorophyll and discoloration algae thalli.
Further exposure of the algal culture to high levels of
copper above 2.50 mg Cu L acted lethally on the thalli of
Cladophora. The biosorption of copper using Cladophora
biomass has been widely investigated in recent years.
Deng et al. [27] analyzed the ability of marine green alga
Cladophora fascicularis (Mertens ex Ag.) Kiitz. to absorb
copper (II) from aqueous solutions and showed that this
alga was characterized by one of the highest adsorption
capacities for Cu* between others algal biosorbents
[28]. Our studies confirmed the ability of Cladophora’s
effective copper biosorption, with the highest copper
adsorption capacity of 8.5 mg g', which corresponds to
0.13 mmol g'. Apart from studies on marine Cladophora
species, there are also a few literature data concerning
freshwater Cladophora as a biosorbents. Thus, in one
of them, it was found that the freshwater Cladophora
fracta (O.F. Miiller ex Vahl) Kiitz. may remove Cu with
the highest efficiency (up to 2.388 mg g') compared to
other investigated metals: Zn, Cd and Hg [26]. Studies
on another freshwater alga, Cladophora crispata (Roth)
Kiitz, exhibited the highest Cu (II) uptake capacity of
1.03 mmol g' of biomass [30]. Afterwards, the effect of
different Cu (II) concentrations on the adsorption yield
using freshwater Cladophora was also evaluated. The
results show that the adsorption rates increased with the
increasing copper concentrations up to 150-200 mg Cu L.
The maximum equilibrium adsorption rate was estimated
as 16.73 mg g at copper concentration of 204.2 mg Cu L.
In comparison to our results, the same group obtained
adsorption capacity of 3.27 mg g' Cladophora biomass at
the concentration of 25 mg Cu L* [32], whereas we noticed
8.5 mg Cu g! biomass at the same concentration of Cu in
the medium after the period of 14 days.
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On the other hand, we noticed that the different copper
concentrations in the culture medium affected the
content of other elements in algae biomass. The effect
of supplementation with various substances to bioactive
compounds in freshwater Cladophora has been studied in
several publications. Nechev et al. [36] reported differences
in lipid and fatty acid content in freshwater C. glomerata
after treatment with lead ions. Other research showed that
the addition of phosphate to the medium enhanced the
production of carotenoids and chlorophylls in freshwater
Cladophora [15]. The same group demonstrated the
influence of increased phosphorus concentration to
increase in protein, vitamin A, P, B-carotene, lutein and
zeaxanthin contents and decrease in carbohydrate content
[16]. In our studies, in the case of 7 days of exposure to
copper, the sodium content in biomass increased with
increasing copper concentration in the culture medium
up to the concentration of 0.25 mg Cu L%, and afterwards
the concentration of the sodium content decreased and
increased again. Whereas, after the period of 14 days of
exposure to copper, the amount of sodium in biomass
increased up to a concentration of 0.02 mg Cu L, and the
it decreased. Furthermore, during the 7 days of exposure
to copper, the potassium content in algae biomass was at
a similar level up to the concentration of 0.02 mg Cu L%,
and then, it decreased. In the case of 14 days of exposure
to copper, the potassium amount in biomass increased
up to the concentration of 0.02 mg Cu L', and then, it
decreased. However, there was no correlation between
the copper content in the culture medium and the
calcium content in algae biomass. Finally, the magnesium
amount in biomass increased up to the concentration
of 0.02 mg Cu L', and it decreased after exceeding that
concentration during a 7 day exposure to copper. A similar
correlation for magnesium was observed in the case of
14 days of exposure to copper. To summarize, in most
cases, the investigated element content in algae biomass
increased up to the concentration of 0.02 mg Cu L in
the culture medium, and in excess of the concentration,
the element content decreased with the highest copper
concentration. Thus, we demonstrated that copper may
affect freshwater C. glomerata metabolism indicating,
that supplementation with the appropriate amount of Cu
could enhance macro- and microelements production in
this alga. Since heavy metals are common in the natural
environment, trace amounts of contamination may be
present as some components of cosmetics. European
Union legislation does not regulate, in detail, what the
maximum amounts of heavy metals are allowed. Each
cosmetic must be safe and, therefore, the heavy metal
content is taken into account when assessing the safety
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of specific cosmetic. As the copper in cosmetics acts as a
disinfectant and accelerates wound healing, its content
in cosmetics do not pose a risk to health. The results of
our study indicate that the bioaccumulation of copper in
the culture of Cladophora biomass is at a level enabling
the use of these algae in cosmetics. However, in the case
of products of plant origin, the copper content in food
products should not exceed 1.0 mg kg of the product.

Study of biomass of freshwater macroalgae as a source
of fatty acids, amino acids and other bioactives is not very
popular in contrast to marine algae. Chemical composition
was wellstudied, forexample,among brown algae — Padina
pavonica (L.) Thivy [37], red algae — Ceramium virgatum
Roth [38] and green algae — Cladophora vagabunda (L.)
Hoek [39]. Different genus of marine green algae, e.g.:
Cladophora, Codium, Chaetomorpha and Ulva, which are
rich in fatty acids (especially: palmitic, myristic, behenic,
palmitoleic, oleic and linoleic acids), may be potentially
used for nutritional and pharmaceutical applications
[40]. However, few sources refer to fatty acids content in
freshwater C. glomerata [18].

Tosumup, the contents of the studied metals decreased
in the following order: Ca>K>Mg>Na >Fe>Cu>Zn>Pb>
As > Ni > Cd > Mn > Cr > Co. In contrast, Khuantrairong
and Traichaiyaporn [16] reported the highest content of
magnesium in freshwater Cladophora. They evaluated the
following content of studied elements: Mg > Fe > Ca > K >
Zn in Cladophora biomass.

In the literature, there is no evident interest in
amino acid content in freshwater Cladophora. However,
marine C. vagabunda (L.) Hoek was investigated, and it
was characterized by a similar amino acid composition
(glutamic acid, aspartic acid, glycine, valine, lysine,
histidine, arginine) [17] as the freshwater C. glomerata.
Moreover, our results show that amino acid content varies
in Cladophora biomass from the lake and in Cladophora
biomass cultured in the laboratory. However, in most
cases, amino acid concentration in biomass was higher in
Cladophora collected from the lake. The exceptions were
aspartic acid, proline, cysteine, tyrosine, histidine, lysine
and arginine, which were detected in higher amounts in
Cladophora cultured under laboratory conditions. As a
result, freshwater Cladophora from its natural habitat may
be a potentially better amino acid source for cosmetic raw
material than the same alga cultured in the laboratory. This
is a very important aspect from the economical point of
view, because cultivating of algae biomass in a laboratory
is much more expensive than the harvesting of algae from
their natural habitat.

In extracts from algae biomass, fatty acids ranged
from 9 to 22 carbons in length and were determined
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both as saturated and unsaturated compounds [41].
The number of double bonds in the fatty acid chains,
however, never exceeds 6 and almost all of the unsaturated
fatty acids are cis isomers [42]. The fatty acids are recovered
from the biomass algae by an extraction process, which
can be carried out using solvents in the Soxhlet method
or supercritical fluid extraction using supercritical CO,
[43,44]. In our studies, it was observed that the highest
amounts of detected saturated and unsaturated fatty acids
were obtained using supercritical fluid extraction. Higher
efficiency of supercritical fluid extraction in obtaining
bioactive substances from a natural sources as compared
to other extraction methods has been proven in many
studies [45,46]. Our results indicate that the content of
fatty acids in extracts from Cladophora can be used as a
significant supplement in animal feed.

It is interesting to observe a relatively large amount
of the palmitoleic acid (C16:1), both in extracts obtained
by supercritical fluid extraction and by solvent extraction,
which rarely occurs in algae and is characterized by its
strong antioxidative and anti free radical properties.
We also noticed relatively high content of essential fatty
acids - linoleic (C18:2; n-6) and a-linoleic acid (C18:3;
n-3) in obtained extracts, which make these extracts
potentially valuable sources for food, feed and cosmetics
production. According to others studies concerning fatty
acid composition in extracts from marine Cladophora, the
alga contained the most amount of palmitic acid (C16:0)
among others fatty acids [11-13] as in our research. C.
vagabunda was found to be a rich source of C20:4 (n-6)
fatty acid, which was the main unsaturated fatty acid
in contrast to the freshwater C. glomerata, where we
detected this acid in traces, and where the C18:1 acid was
the dominant unsaturated fatty acid. What is more, we
noticed the higher content of C16:1 acid, and essential
fatty acids: C18:2 and C18:3 in C. glomerata in comparison
to research on C. vagabunda [12]. Furthermore, another
species — Cladophora coelothrix Kiitz. was characterized by
high C18:1 fatty acid content, what made it the major one
between unsaturated fatty acids in the alga, as is the case
with our results in C. glomerata. In contrast to our studies,
the C16:1, C18:2 and C18:3 fatty acids were not detected
in C. coelothrix [10]. Afterwards, extracts obtained from
Cladophora sericoides Bgrgesen turned out to be rich in
C16:0 and C18:1 fatty acids, which were the dominant ones
comparably to our results. The C16:1, C18:2 and C18:3 fatty
acids were also detected in C. sericoides [11]. Khalid et al.
[18] found that the dominant was saturated C16:0 fatty
acid which was similar to our studies. In contrast to our
results, the C18:0 was detected in high amounts, whereas,
the C14:0 was found in low concentration. Also, the
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C16:3 fatty acid was found as the major unsaturated fatty
acid while we did not detected this acid in C. glomerata
extracts. Other differences were found in content of C16:1,
C18:1 and C18:3 fatty acids, which were not detected [18],
in comparison to our results. Summarizing, the changes in
fatty acid composition in Cladophora extracts are evident
and may depend on such factors as: extraction technique,
solvents used, algae species and their natural habitat.

5 Conclusions

1. Lake Oporzyn in Poland is a convenient place for
harvesting macroalgae of the Cladophora genus which
is very important for obtaining organic biomass with
commercial applications.

2. Amino acid content in Cladophora biomass
indicates a very interesting new material which
could be potentially used in animal feed as a feed
supplement.

3. Asaresult of bioaccumulation, it is possible to obtain
very high copper concentration in the culture of
algae biomass, far in excess of the amount necessary
for animal nutrition in this biomass. Using this
technology, it is absolutely essential to control the
amount of copper in the biomass because it can be
a toxic.

4. The number and type of fatty acids and the ratio of
unsaturated to saturated fatty acids in the extract
of freshwater Cladophora biomass indicate that the
extract can be a valuable supplement in human
food, as well as a great supplement in animal feed.
The extract obtained with the supercritical extraction
process may also be used as a component in cosmetics:
masks, creams and scrubs.
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Water reservoirs in Poland such as rivers, lakes and ponds are a rich source of freshwater green macroalgae that
can be exploited as a good source of biologically active compounds, once an appropriate process has been devel-
oped and the metabolites and biological activity of the different species have been demonstrated. With this goal,
in the present work a supercritical fluid extraction process (SFE) has been studied to extract carotenoids and phe-
nolic compounds from Cladophora glomerata, Ulva flexuosa and Chara fragilis. Optimization of the parameters in-
volved in the SFE process (temperature, pressure and % ethanol as co-solvent) has been carried out by using a 3-
level factorial experimental design and different responses have been evaluated simultaneously (extraction yield,
total carotenoids, total phenols and antioxidant activity). Optimized conditions include the use of 40 °C, 300 bar
and 11.4% ethanol as co-solvent. Under these conditions, C. fragilis extracts were the richest in total carotenoids
and total phenols (24.90 mg fucoxanthin equivalents g~ ' extract and 30.20 mg gallic acid equivalents g~ ! ex-
tract, respectively), whereas those produced from U. flexuosa possessed the highest antioxidant activity
(0.944 mmol trolox equivalents g~ extract). The chemical characterization of the different extracts, carried
out by HPLC-DAD-MS, allowed the tentative assignment of diverse carotenoids, chlorophylls and related
compounds in the studied algae; among them some described for the first time on these species. Hence, extracts
obtained from the studied algae using SFE can be considered of potential interest in cosmetic, food and pharma-

ceutical industry as a way to valorize these underexploited materials.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Nowadays, algae have found a good number of applications in vari-
ous industries, as cosmetic, pharmaceutical, food and agriculture, due
to the variety of bioactive compounds these organisms possess [1-5].
Literature shows plenty of data regarding marine algae, their chemical
composition and applications [2-4,6-8]. However, as far as freshwater
algae are concerned, their properties are poorly understood because
just a few investigations related to analysis of bioactive compounds in
these algae have been reported [9-13]. Water reservoirs in Poland
such as rivers, lakes and ponds are a rich source of freshwater green
macroalgae, with an important growing rate which can be revalorized
if a proper identification of metabolites and biological activity is carried
out. This is especially interesting for freshwater algae such as Cladophora
glomerata, Ulva flexuosa and Chara fragilis.

Cladophora glomerata (L.) Kiitz. (Chlorophyta, Ulvophyceae) is fila-
mentous green macroalga commonly occurring in freshwater ecosys-
tems [14]. Freshwater C. glomerata has been shown to be a natural
source of carotenoids [15-20] including 3-carotene, lutein, zeaxanthin,

* Corresponding author.
E-mail address: elena.ibanez@csic.es (E. Ibaiiez).

http://dx.doi.org/10.1016/j.algal.2016.09.008
2211-9264/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

astaxanthin, violaxanthin, loroxanthin, antheraxanthin and 9-cis
neoxanthin, as well as of phenolic compounds [15,16,21]. Ulva flexuosa
subsp. pilifera (Kiitz.) (Chlorophyta, Ulvophyceae) is a green tubular
macroalgae occurring mostly in marine, but also in freshwater reser-
voirs [22]. So far, research has been focused on marine species from
Ulva genera and most of them concerning Ulva lactuca [23-26]. Indeed,
the knowledge on the composition and activity of U. flexuosa remains
scarce. Marine Ulva species are well known sources of characteristic car-
bohydrates, called ulvans [26] which have been related to a number of
bioactivities [27-29]. Our recent studies have shown the presence of
ulvans also in freshwater Ulva species [30]. Regarding Chara fragilis
AN. Desvaux (Charophyta, Charophyceae), this is a small macroalga of
highly branched green or light grey thallus, which was found both in
marine and freshwater habitats [31]. Biochemical characteristic of
algae from freshwater Charophyta phylum is hardly known. Some re-
searches related to fatty acids and sterols composition in Chara species
were conducted [32,33]. Also carotenoids such as lutein, neoxanthin,
zeaxanthin, violaxanthin, fucoxanthin, 3-, a- and ~y-carotene [34] have
been described, although this species remains largely unknown from a
chemical composition perspective.

Nowadays, different advanced green extraction techniques, such as
supercritical fluid extraction (SFE) are widely used to isolate bioactive
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compounds from natural sources. In SFE, solvents above their critical
pressures and temperatures are employed resulting in an easier diffu-
sion through solid materials and therefore faster extraction yields [7,
35]. Usually supercritical CO, (SC-CO,) is used as a solvent in SFE due
to its mild critical conditions, non-toxicity and low-cost [8]. SC-CO, is
suitable for isolation of non-polar compounds, for this reason, in the
case of extraction of medium polarity natural bioactives, the addition
of a co-solvent such as ethanol is necessary [36]. As a result, SFE has
found numerous applications to recover biologically active components
from algae, allowing the extraction of labile or easily oxidizable com-
pounds [8,37]. Predominantly, SFE has been used for carotenoids isola-
tion from marine macroalgae species, for instance for the recovery of
fucoxanthin [38-41]. Some phenolic compounds were also extracted
from seaweeds using SFE [42]. In contrast to marine algae, literature
shows a few examples of SFE applications to isolate bioactive com-
pounds from freshwater algae [11].

Bearing this in mind, the main aim of this work was to develop SFE-
based processes as a green and environmentally friendly approach to re-
valorize different freshwater green macroalgae species from Poland
such as Cladophora glomerata, Ulva flexuosa and Chara fragilis and to pro-
ceed to their chemical and functional characterization. For this purpose,
extraction conditions were optimized to maximize extraction yield, as
well as amount of isolated bioactive compounds (carotenoids, phenols)
and antioxidant activity in the obtained extracts. Afterwards, in vitro as-
says including total carotenoids, chlorophylls and phenols, as well as an-
tioxidant activity (TEAC) were carried out for extracts obtained under
optimum conditions to determine their antioxidant properties. Further-
more, the evaluation of carotenoids and chlorophylls in the extracts
using HPLC-DAD-MS was attempted to define the chemical composition
of studied freshwater green macroalgae species from Poland for the first
time.

2. Materials and methods
2.1. Algae material and chemicals

Three species of freshwater green algae were used in the study:
Cladophora glomerata, Ulva flexuosa and Chara fragilis. Samples were col-
lected manually from freshwater reservoirs located in Greater Poland
region (Poland). Specifically, C. glomerata and U. flexuosa were harvest-
ed from Nielba river, in July 2014 and August 2014, respectively, where-
as C. fragilis was collected from Wielkowiejskie Lake in January 2015.
After harvesting, fresh algal biomass was weighed and dried in a drying
chamber FD with forced air (Binder) under the temperature of 35 °C
until a dry matter having a water content of <15% was obtained. Then,
dry algae were milled using a laboratory mill with grinding tank.

Carbon dioxide (99% purity), purchased from Carburos Metalicos
(X50S, Barcelona, Spain), and ethanol (99.5%), provided by VWR
Chemicals (Fontenay-sous-Bois, France), were used for supercritical
fluid extraction (SFE). Ultrapure water was obtained from a Millipore
system (Billerica, MA, USA). Fucoxanthin, chlorophyll a, gallic acid, 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox, 297%)
and 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS,
>99%) were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Folin-
Ciocalteu phenol reagent was provided by Merck (Darmstadt, Germa-
ny). Methanol and methyl tert-butyl ether (MTBE) provided by LabScan
(Gliwice, Poland), were used for HPLC-DAD-MS analysis.

2.2. Supercritical fluid extraction

The extractions were carried out using home-made SFE instrument.
Fig. 1 shows the scheme of the apparatus. CO, from a cylinder (1) is
compressed with a pump (2), preheated inside a tube with the proper
dimensions (8) placed in the oven (7), and through the extraction cell
(9) containing the algae material. CO, pressure and flow rate are con-
trolled by a micrometering valve (3) and a back pressure regulator

(5)
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Fig. 1. Schematic diagram of supercritical fluid extraction apparatus: 1 - CO, cylinder; 2 -
CO, pump; 3 - micrometering valve; 4 — co-solvent reservoir; 5 - co-solvent pump; 6 —
micrometering valve; 7 - oven; 8 - preheating tube; 9 - extraction cell; 10 - collection
vial; 11 - back pressure regulator.

(11). Co-solvent is added by pumping it from a reservoir (4) to the ex-
traction cell using an HPLC pump (5); co-solvent flow is regulated
through a micrometering valve (6). Afterwards, the obtained extract is
collected in a collection vial (10) by depressurization of the system.
For each extraction, 0.5 g of dried algae biomass was used with a CO,
flow rate of 2 ml min~ . Each extraction was carried out for 2 h in trip-
licate. Extraction conditions for all algae were selected based on an ex-
perimental design conducted for C. glomerata. After extraction, the
resulting extracts were collected in vials and the residual ethanol was
evaporated under vacuum to calculate extraction yield. Then, dried ex-
tracts were diluted with ethanol to concentrations from 10 to 20 mg ml
~1and stored at — 20 °C and protected from light until analysis.

2.3. Experimental design

To optimize extraction conditions a 3-level factorial experimental
design 3 (including three central points) was used based on three fac-
tors: temperature (40-60 °C), pressure (100-300 bar) and percentage
of ethanol as co-solvent (0-15%). The effect of the factors on different
responses, including extraction yield (%), total carotenoids content,
total phenolic content (TPC) and antioxidant activity (TEAC assay)
was studied. A total of 15 experiments were conducted in a randomized
order (as shown in Table 1) for C. glomerata. The experimental design
and data analysis were carried out using response surface methodology
(RSM) with Statgraphics Centurion XVI® (StatPoint Technologies, Inc.,
Warrenton, VA, USA) software. The effects of the independent factors
on the response variables in the separation process were assessed
using the pure error, considering a level of confidence of 95% for all
the variables. The effect of each factor and its statistical significance,
for each of the response variables, was analyzed from the standardized
Pareto chart. The response surfaces of the respective mathematical
models were also obtained, and the significances were accepted at
p < 0.05. A multiple response optimization was carried out by the com-
bination of experimental factors, looking for maximizing the desirability
function for the responses in the extracts. Afterwards, the optimum ex-
traction conditions obtained for C. glomerata were used for the extrac-
tion of the rest of the algal species, i.e., Ulva flexuosa and Chara fragilis.

24. In vitro assays

2.4.1. Total carotenoids and chlorophylls determination

Total carotenoids and chlorophylls content in the algal extracts was
evaluated spectrophotometrically following the method described by
Liechtenthaler [43] with some modifications. Briefly, ethanolic extracts
were diluted with methanol to obtain concentrations in the range
from 0.1 to 0.5 mg ml~". Then, 300 wl of each extracts were transferred
to a 96-well microplate. The absorbance was measured at 470 nm,
652 nm and 665 nm in a microplate spectrophotometer reader



J. Fabrowska et al. / Algal Research 19 (2016) 237-245 239

Table 1

Experimental design matrix including extraction conditions and results for each response variable studied for the optimization of the SFE of the green macroalga Cladophora glomerata.

Values presented are mean + sd.

Exp. SFE extraction conditions Extraction yield [%] Total carotenoids content Total phenols content Antioxidant activity TEAC
—1ja —11b —1)c
Temp. Pressure [bar] Ethanol [%] [mg FEg™"] [mg GAEg™] [mmol TE g™]
[°cl
1 50 200 7.5 3.0 18.20 4 0.09 13.36 4+ 0.90 0.250 + 0.008
2 50 200 7.5 2.6 15.12 £ 0.55 1237 £ 0.50 0.201 + 0.010
3 50 200 7.5 3.0 19.25 + 0.65 12,57 + 042 0.247 + 0.008
4 40 100 7.5 2.7 1834 + 0.49 12.06 + 0.40 0.230 + 0.005
5 40 300 7.5 31 19.24 4+ 0.30 14.80 + 0.47 0.344 + 0.012
6 60 100 7.5 3.7 16.59 4+ 0.58 10.56 + 0.27 0.296 + 0.017
7 60 300 7.5 33 21.50 + 0.55 16.10 £ 0.75 0.313 4+ 0.005
8 50 100 0 0.6 1.69 4 0.04 2.26 +£0.21 0.022 4+ 0.002
9 50 300 0 0.9 6.17 £ 0.24 464 +0.15 0.060 4 0.001
10 50 100 15 5.3 1422 + 0.86 14.25 £ 0.59 0.257 + 0.007
11 50 300 15 3.6 15.58 + 0.45 14.05 4+ 0.76 0.230 + 0.006
12 40 200 0 0.6 2.38 +£0.01 2.65 +0.24 0.032 + 0.003
13 60 200 0 09 3.57 £ 022 5.63 +0.32 0.027 + 0.002
14 40 200 15 43 12.72 £ 035 13.86 £ 0.15 0.222 + 0.009
15 60 200 15 4.1 13.04 4 0.00 13.37 £ 035 0.186 + 0.005
U. flexuosa 40 300 114 0.4 5.68 + 0.15 12.18 + 248 0.944 + 0.137
C. fragilis 40 300 114 1.0 24.90 + 1.61 30.20 £ 4.96 0.476 + 0.017

a
b

mg fucoxanthin equivalents g~ ' extract.
mg gallic acid equivalents g~ extract.

¢ mmol trolox equivalents g~ extract.

Powerwave XS (Bio Tek Instruments, Winooski, VT). Fucoxanthin was
used as carotenoid standard and chlorophyll a was used as chlorophylls
standard to obtain calibration curves. Total carotenoids content was
expressed as mg of fucoxanthin per g of extract, whereas total chloro-
phylls were expressed as mg of chlorophyll a per g of extract. All analy-
ses were done in duplicate.

2.4.2. Total phenols content (Folin-Ciocalteu method)

Total phenols content (TPC) in the obtained extracts was deter-
mined spectrophotometrically using the Folin-Ciocalteu method [44]
with some modifications [45]. Thus, 10 pl aliquot of extract solution
(concentration range from 10 to 20 mg ml~ ") and 600 ul of ultrapure
water were mixed, to which 50 pl undiluted Folin-Ciocalteu reagent
added. After 1 min, 150 pl of 20% (w/v) Na,CO5 were added and the vol-
ume was made up to 1.0 ml with water. The samples were incubated for
2 hat 20 °Cin the darkness. Afterwards, 300 pl of each reaction mixture
were transferred to a 96-well microplate. The absorbance was mea-
sured at 760 nm in a microplate spectrophotometer reader Powerwave
XS (Bio Tek Instruments, Winooski, VT). Standard curves with serial gal-
lic acid solutions were used for calibration. The phenolic content was
expressed as mg of gallic acid (GAE) per g of extract. All analyses were
done in triplicate.

2.4.3. Antioxidant activity determination: TEAC assay

The antioxidant activity of the obtained algal extracts was deter-
mined using the Trolox Equivalents Antioxidant Capacity (TEAC) meth-
odology [46]. The analyses were carried out according to Re et al. [47]
with some modifications. ABTS' radical was generated by the reaction
of 7 mM ABTS with 2.45 mM potassium persulfate in the dark at room
temperature (25 °C) during 16 h before its use. The aqueous ABTS " so-
lution was diluted with 5 mM phosphate buffer (pH 7.4) until an absor-
bance of 0.7 (£0.02) at 734 nm was achieved. Afterwards, 1 ml of
ABTS™" solution was mixed with 10 pl of extracts (5 different concentra-
tions) and 300 pl of the mixture were transferred into a 96-well micro-
plate. The absorbance was measured at 734 nm every 5 min during
45 min in a microplate spectrophotometer reader (Synergy HT, BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA). Trolox was used as a reference stan-
dard. Results were expressed as mmol of Trolox per g of extract. These
values were obtained from five different concentrations of each extract
tested (between 0.5 and 15 mg ml~') in the assay giving a linear

response between 20% and 80% blank absorbance. All analyses were
done in triplicate.

2.5. HPLC-DAD-MS-based chemical characterization

The chromatographic separation of the extracts obtained in the opti-
mum conditions was performed using an Agilent 1200 series liquid
chromatograph (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) consisting in a
binary pump, an autosampler and a diode-array detector (DAD), direct-
ly coupled to an ion trap mass spectrometer (Agilent ion trap 6320)
with an APCI (atmospheric pressure chemical ionization) interface.

To evaluate carotenoids and chlorophylls profiles, a YMC-C30
reversed-phase column (250 x 4.6 mm, 5 um particle diameter, YMC
Europe, Schermbeck, Germany) was used. A mixture of methanol-
MTBE-water (90:7:3 v/v/v, A) and methanol-MTBE (10:90 v/v, B) was
employed as mobile phase using the following gradient elution:
0 min, 0% B; 20 min, 5% B; 25 min, 20% B; 30 min, 35% B; 35 min, 80%
B; 40 min, 100% B; 50 min, 100% B. The flow rate was 0.6 ml min~’,
and the injection volume 10 pl, whereas the UV-Vis detection was per-
formed at 450 and 660 nm (recorded spectra from 240 to 770 nm).
APCI-MS detection under positive ionization mode was employed,
using the following conditions: dry temperature: 350 °C; mass range:
m/z 150-1300; dry gas flow rate: 51 min~!; nebulization pressure:
60 psi.

3. Results and discussion
3.1. Optimization of supercritical fluid extraction conditions

An experimental design was applied to optimize the SFE extraction
conditions so that extracts with the maximum amount of bioactive
compounds (carotenoids and phenols) and the highest antioxidant ac-
tivity possible were obtained. Optimization was carried out using C.
glomerata and the optimum conditions were subsequently employed
for the rest of green algae studied in the present work. Therefore, a
three-level factorial design was set-up using three factors: extraction
temperature (40, 50 and 60 °C), pressure (100, 200 and 300 bar) and
ethanol (co-solvent) content (0%, 7.5% and 15% ethanol). The extraction
time was set at 2 h based on our previous experience with the extraction
of natural matrices [48]. Four different response variables were selected,
i.e. extraction yield, total carotenoids content, total phenols content and
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antioxidant activity. The obtained results are summarized in Table 1. As
can be seen, higher extraction yields were obtained using 15% ethanol as
modifier, thus confirming the presence of more polar compounds in the
algae that were favorably solubilized by increasing the ethanol content.
On the other hand, the most-favorable conditions to maximize total ca-
rotenoids and total phenols recoveries were obtained using the highest
temperature (60 °C) and pressure (300 bar) tested combined with the
use of 7.5% ethanol as co-solvent. Interestingly, the extract which pre-
sented the highest antioxidant activity was produced using similar pres-
sure and proportion of co-solvent but lower extraction temperature
(40 °C). This has been previously observed for the extraction of
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thermolabile antioxidants from natural sources [49,50]. In any case,
the use of neat SC-CO, (without co-solvent) always provided the lowest
extraction yields, as well as the lowest total carotenoids, total phenols
content and antioxidant activity. This is in agreement with previous re-
sults obtained in which the addition of ethanol as co-solvent in SFE re-
sulted in more efficient extraction of bioactive compounds, such as
phenolic compounds [49] and carotenoids [51]. The use of ethanol
significantly increases the amount of carotenoids such as lutein,
neoxanthin, zeaxanthin, astaxanthin and B-carotene, recovered both
from macroalgae [51] and microalgae [52] compared to the use of
neat SC-CO,.

Extraction yield

=+ ~
£
=
2
S
z Z
2
3 7
£ 73
%
- - i
180 220 260 499 0 EtOH %
p [bar]
Total carotenoids content
—+ T

Total carotenoids [(mg FE g-1)
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TEAC (mmol TE g 1)

Fig. 2. Standardized Pareto charts for the four response variables studied in the experimental design (grey and blue bars show negative and positive effects, respectively), and their
corresponding response surfaces. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 2 shows the standardized Pareto charts for the four response
variables studied and their corresponding response surfaces. Different
bar shadings indicate positive and negative effects of the factors on
the response variables whereas the vertical line tests the significance
of the effects at the 95% confidence level. As can be seen, ethanol content
was always the most important factor. In general, analyzing the ANOVA
for the four different responses considered (Table 2), ethanol content
was significant for its linear and quadratic coefficients for all the re-
sponse variables while pressure was only significant for total caroten-
oids and total phenols content. The quadratic term of pressure and the
interaction pressure x ethanol content were significant for antioxidant
activity and extraction yield, respectively. As can be observed, determi-
nation coefficients were higher than 0.97 for all the studied models and
the lack of fit was not significant, showing that the model was appropri-
ate to describe the region explored. By analyzing the surface plots for
each variable, it can be observed that the extraction conditions needed
to maximize the different response variables were not always the
same. Extraction yield hardly depended on temperature and pressure.
Response surfaces of total carotenoids and total phenols content had a
similar behavior, with values slightly increasing according to an incre-
ment on pressure whereas temperature did not have a marked influ-
ence. In the case of antioxidant activity, this variable increased with
pressure, at the lowest tested temperatures. In order to consider the
four response variables at the same time, a multiple response optimiza-
tion was carried out including extraction yield, total carotenoids, total
phenols and antioxidant activity, considering that all the variables had
the same importance (weight). The optimum global extraction condi-
tions provided by the statistical model included the use of 40 °C as ex-
traction temperature, 300 bar as process pressure and 11.4% ethanol
as co-solvent. Similar extraction parameters, that mean relatively low
temperatures, high pressures and the addition of ethanol, were also de-
scribed in other works concerning SFE. Wu et al. [53] recovered more
phenolic compounds from wine rice less using lower extraction temper-
atures (30 °C). Similar results were observed in studies of Braga et al.
[50], where the temperature in the range of 30-50 °C, the pressure of
100-300 bar and the addition of ethanol were used to extract antioxi-
dants from pine bark. The application of 10% of ethanol as a modifier
in SFE resulted in higher extraction yield of carotenoids from microalga
Scenedesmus sp. [51]. Moreover, the addition of ethanol influences the
more efficient isolation of phenols from rosemary [49]. In our case
under optimal extraction conditions, predicted values of 3.7%,
18.95 mg fucoxanthin equivalents g~ ' and 15.29 mg GAE g~ !, were ob-
tained for extraction yield, total carotenoids and total phenols contents,
respectively, whereas the predicted TEAC value was 0.347 mmol TE g ~!

Table 2
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for C. glomerata. Moreover, an overall desirability value of 0.855 was ob-
tained. The theoretical values provided by the model were very similar
to those experimental values obtained in the closest extraction condi-
tions studied included in the experimental design, that is, those of
experiment 5 (40 °C, 300 bar and 7.5% ethanol), as can be clearly
appreciated in Table 1. Once the optimum extraction conditions were
confirmed for the freshwater green macroalga C. glomerata samples,
the use of these parameters was employed for the two other investigat-
ed species: U. flexuosa and C. fragilis. This decision was based on the fact
that the three studied species grew in the same habitat (freshwater)
and belong to the same group (green algae). Moreover, similar chemical
composition (carotenoids, chlorophylls) was expected. Under those
conditions, the attained extracts were studied in terms of in-vitro assays
and were chemically characterized by HPLC-MS in order to correlate
their chemical composition with their activities.

3.2. Study of freshwater green macroalgae: Cladophora glomerata, Ulva
flexuosa and Chara fragilis

Results obtained for in vitro assays for extracts produced under the
optimum SFE conditions for U. flexuosa and C. fragilis are summarized
in Table 1. As can be seen, extracts obtained from C. fragilis were charac-
terized by the highest amounts of total carotenoids and phenols. There-
fore, this alga was found as the species with the highest content of
antioxidants (carotenoids, phenols) among the three tested algae. So
far, no previous studies had confirmed the freshwater C. fragilis as a
rich source of carotenoids and phenols. Results obtained by Kartal et
al. [16] for total phenols content in freshwater C. hispida shown that
the algae contained far much smaller amounts of these compounds
(2.82 mg GAE g~ 1) in contrast to our studies for C. fragilis (30.20 mg
GAE g~ ). Also C. glomerata turned out to be a species with relatively
high total carotenoids and phenols content, as well as the antioxidant
activity. Freshwater C. glomerata investigated by Khuantrairong &
Traichaiyaporn [18] was characterized by extremely lower total carot-
enoids content (0.889 mg g~ '), compared to the sample studied in
our work (16.59 mg g~ !). However, biodiversity as well as the influence
of growing and environmental conditions may be responsible for these
differences, as C. glomerata harvested in Thailand was shown to contain
even higher amount of total phenols, reaching 184 mg GAE g~ ! [15].
Moreover, accordingly, higher values of antioxidant activity were also
obtained (0.92 mmol TEg~ ') [15].

Among the studied samples, U. flexuosa was the species with the
lowest total phenols content (Table 1). However, interestingly, a direct
relationship between total phenols or total carotenoids and antioxidant

Regression coefficients (values of variables are specified in their original units) and statistics for the fit obtained by multiple linear regression.

Terms of the model Extraction yield [%]

Total carotenoids content

Total phenols content Antioxidant activity TEAC

[mgFEg™'] [mg GAE g~'] [mmol TE g™ ']

Estimate p-Value Estimate p-Value Estimate p-Value Estimate p-Value
Constant 0.1189 10.5546 10.5217 0.3052
Temp. —0.0336 0.2743 —0.1068 0.6335 —0.3700 0.5200 —0.0132 0.9459
Pressure 0.0039 0.1787 —0.0854 0.0328* —0.0262 0.0251* —0.0002 0.1522
Ethanol % 0.5727 0.0000* 3.5953 0.0001* 2.5521 0.0001* 0.0579 0.0003*
Temp. x temp. 0.0009 0.5977 —0.0005 0.9517 0.0035 0.5953 0.0002 0.2789
Temp. x pressure —0.0002 0.2832 0.0010 0.2136 0.0007 0.2854 —0.00002 0.1639
Temp. x ethanol % —0.0013 0.5787 —0.0029 0.7698 —0.0116 0.1985 —0.0001 0.6245
Pressure x pressure 0.00002 0.2489 0.00014 0.1064 0.00003 0.6785 0.000004 0.0353*
Pressure x ethanol % —0.0006 0.0359* —0.0010 0.3182 —0.0009 0.3207 —0.00002 0.3243
Ethanol % x ethanol % —0.0091 0.0327* —0.1698 0.0000* —0.0753 0.0009* —0.0024 0.0003*
Statistics for goodness of fit of the model
R2 0.981 0.984 0.977 0.973
RSD 0.337 1.406 1171 0.029
P 0.802 0.593 0.889 0.845
RRSD (%) 1.70 4.95 5.75 0.15

R? - determination coefficient, RSD - residual standard deviation, P - value of the lack-of-fit test for the model, RRSD - residual standard deviation expressed as a percentage of the mean

value of the response; * significant coefficients of the model.
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activity was not observed as the highest antioxidant activity was pre-
sented in U. flexuosa extracts. Thus, the high antioxidant activity of U.
flexuosa may result from the presence of other relatively polar com-
pounds, such as sulfated polysaccharides [30,54]. There is a lack of infor-
mation concerning in vitro assays of freshwater U. flexuosa in the
literature, although the sample studied contained more total phenols
than others marine U. flexuosa (2.674 mg GAE g~ ) [55].

In order to shed more light on the compounds that could be respon-
sible for the antioxidant activity determined in these samples, a HPLC-
MS-based chemical characterization of the extracts obtained under the
optimum SFE conditions was carried out.

10

3.3. Chemical characterization of freshwater green macroalgae SFE extracts

The generated SFE extracts were chemically characterized using an
HPLC-DAD-MS method. Thanks to the use of both DAD and MS detec-
tors, it was possible to collect the UV-Vis and MS spectra of the separat-
ed compounds, thus allowing the tentative identification of the most
relevant components in each sample. Fig. 3 shows the chromatograms
obtained for the studied samples. The information related to the tenta-
tively assigned peaks is summarized in Table 3.

As it can be observed, the carotenoids composition varied depending
on the sample studied; only fucoxanthin and astacene occurred in both
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Fig. 3. Chromatograms (450 nm) obtained for the three freshwater green macroalgae species studied. A) Cladophora glomerata, B) Ulva flexuosa, C) Chara fragilis. For peak identification,
see Table 3.
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Table 3
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Identification of carotenoids and chlorophylls in the extracts from the three freshwater green macroalgae species studied including their UV-Vis and MS spectra characteristics.

Peak number Rt [min] [M + H]* Main fragments UV-Vis maxima [nm] Proposed compound
Cladophora glomerata

1 10.2 583.6 567, 458, 402 450 NI

2 113 659.7 642, 624, 581, 563, 489, 483, 238, 221 432,447, 467 Fucoxanthin

3 12.2 661.5 641, 607, 581, 551 340, 428 NI

4 134 663.9 636, 608, 553, 497 438, 467 NI

5 16.4 593.0 441,204,150 452 Astacene

6 18.9 955.0 922, 836, 709, 473, 675, 645 430, 455, 635

7 375 888.0 844,732, 664, 610, 594, 518 410, 506, 533, 609, 665 Hydoxypheophytin a
8 38.7 886.0 858, 630, 608 413, 435, 600, 665 NI

9 39.0 872.0 840, 856, 838, 594, 547, 533 409, 507, 536, 610, 666 Pheophytin a

Ulva flexuosa

10 5.5 549.0 459, 444, 346 466, 600, 651 NI

11 10.2 584.0 457,401 454 Deinoxathin

12 11.2 654.4 582, 568, 443, 430, 419, 402 449, 470s Siphonaxanthin

13 12.8 614.2 600, 582, 557, 569, 551, 542, 483 434, 586, 629, 650 Chlorophyllide a

7 375 888.0 873, 844, 666, 610, 594 409, 502, 532, 610, 667 Hydroxypheophytin a
9 39.0 872.4 855, 840, 812, 594, 547, 533 408, 505, 536, 608, 666 Pheophytin a

Chara fragilis

2 11.2 659.9 642, 624, 580, 561, 489, 483, 237, 221 432, 448, 468 Fucoxanthin

14 121 587.6 570, 551, 533, 494, 481, 446 426, 448 Micromonol

4 134 663.8 608, 553, 497 438,470 NI

5 16.6 593.4 440,203 456 Astacene

15 17.5 924.7 670, 645, 592, 576, 524, 494 464, 599, 650 Hydroxychlorophyll b
16 19.0 905.9 628 467, 601, 648 Chlorophyll b

17 19.8 1014.8 967, 689 455, 635 NI

18 26.2 910.0 912, 632, 892, 837 427,663, 615 Hydroxychlorophyll a
19 275 954.3 909, 869, 725, 678 421, 656 NI

20 2838 894.0 877, 861, 834, 614, 569, 540 431, 619, 666 Chlorophyll a

21 294 569.6 552,511,476, 462, 457, 415, 392 419, 442, 472 Lutein

22 30.5 954.4 907, 866, 821, 676, 629 NI

23 33.1 456.0 365, 351 448,473 Citranaxanthin

24 343 635.7 618,601, 582, 565, 548, 545, 539, 526, 509 419, 441, 467 Mactraxanthin

7 375 888.0 873, 842, 666, 610, 592, 531,519 407, 502, 533, 609, 667 Hydroxypheophytin a
25 379 904.8 886, 626, 539 400, 670 NI

26 385 918.0 887,736, 699 400, 670 NI

NI - Not Identified.

C. glomerata and C. fragilis extracts. The extract from C. fragilis was char-
acterized by the largest number of diverse carotenoids, whereas the ex-
tract from U. flexuosa was the poorest source of carotenoids, in good
agreement also with the quantitative amounts previously determined
(Table 1). Fucoxanthin was the carotenoid detected in the highest
amount in C. glomerata extracts. This compound is a well-known strong
antioxidant, which typically occur in brown algae [56,57]. So far, fuco-
xanthin has not been found in freshwater Cladophoraceae and generally
is not a typical carotenoid for green algae; however, Mikami and
Hosokawa [58] proposed two biosynthetic pathways for fucoxanthin
in brown algae based on 3-carotene conversion to fucoxanthin from
diadinoxanthin and from neoxanthin. There are few carotenogenic
genes involved in fucoxanthin biosynthetic pathway present both in
brown and green algae [58]. Hence, the presence of fucoxanthin in
green algae may result from biotransformations of different caroten-
oids, which is still not fully understood. C. glomerata extract also
contained other carotenoids that could not been completely identified,
excepting astacene, which had not been detected in freshwater
C. glomerata in previous studies. With regard to U. flexuosa extracts,
two other carotenoids could be tentatively identified, namely
deinoxanthin and siphonaxanthin. On the other hand, C. fragilis extracts
contained a higher variety of components. Lutein was the most relevant
among the identified carotenoids, which also included fucoxanthin,
micromonol, astacene, citranaxanthin, and mactraxanthin. Regarding
the activities associated to those components, lutein is well-known to
possess anti-free radical properties and is widely used in cosmetic and
food industry [59]. Moreover previous studies have also pointed out
this carotenoid as the main one on freshwater Charophytes collected in
Austrian lakes, being fucoxanthin similarly present [34].

Concerning the rest of pigments, other compounds could be also
tentatively assigned, as summarized in Table 3, being mainly chloro-
phyll-related compounds. Chlorophyll a and chlorophyll b are charac-
teristic chlorophylls for green algae, and consequently, they have
previously been detected in high amounts in freshwater C. glomerata
[18] freshwater Chara species [34] and in various marine Ulva species
[60]. Nevertheless, in our studies these compounds were not detected
in either C. glomerata or U. flexuosa, but only some related derivatives.
On the contrary, chlorophylls a and b were present in C. fragilis SFE
extracts.

As above mentioned, the chemical composition of freshwater C.
fragilis and U. flexuosa in terms of carotenoids has not been so far de-
scribed. Therefore, this contribution shows the first available tentative
data in this line. With regard to freshwater C. glomerata some investiga-
tions related to carotenoids composition have been conducted [15-17,
19,20]. However, in our studies other carotenoids have been tentatively
detected, which have not been found in the freshwater species so far.

4. Conclusions

In the present work SFE has been employed to obtain extracts from
freshwater green macroalgae: C. glomerata, U. flexuosa and C. fragilis nat-
urally occurring in inland waters in Poland. The main aim of the study
was to valorize the studied algae by approaching their chemical compo-
sition and biological activity which has not been described so far. To do
that, an experimental design was used to optimize the extraction condi-
tions in order to maximize the selected response variables (extraction
yield, total carotenoids, total phenols and antioxidant activity) which
included the use of 40 °C, 300 bar as extraction temperature and
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pressure, respectively, and 11.4% ethanol as co-solvent. At the men-
tioned conditions, C. fragilis extracts were the richest in total caroten-
oids and total phenols whereas those produced from U. flexuosa
possessed the highest antioxidant activity. The chemical characteriza-
tion of those extracts, carried out by HPLC-DAD-MS, allowed the tenta-
tive assignment of diverse carotenoids and chlorophylls and related
compounds in the studied algae. Different carotenoids have been de-
scribed for the first time on these species. To sum up, the investigated
freshwater green algae from polish water reservoirs contained bioactive
compounds and exhibited antioxidant properties and, thus, they may be
considered as new raw materials for the cosmetic, food or pharmaceuti-
cal industries. Hence, the developed process can be considered as an al-
ternative for the valorization of these underexploited materials through
the isolation of bioactive components.
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For the first time polysaccharidic ulvans have been isolated from freshwater green macroalgae Ulva flexuosa and
Cladophora glomerata. One of the main components of ulvan is 3-sulfated rhamnoglucuronan showing a wide
range of interesting properties and being a source of rare sugars. The production of mono- and oligo-
saccharides from this polysaccharide can potentially be applied in cosmetic, pharmaceutical and food industry.
In this paper a new and effective method for the isolation of ulvans from freshwater algae is described. The sub-
stance has been characterized after enzymatic hydrolysis by Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectroscopy and

ﬁi},,;v g:,ﬁ;osa elemental analysis. FT-IR spectroscopy permits identification of the band characteristic of the sulfonic acid
Cladophora glomerata groups, specific for this kind of polysaccharides. With increasing size of the thalli, the amount of ulvans in the
Ulvans algae cells increases. Hence, freshwater green macroalgae U. flexuosa and C. glomerata were found as a new source
Freshwater algae of polysaccharidic ulvans that can be considered to be potentially used in medicine, pharmacy, food and cosmetic
Isolation

industry.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Recently, in phycological, biochemical and medical literature a lot of
information about bioactive compounds in marine algae has appeared
[1,2]. Many authors have been interested in the marine Ulva genus
and in particular in ulvans — a group of complex sulfated polysaccha-
rides (SPs) composed of sulfate ester, uronic acids, xylose, rhamnose
and glucose [2]. These compounds have been widely investigated, how-
ever, their chemical structure, occurrence and properties are not fully
understood. Ulvans are water and alkali soluble [3], semi-crystalline
compounds with hydroscopic properties [4]. These natural polymers
are specific of green algae and occur in Ulva genus. So far, ulvans have
been found only in the following marine species of Ulva: Ulva lactuca [5,
6], Ulva rigida [7,8], Ulva armoricana, Ulva rotundata, Ulva scandinavica,
Ulva olivascens, Ulva gigantea (9], Ulva clathrata [10], Ulva conglobate
[11], Ulva fasciata [12], Ulva pertusa [13] and Ulva flexuosa [14].There are
no reports in literature about the occurrence of ulvans in freshwater
Ulva species. Polysaccharides are very interesting bioactive compounds,
because of their physical, chemical properties and their potential for ther-
apeutic application (i.e., antiviral activity, immuno-inflammatory activi-
ty). Sulfated polysaccharides (SPs) isolated from algae include agars and

* Corresponding author.
E-mail address: radek@px.pl (R. Pankiewicz).

http://dx.doi.org/10.1016/j.algal.2016.02.025
2211-9264/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

alginates which are produced in red algae (i.e., Chondrus ocellatus),
fucoidanes isolated from brown algae (i.e., Laminaria japonica) and ulvans
from green algae (i.e., Ulva linza) [15]. Polysaccharides may occur in cell
walls or as food reserves, and more specifically ulvans are widespread
in the intercellular space and fibrillar walls of the two-cell layer-thick
thallus [16]. Kylin [17], in 1913, used for the first time the term “ulvan”
to define different fractions of SPs in the cell wall of U. lactuca. Nowadays
SPs have been only prepared from marine algae belonging to the genera
Ulva (38%), Enteromorpha (14%), Monostroma (14%) and the others
(34%) [18]. Ulvan extracted from the cell wall of Ulva, Enteromorpha rep-
resents about 8-29% of the algae dry weight [1].

Pioneering investigation of ulvans was conducted on U. lactuca by
Brading et al. in 1954, who proposed the structure of the sulfated poly-
saccharides and reported that they could be linked to glucose or rham-
nose [5]. Afterwards, it was proven that also uronic acids, arabinose,
xylose and glucuronic acids could be the components of the polysac-
charides occurring in U. lactuca [6]. The name “ulvan” was proposed
for the first time in 1993 by Lahaye and Axelos [19]. In later studies
of U. rigida it was assumed that ulvans are mainly composed of glu-
curonic acid and sulfated rhamnose [7,19]. In further studies, the
presence of iduronic acid as a constituent of ulvans has been
shown [7]. Ulvans also have been found in other species of marine
Ulva genus, such as: U. armoricana, U. rotundata, U. scandinavica,
U. olivascens and U. gigantea by Lahaye et al. [9]. Polysaccharides in
these algae were mainly composed of rhamnose, glucuronic acid,
sulfate and traces of galactose. The major repeating units in the
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polysaccharide chain are ulvanobiuronic acid 3-sulfate A and B to-
gether with 1,4-linked-D-glucuronan as blocks within ulvan or as a
separate glucuronan [9]. An important aspect of the ulvan study is
the ultrastructure of these compounds. Haug has discovered that
ulvans are able to create gels in the presence of calcium ions and
boric acid [20]. It has been found that the SPs can also bind other
metal ions, such as Al, Pb, Zn, Zn, Mn and Cu [1]. Robic et al. have
proposed a three-dimensional spherical structure of ulvans, which may
be formed in the presence of bivalent cations and boric acid [21,22].
Ulvan nanospheres are able to aggregate creating ‘raspberry-like’ struc-
tures connected by fiber-like constituents, which can be made of proteins,
glucuronan and/or extended ulvan segments [22].

Cladophora glomerata (Chlorophyta, Ulvophyceae) is common in all
types of freshwater ecosystems and can produce with time an impor-
tant amount of biomass forming dense, seasonal blooms in lakes in
nutrient-enriched waters [23]. C. glomerata, like other Chlorophyta spe-
cies, has a two-layered polysaccharide cell wall, the inner one is made of
cellulose and the outer one is chitinous/pectin, though cellulose is the
main structural polysaccharide in the Cladophora [24]. For C. glomerata
from lakes, in one cell the surface sorption area is 17.85 mm® per cell
and for a filament of 1 cm in length this area amounts to 119 cm® [25].

Nowadays, biological properties and applications of ulvans are a very
important topic. Ulvans exhibit a wide range of activities as bioactive
compounds. What is more, these compounds are cytocompatible and
are considered as non-toxic [26]. Ulvans have been found to show anti-
oxidant properties [27-32], thus they are able to act as free-radical in-
hibitors or scavengers. The scavenging activity of ulvan towards
superoxide and hydroxyl radicals, as well as metal chelating activity
has been shown in vitro [27,30,33]. Moreover, the latest investigation
of Qui and Sun on rats [32] has demonstrated the antioxidant activity
in vivo of high sulfate content derivative of polysaccharides from
U. pertusa. Another important property of ulvan is anticancer activity.
There are different mechanisms of anticancer agent activity, including
antioxidant, antiproliferative and antitumor [34]. The antiproliferative
activity of ulvan polysaccharides has been investigated by Ahmed
et al. [35]. Results from his group indicated antiproliferative and antitu-
mor cytotoxic effects against EAC-cells, hepatoma (HepG2) and colon
carcinoma (HCT116) human cell line [35]. Other authors have demon-
strated the antiproliferative activities of ulvan towards human cancer
cells, particularly to the breast adenocarcinoma cells [36]. SPs isolated
from Ulva species exhibit immune stimulating properties [37-39]. This
property of ulvan can be applied in therapy for diseases in which the im-
mune system is impaired. Furthermore, anticoagulant activity of ulvan
has been detected [11,36,40,41]. Ulvans have acted as heparin-like anti-
coagulant agents, and thus, could be potentially used in a therapy of car-
diovascular and cerebrovascular diseases, for example, as a cure for
hemophilia [18,34,42]. Antihyperlipidemic activity is another example
of beneficial properties of ulvan in medical treatment. It has been
shown that SPs from U. pertusa are able to regulate lipid metabolism
by reduction of plasma low-density lipoprotein (LDL) cholesterol [43,
44]. Also derivatives of ulvans from U. pertusa, such as acetylated ulvans
and high sulfate content ulvans, show antihyperlipidemic activity [45].
Ulvan also has been found to show antiviral activity [36,46] towards
herpes simplex virus type 1 (HSV-1) [47], and antiadhesive properties to-
wards bacteria Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus epidermidis
[48]. All ulvan properties described above are mainly important for med-
ical applications, in particular for the production of certain elements of
medical devices. The gelling ability of ulvans [20-22] and specifically
their ability to uptake water [49], make these compounds a potential bio-
material for biomedical applications, such as wound dressing and drug re-
lease systems [49-53]. What is more, the antioxidant activity of SPs may
be applied in the cosmetic industry. Due to the ulvan's ability to enhance
skin tissue regeneration [53] they may also be considered as bioactive
compounds in the production of novel anti-aging and regenerating
types of cosmetics. As natural anionic polymers, ulvans may be used as
surfactants in cosmetics and detergent production [54]. Ulvans can also

constitute a raw material for the production of diet supplements or a
functional food due to their antioxidant, immunostimulating, as well as
antihyperlipidemic properties. To sum up, ulvans isolated from different
Ulva species show lots of interesting properties as novel bioactive com-
pounds for several applications in medicine, pharmacy, as well as in
food and cosmetic industry.

So far, ulvans have been isolated from marine species of Ulva [5-14].
To the best of our knowledge the isolation of these sulphated poly-
saccharides from freshwater macroalgae species as their new source
has not been reported so far. Thus, the first aim of the study was to
determine whether the freshwater green macroalgae (U. flexuosa,
C. glomerata) contain ulvans — polysaccharides, which have been isolat-
ed so far only from marine algae. After their successful extraction an at-
tempt was made to modify the process of isolation to obtain the highest
performance. The general aim of the study was to carry out the ulvan
isolation process from macroalgae of the class of freshwater green
algae U. flexuosa and C. glomerata. The biomass of algae used in the
study came from Wielkopolska (Poland, Europe) reservoirs.

2. Materials and methods
2.1. Freshwater algae and environmental conditions

The freshwater macrophytic algae (Ulvophyceae, Chlorophyta) came
from the west part of Poland (Central Europe; Fig. 1). C. glomerata (L.)
Kiitz. was collected from Lake Oporzynskie (N52°55’, E17°9’) and
U. flexuosa subsp. pilifera (Kiitz.) M.J. Wynne from the Nielba river
(N52°48’, E17°12"). Lake Oporzynskie is a shallow, eutrophic reservoir
(average depth = 1.2 m) that is in the overgrowing phase, mostly by
Ceratophyllum demersum L. Every year, both in the littoral and pelagic
zone, the thalli of C. glomerata (L.) Kiitz. develop massively, tightly cov-
ering the whole surface of the water [25]. This systematic appearance of
macroalgae in the form of mats in Lake Oporzynskie drew our attention
to the possibility of using the readily available biomass as raw material
in various sectors of economy and industry.

2.2. Microscopic analyses

Microscopic images were taken using a camera (ProgRes® SpeedXT
core 3, Jenoptik) connected to a light microscope (Axioskop 2 MOT
Zeiss). Measurements of the length and width of cells, cell wall, pyre-
noids and nuclei were made at x 20, x40 and x 100 magnification. Pyre-
noids in the chloroplasts were stained with Lugol's solutions and the
nuclei by 1% acetocarmine.

2.3. Macroalgal biomass — harvesting area of U. flexuosa and C. glomerata

The biomass of algae U. flexuosa and C. glomerata used in the study
was originally obtained from Wielkopolska Region (North Poland,
Europe) reservoirs (Fig. 1). The biomass of algae U. flexuosa was harvest-
ed in the summer of 2014. Mats of filamentous green alga C. glomerata
(L.) Kiitz of macroscopic size formed a large surface mat, which freely
floated on the water surface (macroalgae coating); mat formation was
regularly repeated every year. Freshwater green algae (C. glomerata)
were collected week by week, starting from the first week of May
2015 to the middle of June 2015, when dense mats of Cladophora tightly
covered the water column of the shallow parts of Lake Oporzynskie.
Samples of green algae were collected manually from the middle of
the mats floating on the surface of the lake water. As the mats were
also observed in the pelagic zone, the biomass was harvested using
boats applying a strip, a cable, or a special rake. After the collection,
fresh algal biomass (FM) was weighed immediately per 1 m? of the
water surface. Algae material was washed and dried at 40 °C, for
40 min after harvesting. Then, the material was dried in a special drying
oven until a dry matter (DM) of water content of <15% was obtained.
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Fig. 1. Map showing geographical localities of sampling sites — a star symbol is a point of sample collection.

24. Procedure of ulvan isolation

Ulvans were obtained from dry biomass of freshwater green
macroalgae U. flexuosa and C. glomerata. A general procedure to ex-
tract ulvan was based on the procedure developed by Alves et al. [4]
and Costa et al. [55]. Soxhlet extraction (7 h) of 100 g of dried and
homogenized algae with 1 L of dichloromethane and acetone mixture
(1:1) was conducted to remove most of the lipids and coloring matter.
The residual of algae matter was dried and subjected to hot water extrac-
tion with 3 L of distilled water for a total of 7 h at 75-85 °C, on a boiling
water bath, under continuous stirring. After filtration through a cotton
cloth, the aqueous extracts were centrifuged, and the liquid supernatant
was filtered. The water extract was concentrated until 10-20% of its initial
value in a rotary evaporator. The next step was enzymatic hydrolysis
conducted according to Paradossi et al. [56]. For this purpose the
concentrated extract was treated with a-amylase from Aspergillus
oryzae (Sigma-Aldrich) in the quantity of 250 pL for 10 g of dried
algae at 20 °C for 30 min. Then, pH was adjusted to 7.5 using 20 mM so-
dium phosphate buffer solution pH 7.5 (Fluka) and sodium phos-
phate tribasic dodecahydrate (Sigma-Aldrich) and the temperature
was brought to 37 °C for treatment with protease. Afterwards, the
extract was deproteinized by proteinase digestion with 100 pL of
proteinase K from Tritirachium album (Sigma-Aldrich) per 10 g of
dried algae at 37 °C for 24 h. The enzymatic digestion was stopped
by heating the solution to 80 °C for 10 min.

Afterwards, the solution was centrifuged, filtered, precipitated with
3 vol. of ethanol and left in a fridge for 24 h. Finally, the obtained precip-
itate was washed consecutively with ethanol, acetone and diethyl ether.

Table 1

The yield of polysaccharide resulting from this extraction methodology
was 2.67-16.14% of the total dry mass.

2.5. FT-IR spectroscopy analysis

The samples of obtained ulvans were subjected to FT-IR measure-
ments in 200 mg KBr pellets. The mass of samples was in all cases
1 mg per pellet. The FT-IR spectra were recorded using an IFS 66/s FT-
IR spectrophotometer (Bruker), equipped with a MCT detector (125
scans, resolution 2 cm™1).

2.6. Elemental analysis

The elemental analysis was carried out on Vario EL Il (Elementar
Analysen system GmbH Germany) equipped with a standard CHNS de-
tector. The mass of each sample was 20 mg. Every analysis was repeated
three times with differences less than 0.2%.

2.7. 'H NMR analysis

The "H NMR spectra were recorded on a DPX-400 spectrometer
(Bruker) operating at 400.13 MHz. Typical spectral parameters
were used for "H NMR: spectral width 12 kHz, number of data points
65.5 K, 0.488 Hz per point digital resolution, acquisition time 4.09 s,
relaxation delay 1 s, pulse width 7.8 us, number of scans 16. The
temperature was maintained and measured with Eurotherm BV-T
2000 to an accuracy of 1 K.

Characteristic features of freshwater green algae [values: minimum-maximum (standard deviations — SD), n = 100].

Taxon features Cladophora glomerata

Ulva flexuosa subsp. pilifera

Macroalgae structure
Dominant algae forms
Thalli characteristic
Thalli branching

Filamentous green algae
Free-floating in lake

Branched, cross-wall

Thalli color Bright/light green

Cell shape Cylindrical, highly elongated
Cell width (um) 33-61(7.8)

Cell length (pm) 125-276 (41.5)

Ratio of length to width 3.5-6.2 (0.7)

Cell wall structure Two-layer

Cell wall thicknesses (um) 3.2-43(0.3)

Shape of chloroplasts Reticulate

Diameter of pyrenoids 4.8-7.1(0.7)

Diameter of nuclei 6.7-9.7 (0.9)

Thallus is a uniseriate (constructed of cells in a single row)

Tubular green algae

Attached to the bottom and free-floating in river
Thallus is a multi-row (cells arrange into longitudinal and crosswise rows)
Prolifications

From yellow to brightly green

Rectangular

20-26 (1.9)

24-31(1.8)

1.2-1.6 (0.1)

Two-layer

1.1-2.3 (0.4)

Parietal

7.2-9.9 (0.7)

n.d.

n.d. — no data.
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Fig. 2. Cell structure of Cladophora glomerata: A — cell shape, B— many pyrenoids in a cell stained by Lugol's solution, C — multi-nuclei in a cell stained by the acetocarmine, D — reticulated

chloroplasts and vacuoles.

2.8. Statistical analysis

Morphological data of C. glomerata and U. flexuosa cells were subject-
ed to basic statistical analyses (minimum, maximum, standard devia-
tions — SD). Measurements for each variable were taken on 100 cells
of each algal species. The extraction procedure of ulvans was performed
five times for each harvest. Kruskal-Wallis One-way ANOVA was per-
formed to test if thickness of cell wall differed significantly between
months and was performed using the STATISTICA ver. 10 for Windows
(StatSoft, Inc. 2010). The Kruskal-Wallis Test (KW-T) was also used
for statistical analysis in order to evaluate the differences in the values
for the ratio of saccharide rings to sulfate group in molecules between
particular species (n = 21) and harvesting months (n = 18).

3. Results and discussion

The aim of this study was to check for the presence of polysaccha-
rides (ulvans) in cells of the green algae forming mats in freshwater
lakes. Until now plenty of studies on ulvans have been conducted in-
cluding only marine species of the genus Ulva. There have been no stud-
ies of this type using thalli of green macroalgae freshwater species,
rapidly proliferating, from the genus Cladophora, or Ulva and belonging
to the same class Ulvophyceae. The chemical analyses performed in this
study for the presence of ulvans in the macroscopic filamentous green
algae, synthesized in the cell wall as a result of biotic stress and in a pe-
riod with few macroalgal thalli (a community in the early stages of de-
velopment), have been the first ever of this type. Cladophora's filaments,
Ulva's thalli and its cells were subjected to morphological analysis
(Table 1). Filaments of examined filamentous green algae from Lake
Oporzynskie have only a few short branches and were brightly green.

Table 2
The extraction yield [%, (standard deviations — SD), n = 5] ulvans depending on the time
of harvest.

Algae Harvest time Yield [%]
Ulva flexuosa 05.03.2014 2.67 (0.20)
Cladophora glomerata 05.09.2015 4.79 (0.40)
Cladophora glomerata 05.16.2015 8.09 (0.60)
Cladophora glomerata 05.22.2015 12.91 (1.0)
Cladophora glomerata 05.31.2015 14.76 (0.90)
Cladophora glomerata 06.09.2015 16.23 (1.2)
Cladophora glomerata 06.13.2015 16.14 (0.88)

The vegetative cells of C. glomerata (Fig. 2) had a cylindrical shape and
were densely filled with a reticulated chloroplast. The chloroplasts
contained numerous oval pyrenoids, of around 50 pieces densely ar-
ranged in a cell. Characteristic of Cladophora species is the presence of
many nuclei in a cell. The cells could be short or long, their size varied
in a wide range, so the measurements were also performed over a
wide range. Dimensions of the cell size varied from 125 to 276 um in
length and from 33 to 61 pm in width (values of SD was indicated a
low measurements dispersion around the mean). The cell lengths
were almost 3-6 times greater than widths. The mean thickness of the
cell wall varied from 3.2 to 4.3 pm. A slight increase in the thickness of
the cell wall was observed between the samples from May to June
2015, but it was not a statistically significant change (KW-T (1; 100) =
0.0179; p = 0.8936).

U. flexuosa subsp. pilifera from the lowland Nielba river represents
tubular type of thalli structure with cells arranged into longitudinal
and crosswise rows. A cell contained parietal chloroplast with 2 or 3 py-
renoids. The thickness of cell wall in C. glomerata was significantly great-
er than in U. flexuosa subsp. pilifera.

Many authors studying sulfated polysaccharides from Ulva have
focused on the extraction of these compounds. It is well known
that ulvans are soluble in water and in alkali solutions [3]. This
fact was used in the proposed procedure of ulvan extraction. Ulvans
can be effectively extracted using water [3,4,56] and hot water extraction
at temperatures in the range of 80-90 °C gave higher extraction yields
[57-59]. Other methods to isolate ulvans are based on the use of alkali so-
lutions, such as sodium carbonate solution [5], as well as acidic solutions
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Fig. 3. The FT-IR spectra of ulvans isolated from Ulva flexuosa (—) and Cladophora
glomerata (---).
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Fig. 4. 'TH NMR spectra recorded at 20 °C of ulvan from freshwater algae Ulva flexuosa (4a) and Cladophora glomerata (4b). Letters I, R, and G and numbers correspond to protons in iduronic
acid, rhamnose 3-sulfate, and glucuronic acid, respectively. RW means a signal from residual water.

[6,60]. The addition of calcium chelating agents, such as ammonium
oxalate or ethylenediaminetetraacetic acid results in sequestering calci-
um ions and disrupting chemical bonds formed by ulvan in the presence
of calcium ions within the cell wall of algae [6,57], which facilitates ulvan
extraction. In fact, the extract obtained from Ulva species using polar
solvents is contaminated by amino acids and peptides [5,9]. In this case,
traditional extraction combined with enzymatic extraction is used to
isolate ulvans [4,9]. Hence, enzymatic treatment with proteinase K [4,9,
56] or precipitation with trichloroacetic acid [58] can be applied to re-
move amino acids. Afterwards, starch-like materials can be removed
from the extract using a-amylase [4,9,55,56,58]. To eliminate other con-
taminants, such as polyphenols, chlorophylls and volatile compounds re-
sponsible for the odor, activated charcoal is usually used [4,60]. In our
studies we used hot water extraction combined with enzymatic hydroly-
sis to obtain ulvans from investigated freshwater green macroalgae spe-
cies. The yield of ulvans resulting from this extraction methodology was
2.67-16.14% of total dry mass.

Table 2 shows the contents of ulvans in U. flexuosa and C. glomerata
depending on the date of sampling. The samples were collected during
the main growing season of freshwater algae, which in Poland lasts from
May to July. In C. glomerata an increase in the content of ulvans in dry
algal matter with time was clearly observed. In early May the ulvan con-
tent in the dry matter of C. glomerata was 4.79%, and it increased to more
than 16% in June (with low values of SD). This increase in the content of
ulvans is associated with the thickening and strengthening of the cell
walls of algae, which is necessary to maintain the consistency of large
mats.

Analysis of ulvans obtained by the detailed extraction methods is the
principal step in the analytical process. However, the exact chemical
structure and composition, as well as the molecular weight of ulvan is
not well-known and they can vary depending on the algae species [9],
seasonality [61], methods of algae stabilization treatments (drying)
before extraction [62] and extraction methodologies [63,64]. FT-IR
spectroscopy is highly suitable for characterization of ulvans, because
it permits the identification of functional groups, such as: ether sulfate,
hydroxyl and carboxyl group, as well as ether glycosidic bridges [4,65],
characteristic of these compounds.

All the samples were studied by FT-IR in the mid-infrared region.
The FT-IR spectra of ulvans from U. flexuosa and C. glomerata are given
in Fig. 3. Both spectra are very similar showing signal characteristic of
both saccharide and sulfate groups. The most characteristic are the
bands assigned to the v(OH) stretching vibrations of OH groups at
3390 cm™ ! as well as the band assigned to the v(C-0-C) stretching vibra-
tions, from ether groups, at about 1140 cm™ . The presence of two bands
with maxima at 1410 and 1641 cm ™' assigned to the v(C = O) stretching
symmetric and asymmetric (respectively) vibrations of COO™ groups,
strongly suggests the existence of ulvans in anionic form. In these spectra
we can also distinguish a signal with a maximum at 1250 cm ™! assigned

to the v(S = 0) asymmetric stretching vibrations from RO-SO3™ group,
whose presence distinguishes ulvans from other saccharides [3].

The 'H NMR spectrum of ulvans isolated from C. glomerata is similar
to that of ulvans isolated from U. flexuosa (Fig. 4) and is in good agree-
ment with the literature [1]. The high number of possible disaccharide
sequences and distributions in addition to other structural irregularities
complicates the analysis of the signals that distribute within a narrow
chemical shift range in the spectra. Fig. 4 shows the "H NMR spectrum
recorded at 20 °C of ulvan from freshwater algae U. flexuosa (4a) and
C. glomerata (4b) samples. Letters I, R, and G and numbers correspond
to protons in iduronic acid, rhamnose 3-sulfate, and glucuronic acid,
respectively (Fig. 5). RW refers to the signal of the residual water in
the samples.

Table 3 shows the percentage of elements in the obtained ulvans de-
termined by elemental analysis. Knowing the percentage of sulfur and
carbon atoms in the molecules, we can calculate the ratio of the saccha-
ride rings to sulfate groups. This ratio varies from 1.54 to 0.91 (with low
values of S), which is in good agreement with the results obtained for
algae from saline waters [55]. Within the vegetation time, the number
of sulfate groups is observed to increase with respect to the amount of
saccharide rings in the molecules, which can be related to the need for
formation of more resistant cell walls. Significant statistical differences
(p > 0.05) were found considering the specific green algae species
(KW-T (1;21) = 6.0908; p = 0.0136; Fig. 6) and the time of sampling
(KW-T (1;18) = 12.8692; p = 0.0003; Fig. 7).

Fig. 5. Fragment of ulvans structure with proton numbering. Letters I, R, and G represent
iduronic acid, rhamnose 3-sulfate, and glucuronic acid rings. The numbers correspond to
the numbering order of protons in the individual rings.
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353

The elemental content (C, H, S) [%, (standard deviations — SD), n = 3] in ulvans and the ratio of saccharide rings to sulfate group (calculation based on percent carbon).

Algae Harvest time %C %H %S Saccharide rings/sulfate group ratio
Ulva flexuosa 07.03.2014 22.94 (0.20) 4.01 (0.05) 7.05 (0.070) 145
Cladophora glomerata 05.09.2015 23.42(0.18) 4.12 (0.045) 6.87 (0.060) 1.52
Cladophora glomerata 05.16.2015 22.86 (0.18) 4.25 (0.045) 7.02 (0.032) 145
Cladophora glomerata 05.22.2015 23.88 (0.18) 4.61 (0.040) 6.91 (0.060) 1.54
Cladophora glomerata 05.31.2015 18.99 (0.10) 3.66 (0.025) 8.99 (0.030) 0.94
Cladophora glomerata 06.09.2015 19.11 (0.20) 3.81 (0.050) 8.87 (0.069) 0.96
Cladophora glomerata 06.13.2015 18.64 (0.05) 3.71 (0.010) 9.13 (0.020) 091

4. Conclusions

The first isolation of ulvans from freshwater macroscopic algae
U. flexuosa and C. glomerata has been successfully carried out in this
study. The resulting amounts of ulvans depend on the thickness of the
cell wall and increase with increasing amounts of thallus on the lake.
In particular, this phenomenon has been observed for C. glomerata in
late May and early June 2015, when the length to width ratio increased
from 3.50 to 6.12. This observation was also confirmed by the increasing
amount of ulvans.

During the vegetation period, algal mats, composed mainly of
C. glomerata, cover approx. 0.1 km? of the 0.12 km? surface of Lake
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Fig. 6. Box-plot of saccharide rings/sulfate group ratio for Cladophora glomerata and Ulva
flexuosa (Kruskal-Wallis Test, p > 0.05).

[0 Mean
T Mean £2°SD

0.95

0.92

0.94

saccharide rings / sulfate group ratio

May June

Month

Fig. 7. Box-plot of saccharide rings/sulfate group ratio in Cladophora glomerata for and May
and June (Kruskal-Wallis Test, p > 0.05).

Oporzynskie. From this surface area approx. 3.5 tons of dry weight of
algae can be collected. From this biomass it is possible to extract approx.
560 kg of pure ulvans. Lake Oporzynskie is a natural reservoir and does
not require fertilization or any other measures for the maintenance of
crops except for harvest and subsequent processing of biomass. Taking
into regard a wide range of biological activities and possibilities of appli-
cation of ulvans in medicine, pharmacy, food and cosmetic industry, the
isolation of ulvans from investigated freshwater green macroalgae
seems to be potentially interesting and economically advantageous.
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Abstract: Marine algae are widely used as cosmetics raw materials. Likewise, freshwater alga Cladophora
glomerata may be a good source of fatty acids and others bioactive agents. The aims of this study was to find
out if the addition of the extract from the freshwater C. glomerata affects the stability of prepared cosmetic
emulsions and to investigate in vivo effects of the extract in cosmetic formulations on hydration and elasticity
of human skin. Extract from the freshwater C. glomerata was obtained using supercritical fluid extraction
(SFE). Two forms of O/W emulsions were prepared: placebo and emulsion containing 0.5% of Cladophora SFE
extract. The stability of obtained emulsions was investigated by using Turbiscan Lab Expert. Emulsions were
applied by volunteers daily. Corneometer was used to evaluate skin hydration and cutometer to examine skin
elasticity. Measurements were conducted at reference point (week 0) and after 1%, 2", 3" and 4" week of appli-
cation. The addition of Cladophora extract insignificantly affected stability of the emulsion. The extract from
C. glomerata in the emulsion influenced the improvement of both skin hydration and its elasticity. Thus, fresh-
water C. glomerata extract prepared via SFE method may be considered as an effective cosmetic raw material

used as a moisturizing and firming agent.

Keywords: freshwater green macroalgae, supercritical fluid extraction, corneometer, cutometer

Algae are well known and commonly used cos-
metics raw materials containing a wide range of bio-
logically active compounds. Cladophora glomerata
is a filamentous green macroalga occurring both in
marine and in freshwater habitat. Most of research
concern marine species of the genus Cladophora
and indicate the occurrence of such bioactive phyto-
chemicals as: unsaturated and saturated fatty acids
(1, 2), sterols, terpenoids (3), amino acids, proteins
(4), phenolic compounds (5) and others. However,
also a few studies have been reported concerning the
content of bioactive substances in freshwater C.
glomerata (L.) (Kiitz), e.g.: fatty acids (FAs) (6),
sterols, terpenes, carbohydrates, glycosides (7), sul-
fated polysaccharides (8), amino acids (6), phenolic
compounds, carotenoids (9) and volatiles (10).
Hence, different biological activities, such as:
antioxidant (9), antibacterial, antifungal (7) and
antiprotozoal (10), have been described for the
freshwater genus.

Due to the occurrence of various bioactive
agents and their beneficial effects, algae extracts are

* Corresponding author: e-mail: joanna.fabrowska@amu.edu.pl
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one of the most popular natural cosmetic ingredients
on the market (11). The extraction process involves
the separation of a substance from a matrix based on
diffusion using appropriate solvents. Therefore, it
allows the isolation of active metabolites from
algae. In recent years, supercritical fluid extraction
(SFE) with CO, as a green solvent has been fre-
quently used for isolation of bioactive compounds
from algae (9, 12, 13). SFE allows for the fast
extraction rate and high yield of receiving bioactives
with a low consumption of organic solvents, as well
as it is a suitable method for obtaining thermally
labile substances (14). Thanks to SFE, extracts with
higher amounts of bioactive agents, and thereby
much superior cosmetic activity can be obtained in a
shorter time compared to conventional extraction
methods.

Because of a relatively high amount of fatty
acids in freshwater C. glomerata species (6, 7),
extracts from this algae could be useful as cosmetics
ingredient. Fatty acids contained in the extracts may
act as emollients, which protect skin against the loss
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of water, as well as function as antiinflammatory,
antiallergic and antioxidant agents. Moreover, fatty
acids may indirectly affect the stimulation of the
skin hydration and elasticity (15, 16). In our previ-
ous studies, we isolated sulfated polysaccharides
from freshwater C. glomerata (8). Polysaccharides
are able to uptake water in skin, hence, they are used
as moisturizing agents in cosmetology (15, 17). We
also found that C. glomerata extract obtained by
SFE method is a rich source of carotenoids and phe-
nolic compounds (9). These bioactive metabolites
possess antioxidant properties (9, 15). To sum up,
the use of SFE may allow to obtain algae extracts
rich in different bioactive agents utilized as valuable
cosmetics ingredients with beneficial effects on
skin: moisturizing and anti-aging.

The goal of this work was the preparation of
oil-in-water (O/W) emulsion with freshwater C.
glomerata extract made via supercritical fluid
extraction (SFE) as a novel cosmetic active ingredi-
ent. First of all, the stability study was carried out to
find out if the addition of the SFE extract from the
freshwater C. glomerata affected the stability of the
emulsion. The main aim of this study was to inves-
tigate in vivo effects of the extract in cosmetic emul-
sion formulations on hydration and elasticity of the
skin.

EXPERIMENTAL

Algae material and preparation of SFE extract
Freshwater C. glomerata was collected in the
first week of July 2013 from Oporzyn Lake
(N52°55°, E17°9’) located in the north part of the
Greater Poland Voivodeship, (Wielkopolska region,
Poland). Algae were collected manually from the
middle of their mats, from the surface of the lake
water. The biomass was harvested using boats
applying strip, a cable or a special rake. After the

Table 1. Composition of emulsion formulations (% w/w).

collection, fresh algal biomass was immediately
weighed, washed and purified. Afterwards, the
material was dried in a drying chamber with forced
air circulation (FD by Binder) at 35°C until a water
content in dry matter reached level of less than 15%,
and then, the dry biomass was powdered using a lab-
oratory mill with grinding tank.

The extractions of powdered algal material was
processed in the Fertilizer Research Institute in
Putawy (Poland), as already described by Messyasz
et al. (6). SFE was carried out using pure CO, as a
solvent and the multi-purpose pilot unit was used at
three different pressures: 300, 500 and 700 bar, at
the temperature of 45°C. The second extraction was
performed at 700 bar and 45°C. The samples were
taken every 30 min. The obtained extract was used
for emulsion preparation and the application test for
the skin hydration and elasticity.

Preparation of emulsion formulations

Oil-in-water (O/W) type emulsions: placebo
(Emulsion 1) without the extract and emulsion con-
taining 0.5% of Cladophora SFE extract (Emulsion
2) were prepared. The composition of the formula-
tions is given in Table 1. The O/W emulsions were
prepared by separately heating and stirring the water
and oily phases to the same temperature of 60°C,
followed by homogenization for 4 min at 1500 rpm
(IKA Ultra-Turrax T 18 digital). After achieving
temperature of 30°C the preservative (benzyl alco-
hol), lemongrass oil and the extract were added to
the emulsions and mixed.

Stability study

The stability of prepared cosmetic emulsions
(Emulsion 1 and Emulsion 2) was investigated using
Turbiscan Lab Expert (FORMULACTION). This
device can operate in either scanning or single posi-
tion mode. In scanning mode, the optical head cam-

Ingredient (INCI name) Emulsion 1 Emulsion 2
Aqua (Water) 59.4 58.9
Helianthus annuus (sunflower) seed oil 23 23
Glycerine 10 10
Methyl glucose sesquistearate 4 4
Cetyl alcohol 3 3
Cladophora glomerata extract - 0.5
Benzyl alcohol 0.2 0.2
Cymbopogon schoenanthus (lemongrass) oil 0.2 0.2
Xanthan gum 0.2 0.2
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era scans the entire height of the sample (55 mm),
collecting the transmitted and backscattered light
every 40 wm. This is the most universal measure-
ment that enables the detection of the particle migra-
tion of tested emulsions. The light source in this
device is a light emitting diode that emits near
infrared light with a wavelength of 880 nm. Curves
obtained from the measurement represent the inten-
sity of the transmission or backscattering reference
standard in percent of the amount of measuring cell
function (in millimeters). To analyze the stability of
a transparent cosmetic formulations, transmittance
phenomenon (T) is used, whereas for opaque sam-
ples - backscattering phenomenon (BS). The sample
was analyzed after placing emulsions in a cylindri-
cal measurement cell. Studies were carried out for a
period of 70 days from the date of the formulations
preparation. After the analysis, graph presenting the
dependence of sample backscattering intensity (BS)
from the sample on the height of cell was obtained
(no-reference mode). In order to trace the changes
occurring in the sample, results are analyzed in ref-
erence mode, where the results are compared to the
first measurement. The second parameter, that was
used to monitor the coalescence kinetics in the sam-
ples versus aging time, is the Turbiscan Stability
Index (TSI). TSI sums all the variations detected in
the sample (size and / or concentration).

Application test

As many as 20 persons belonging to different
age profiles took part in the application tests as vol-
unteers. They were randomized into two groups
with 10 persons each. The first group consisted of
volunteers at the age of 20-30 (20+), whereas the
second group — at the age range of 40-50 (40+).
Tests were carried out on the inner side of the left
arm. Emulsion 1 and Emulsion 2 were applied in
designated areas of the arm next to each other once
daily (evenings) for a period of 4 weeks.
Measurements were conducted at reference point
(week 0, before the application of emulsions) and
after 1%, 2™, 3* and 4™ week of application. Also the
negative control was done, where skin not treated
with any emulsion was examined week by week. All
measurements were performed in controlled condi-
tions at a temperature of 21-23°C and with an aver-
age relative humidity of 35.8%. The application test
included corneometer and cutometer analysis, which
are described in details below. Measurements were
replicated 10 times for corneometer analysis and 4
times for cutometer. The percent of changes in skin
hydration and elasticity was calculated for each vol-
unteer individually after every week of the experi-

ment towards the reference point (week 0) as in the
equation below. Then, the average value of %
change for every group of volunteers was calculated
for each parameter weekly.
% Change = [(A —B)/B] x 100

where A — individual value of any parameter after
the 1%, 2™, 3 and 4" week of the experiment, B — the
value of the parameter at the week 0

Corneometer analysis

The level of the hydration of skin SC (stratum
corneum) can be examined by corneometer, which is
a diagnostic device used in laboratory tests prior and
in the production of cosmetics. It allows to deter-
mine the water content of the SC and the moisturiz-
ing cosmetic action. With a help of corneometer the
capacitive resistance of the SC is determined, which
is a derivative of the degree of hydration. During the
test, the skin moisture measurement is performed
using the Corneometer CM 825 (Courage +
Khazaka Electronic GmbH) connected to the central
unit MPAS, coupled with the computer. The capac-
itive method is used, because depending on the level
of hydration of the epidermis, capacitance changes
are indicated by a measuring unit. On the surface of
the probe head metal tracks are placed. They are
separated from the skin by a glass plate in order to
prevent from current conduction. Scattered electric
field, penetrating the skin during the measurement,
determines its insulation. The depth of penetration
of the scattered electric field is small enough to
measure only moisture of the outer layers of skin.
The measurement is made by placing a vertical
probe head in the measured area of skin. The probe
device starts the measurement when pressed against
the head gentle to the skin surface. Several measure-
ments must be performed, each time selecting a
slightly different portion of the surface in a certain
area of skin. Values obtained by corneometer are
presented in conventional units [CU]. If the obtained
results are < 30 this means that skin is very dry, if
they are between 30-45 units then skin is dry/nor-
mal, and if the values are > 45 then skin is well
hydrated.

Cutometer analysis

Skin elasticity is defined as the biomechanical
property involving the inability to reversible defor-
mation, which is significantly associated with the
flexibility of suitable skin fibers. For the measure-
ment of skin firmness and elasticity, Cutometer MPA
580 (Courage + Khazaka Electronic GmbH) con-
nected to the central unit MPAS, coupled with the
computer, that allows to obtain reproducible meas-
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urement results, is used. The measuring principle is
to make a small negative pressure and suck a small
area of the skin to the interior of the probe, where the
measurement of skin elasticity takes place. The
measurement is done using an optical system con-
sisting of a transmitter and a light receptor, as well as
the two prisms, which by appropriate alignment with
each other, send the light beam from the source to the
receptor. The intensity of the light beam depends on
the depth to which the skin can be sucked into the
interior of the probe. To interpret results obtained
with cutometer the parameter R, have to be taken
into account. This parameter defines the deformabil-
ity of the skin. The more the value is close to 1
(100%) the more flexible the skin is.

RESULTS

Stability study

The Turbiscan Lab Expert apparatus can detect
different types of emulsion instability, including the
phenomenon of flocculation, coalescence, sedimen-
tation and creaming of the emulsion and the obser-
vation of their progress in time. In our study,
backscattering phenomenon (opaque samples) was
used. Results are presented as a graph (Fig. 1) show-
ing the variations of the delta backscattering intensi-
ty as a function of time (ABS(t)). In order to follow
the particle size increase, the variation of the delta
backscattering in the middle of the sample is plotted.
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Figure 1 shows that the addition of an algae extract
(Emulsion no. 2) leads to a decrease of the particle
size (increase of the backscattering level). The
results suggest that the formulations undergo floccu-
lation which is reversible instability involving the
formation of agglomerates in the internal phase
droplets without confluence and growth of their sur-
face. The obtained delta BS value ranges from ~1 to
~2 and it is the highest for Emulsion 2 containing
Cladophora extract (2.04). This value indicates a
lower stability of Emulsion 2 in comparison to
Emulsion 1, but it falls within the normal range (up
to 10). ABS parameter for the cosmetic base
(Emulsion 1) is 0.92, which proves that it is more
stable than Emulsion 2.

Another parameter, that allows to monitor the
coalescence kinetics in the samples versus ageing
time, is the Turbiscan Stability Index (TSI). TSI
sums all variations detected in the sample (size and
/ or concentration). At a given ageing time, the high-
er is the TSI, the worse is stability of the sample.
This parameter for both cosmetic formulations was
examined and the results are shown in Figure 2. The
value of the TSI for cosmetic base (Emulsion 1) was
0.9, what proves its highest stability. However, the
examined parameter values for Emulsion 2 contain-
ing Cladophora extract are twice higher than the
cosmetic base, what corresponds to its slight insta-
bility over time and the of effect of the addition of
algae extract on destabilization of the emulsion.

----- Emulsion 1
—— Emulsion 2

t (days)

Figure 1. Variation of ABS parameter as a function of time for Emulsions 1 and 2
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Table 2. Results of skin hydration measurements with corneometer CM 825. Values presented are the mean of CU + SD.

Group Emulsion 0 week 1 week 2 week 3 week 4 week
Negative control | 3355 4 631 | 3345 £4.89 | 3342 £552 | 3332 £6.70 | 3325 £5.15
204+ (untreated skin)
Emulsion 1 - 39.06 £1.91 40.70 £2.25 | 40.30 £2.88 | 40.88 £2.11
Emulsion 2 - 40.61 *+2.68 43.02 £1.48 | 43.31 £ 1.15 | 48.66 £ 2.58
Negative control - yg 97 1 657 | 2882 +5.05 | 28.68 £5.59 | 28.68 +5.70 | 28.62 + 6.24
40+ (untreated skin)
Emulsion 1 - 35.10 £2.13 35.50 £2.84 | 36.66 +3.37 | 36.82 £4.69
Emulsion 2 - 37.51 £5.53 38.40 £3.66 | 39.58 £4.29 | 41.22 £4.46
8 -
————— Emulsion 1
74 —— Emulsion 2
64
5 -
0 4+
1_
3
2]
1 4
0(I|I|l|l|I|l]!]l|!|!|l|l|l|l|
0 5 M0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 B0 865 70
t (days)
Figure 2. Dependence of TSI parameter on time for Emulsion 1 and 2
Corneometer analysis for Emulsion 1 was noted. The highest value of skin

The results for corneometer analysis are
shown in Table 2 as well as in Figures 3 and 4 as a
percentage change in the skin hydration after every
week of the application of tested emulsions. First of
all, it was observed that the addition of Cladophora
extract to the emulsion affected the increase of skin
hydration. In the case of the group of 20+ the
increase in skin hydration after the application of
Emulsion 2 containing the extract was not signifi-
cant compared to Emulsion 1 (placebo) after the
first three weeks (Table 2, Fig. 3). However, after
each next week the difference in the increase
between tested creams was much higher, up to the
last (the 4™) week of the application, where 45%
increase in skin hydration for Emulsion 2 and 22%

hydration was obtained after the last week after the
application of the cream containing the tested
extract, which was 48.66 for the group of 20+.
Thus, the result indicated that the average skin
hydration was improved to the level of well mois-
turized skin for the emulsion with Cladophora
glomerata extract.

In the group of 40+ the trend in the percentage
increase in skin hydration was similar (Fig. 4) as in
the previous group. After the each week of the
application test we noticed approximately 10% bet-
ter increase in skin hydration for the Emulsion 2
than for Emulsion 1 within this group. Similarly to
the group 20+ the highest increase for the cream
with the extract compared to the placebo was
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observed after the 4" week — 42% for the Emulsion where the average skin condition was weak (dry

2 and 27% for Emulsion 1. The highest skin hydra- skin).
tion value observed for this group was 41.22 after 4
weeks of Emulsion 2 application, which refers to Cutometer analysis

dry/normal skin. However, the result is very satis-
factory in comparison to the reference point (28.97),

The second part of the application test was
cutometer analysis. The results of R, parameter are
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Figure 3. Percentage of changes in skin hydration after the application of Emulsion 1 and Emulsion 2. A - in the group of age of 20+. B
- in the group of age of 40+. Percentage is calculated relative to the initial values as in Table 2

Table 3. Results of skin elasticity measurements with cutometer MPA 580. Values presented are the mean of R, parameter + SD.

Group Emulsion 0 week 1 week 2 week 3 week 4 week

Negative control | 555 4 ) 0622 | 0.8522 + 0.0367| 0.8555 + 0.0276 | 0.8542 + 0.0329 | 0.8565 + 0.0456

204 (untreated skin)
Emulsion 1 - 0.8760 = 0.0240| 0.8830 + 0.0226 | 0.8784 + 0.0229 |0.8973 + 0.0336
Emulsion 2 - 0.9154 £ 0.0433| 0.9412 +0.0198 | 0.9433 +0.0191 |0.9602 + 0.0114
Negative control | 7576 4 () 0573 | 0.7574 + 0.0423| 0.7568 + 0.0498 | 0.7569 + 0.0507 | 0.7561 + 0.0586

40+ (untreated skin)
Emulsion 1 - 0.7698 + 0.0414| 0.7686 + 0.0764 | 0.7814 + 0.0656 |0.7870 + 0.0524
Emulsion 2 } 0.7895 + 0.0589 | 0.8032 + 0.0693 | 0.8212 + 0.0486 | 0.8378 + 0.0312
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Figure 4. Percentage of changes in skin elasticity after the application of Emulsion 1 and Emulsion 2. A - in the group of age of 20+. B -
in the group of age of 40+. Percentage is calculated relative to the initial values as in Table 3

presented in Table 3. Percentage changes in skin
elasticity after the application of tested emulsions
are shown in Figures 5 and 6. In both groups of vol-
unteers, an increase in skin elasticity in the case of
cosmetic base (Emulsion 1) and cream with
Cladophora extract (Emulsion 2) was observed. In
each case the increase was higher after the applica-
tion of Emulsion 2 when compared with a base
cream. Within the group of 20+ there were obtained
better results in the increase of skin elasticity using
Emulsion 2 (up to 12.28% after the 4" week) (Figure
5) than in the group of 40+ (up to 10.59% after the
same week). Also the values of R, parameter were
higher for this group starting from 0.8556 at the ref-
erence point up to 0.9602 after 4 weeks of Emulsion
2 application. The value 0.9602 is very high (close
to the highest possible value — 1), which means a
considerable improvement of skin elasticity for the
group 20+ after a regular application of the cream
with Cladophora extract.

As far as the group of 40+ is concerned, a much
smaller increase in skin elasticity was noticed both
after the application of Emulsion 1 and Emulsion 2
compared to the group of 20+. After the 4" week of
Emulsion 2 application there was observed an
increase in skin elasticity up to 0.8378, which refers
to 10.59% increase in the parameter, while in the case
of Emulsion 1 — up to 0.7870 (3.88%). Obtained val-
ues of R, were lower for the group 40+ than for the
group 20+. The average value at the week O for the
negative control was 0.7575, whereas for Emulsion 2
after the week 4 — 0.8378. Lower efficiency of
applied creams to skin elasticity improvement in the
group of 40+ might be due to a weaker abilities of
older skin to regeneration.

DISCUSSION AND CONCLUSION

Freshwater algae are not popular research
objects as a cosmetics ingredients. Products contain-
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ing marine algae dominate on the cosmetic market
(11). On the other hand, freshwater C. glomerata
emerge as a rich source of such bioactive agents as:
fatty acids (6, 7), carotenoids, phenolic compounds
(9), sulfated polysaccharides (8), sterols, terpenes,
carbohydrates, glycosides (7), resulting in its antiox-
idant (9), antibacterial and antifungal properties (7).
Using CO, as a solvent in SFE method it is possible
to obtain extract from Cladophora with high
amounts of non-polar bioactive agents, such as fatty
acids (6) and carotenoids (9), which may affect as
moisturizing, firming and antioxidant ingredients.

The emulsion containing algal extract was
slightly less stable than the base emulsion. In order
to increase the stability of Emulsion no. 2, a higher
amount of thickening agent, i.e. xanthan gum or
emollient (methyl glucose sesquistearate) should be
added to this formulation. To sum up, results of sta-
bility study show that the addition of Cladophora
extract to the cosmetic emulsion did not affect sig-
nificantly the emulsion destabilization.

Results obtained for corneometer analysis
show that the addition of SFE extract from C. glom-
erata to the emulsion influenced the improvement of
skin hydration. Better results were observed for the
group of 20+ where the increase in skin hydration
was more significant after use of Emulsion 2 than
Emulsion 1 after the last week of the experiment
(45% improvement in skin hydration). The differ-
ences between skin hydration parameters in the
group 20+ and 40+ may result from better ability of
young skin to regeneration, keeping the adequate
level of skin hydration and its superior absorption of
the active ingredients from cosmetics. In compari-
son to the placebo, the application of the cream with
Cladophora extract resulted in higher moisturizing
effect after each week in both groups of volunteers.
On the other hand, high increase in skin hydration
was also observed after the use of the placebo. It
may result from others moisturizing components of
the cream base, such as sunflower seed oil and glyc-
erine.

However, in every case the improvement in
skin hydration was higher after the use of the emul-
sion containing the extract. The SC water retention
is a crucial factor in keeping the skin supple and
flexible and influences skin permeability to mole-
cules. So far, no original research concerning mois-
turizing properties of the freshwater C. glomerata
has been published. However, the presence of car-
bohydrates, specifically sulfated polysaccharides
(8), which are humectants (hygroscopic substances
able to bind water), may affect moisturizing proper-
ties of the alga. On the other hand, the freshwater C.

glomerata was found as a good source of both satu-
rated and unsaturated fatty acids (FAs) (6), what
indicated its antioxidant, antibacterial and antifungal
activities (7). In our studies in the case of SFE of C.
glomerata supercritical CO, as a solvent was used
which is non-polar. Due to the usage of this solvent
it was possible to obtain the extract from
Cladophora rich in non-polar substances, such as
fatty acids. Because of the hydrophobicity of fatty
acids and their important role in creating of
hydrolipid layer of the skin they act in cosmetics as
emollients. Thus, FAs are able to protect skin
against the loss of water and in this way they pro-
vide the adequate level of skin hydration and pre-
vent its drying (15, 17). This effect was observed in
our results of corneometer analysis — the presence of
the SFE extract from Cladophora in cosmetic emul-
sion resulted in an increase in skin hydration. In fact,
FAs smooth the skin by filling spaces between skin
flakes and adding a complementary occlusive activ-
ity, which contributes to SC hydration (18).

In contrast to skin hydration, resulted up to
45% increase in the parameter after using Emulsion
2 in the group of 20+, the improvement of skin elas-
ticity was significantly lower (up to 12.28% increase
in the same emulsion and group). However, even the
little increase in skin elasticity may improve its
appearance and condition. It was also observed that
the differences in the increase of skin elasticity were
greater than for the skin hydration. Hence, these
results clearly indicate the firming properties of C.
glomerata extract. Skin elasticity decreases with age
because of harmful external factors, such as free rad-
icals and UV radiation, which cause skin damage
resulting in wrinkles. Carotenoids and phenolic
compounds contained in extract from C. glomerata
might affect as anti-aging compounds due to their
antioxidant properties (9). Moreover, the observed
improvement in skin elasticity could be the effect of
fatty acids action as emollients. If the skin is pro-
tected from excessive water loss then it is better
moisturized, and consequently — soft and flexible
(15, 17).

In freshwater macroalga, which comes from
the natural habitat, the issues of purity and safety
must be addressed. In our previous work, we proved
that the alga did not contain harmful quantities of
toxic metals (6). Furthermore, it was demonstrated
in toxicological studies that freshwater C. glomerata
is safe for humans (19).

In summary, the stability study proved that the
addition of the extract did not affect significantly the
destabilization of the emulsion. Moreover, in vivo
studies using corneometer and cutometer demon-
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strated the influence of freshwater C. glomerata
extract on skin hydration and elasticity improvement
in two age groups of 20+ and 40+. Emulsion 2 con-
taining Cladophora extract exhibited higher mois-
turizing than firming properties. However, skin elas-
ticity improvement was more evident for Emulsion
2 than emulsion without algae addition. Thus, the
freshwater alga C. glomerata can be an effective
cosmetic raw material used in a novel moisturizing
and firming formulations.
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Glony (algi) i ich ekstrakty stanowia obecnie jeden z najczesciej
wykorzystywanych naturalnych surowcéw kosmetycznych [1]. Jest
to spowodowane obecnoscia zwigzkéw biologicznie czynnych w ich
plechach, takich jak: weglowodany, kwasy ttuszczowe, czy polifenole,
co warunkuje wielokierunkowe dziatanie kosmetykéw z algami na sko-
re. Preparaty kosmetyczne obecne na rynku zawieraja gtdwnie algi
morskie, takie jak Laminaria ochroleuca, Fucus vesiculosus, Ulva lactuca,
Chondrus crispus, Corallina officinalis. Glony te aplikowane s3 do prawie
wszystkich typow specyfikéw kosmetycznych: kremdw, maseczek,
balsaméw, szamponéw, zeli pod prysznic a takze kosmetykéw do ma-
kijazu i demakijazu [2].

Cladophora glomerata (gatezatka kigbiasta) jest makroglonem nale-
zacym do gromady zielenic nitkowatych o charakterystycznie rozga-
tezionych plechach (Fot. I) [3]. Glony z rodzaju Cladophora wystepuja
zaréwno w srodowiskach morskich, jak i stodkowodnych. Cladophora
glomerata jest gatunkiem kosmopolitycznym wystepujacym masowo
w wodach $rédladowych Polski w postaci mat unoszacych sie na wo-
dzie [4]. Dotychczas naukowcy koncentrowali sie gtéwnie na bada-
niach nad morskimi gatunkami z rodzaju Cladophora w celu oznaczenia
w nich substanciji biologicznie czynnych [5+7]. Okazalo sig, ze glony
te zawieraja takie bioaktywne grupy zwiazkéw, jak: nasycone i niena-
sycone kwasy ttuszczowe [5], sterole, terpenoidy [6], a takze zwigzki
fenolowe [7]. Jednak przeprowadzono niewiele badan na temat stod-
kowodnych glonéw Cladophora i ich wykorzystania jako naturalnego
zrédta substanciji biologicznie czynnych [8+10]. Dlatego warto konty-
nuowac prace nad nowym kierunkiem badan — stodkowodnymi algami
jako potencjalnymi surowcami kosmetycznymi.

Fot. |. Rozgatezione plechy Cladophora glomerata (zdjecie
z mikroskopu swietlnego Zeiss Axioskop 2 MOT; autor: Marta Pikosz)

Zwiazki biologicznie czynne w stodkowodnych glonach
Cladophora glomerata

Okazuije sig, ze réowniez stodkowodne glony moga by¢ zrédiem
zwiazkéw bioaktywnych, obok powszechnie wykorzystywanych
w kosmetyce alg morskich. Stodkowodne glony z rodzaju Cladophora
cechuja si¢ wysoka zawartoscig makroelementoéw, takich jak: wapn,
potas i fosfor, jak rowniez mikroelementoéw, jak: magnez, zelazo
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i cynk [8]. Kazdy z tych pierwiastkéw petni w kosmetyce osobne
funkcje i odpowiada za prawidfowy przebieg proceséw metabolicz-
nych w skérze. Wapn jest pierwiastkiem o dziataniu antyalergicz-
nym i przeciwzapalnym. Potas uczestniczy w gospodarce wodnej
organizmu, w utrzymaniu prawidtowego ci$nienia osmotycznego
i rownowagi kwasowo-zasadowej. Z kolei fosfor jest sktadnikiem
koenzymow, fosfolipidéw i kwasow nukleinowych. Sposrod wymie-
nionych mikroelementéw, w stodkowodnych glonach Cladophora
dominuje magnez, ktéry wzmacnia $cianki naczyn krwionosnych,
aktywuje liczne enzymy i uczestniczy w biosyntezie mocznika.
Niedobér magnezu przyspiesza procesy starzenia sie skory. Zela-
zo stosowane w kosmetykach regeneruje skore, odtruwa komérki
naskérka, wzmacnia wiosy i paznokcie. Obecno$¢ cynku w algach
warunkuje wiasciwosci przeciwzapalne, przeciwiojotokowe i anty-
wirusowe. Cynk znajduje zastosowanie w leczeniu skory tradziko-
wej, opryszczki i réznego typu podraznien skory [11, 12].

Wazna grupa zwiazkéw biologicznie czynnych, obecnych w stod-
kowodnych algach Cladophora glomerata, s3 nasycone i nienasyco-
ne kwasy tfuszczowe zaliczane do grupy lipidéw, czyli substanc;ji
lipofilowych. Sg to alifatyczne lipofilowe kwasy monokarboksylowe
zawierajace odpowiednio wiazania nasycone (kwasy ttuszczowe na-
sycone), badz przynajmniej jedno wiazanie podwdjne w fancuchu
weglowym (kwasy tluszczowe nienasycone) [13]. Dominujacym
kwasem nasyconym w stodkowodnym glonie Cladophora glomerata
jest kwas palmitynowy (C16:0), a sposréd innych kwaséw nasyco-
nych wykryto takie kwasy, jak: mirystynowy (C14:0), pentadeka-
nowy (C15:0), stearynowy (C18:0) i arachidowy (C20:0). Okazato
sie, ze Cladophora glomerata jest takze zrédiem wielu kwaséw nie-
nasyconych, takich jak: tetradekatrienowy (C14:3), tetradekatetra-
enowy (Cl4:4), 9-heksadekaenowy (C16:1), heksadekadienowy
(Cl16:2), 6,10,14-heksadekatrienowy (C16:3), heptadekatrienowy
(C17:3), linolowy (C18:2) i eikozaheksaenowy (C20:6) [14]. Kwasy
tluszczowe petnig wiele waznych funkcji w kosmetyce. W szcze-
goélnosci kwasy nienasycone, a wsréd nich niezbednie nienasycone
kwasy ttuszczowe (NNKT), cechuja si¢ dobrym oddziatywaniem
na skore. Petnig funkcje emolientdw, czyli substancji pokrywajacych
skore cienka hydrofobowa warstwa (tworza tzw. ptaszcz hydro-
lipidowy naskérka) chroniaca przed nadmierna utrata wody, a wigc
przed wysuszaniem i ztuszczaniem sig skory, utrata elastycznosci
i nawilzenia. Ponadto kwasy ttuszczowe maja wtasciwosci przeciw-
alergiczne, przeciwzapalne, reguluja metabolizm skéry, uczestnicza
w produkgji sebum i eikozanoidéw. Zwiazki te petnig réwniez funk-
cje budulcowe, gdyz wchodza w sktad bton komérkowych, cementu
miedzykomoérkowego i ceramidow. Rdzne wtasciwosci nasyconych
i nienasyconych kwaséw ttuszczowych powoduja, ze znalazly sie
one jako sktadniki zaréwno kosmetykéw do cery suchej i wrazli-
wej, gdyz chronig skére przed infekcjami i utrata nawilzenia, jak
i w preparatach do cery tlustej i mieszanej, poniewaz normalizu-
ja metabolizm skory poprzez poprawe bariery lipidowej naskérka
oraz regulacje proceséw keratynizacji. Dodatkowo, nienasycone
kwasy ttuszczowe, chroniac naskérek przed wysychaniem i dziata-
niem niekorzystnych czynnikéw zewnetrznych, zapewniaja odpo-
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wiedni poziom nawilzenia i elastycznosci, a zatem dziatajg przeciw-
starzeniowo i przeciwzmarszczkowo. Kwas palmitynowy obecny
w duzych ilosciach w Cladophora glomerata jest wykorzystywany
w kosmetyce jako emulgator, a jego pochodna — palmitynian askor-
bylu jest popularnym przeciwutleniaczem. Bardzo cennym kwasem
obecnym w tych glonach jest nalezacy do grupy NNKT kwas lino-
lowy (Rys. 1). Petni on wazna funkcje¢ w blokowaniu hormonéw
(eikozanoidéw) odpowiedzialnych za stany zapalne skory, a takze
w syntezie ceramidow. Ponadto kwas linolowy, jako naturalny skfad-
nik serum, reguluje prace gruczotéw fojowych i odblokowuje pory
skory [I'1, 15]. Wg niektdrych badan, kwasy ttuszczowe moga wy-
kazywac rowniez dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze,
co wskazuje na nowe zastosowanie stodkowodnych alg Cladophora
glomerata jako zrédta naturalnych konserwantow [14].

Rys. 1. Kwas linolowy

Sposrod innych zwigzkéw o charakterze lipidéw wystepujacych
w stodkowodnych algach Cladophora glomerata, na uwage zastuguja
steroidy. Substancje te zawieraja w swej budowie czteropierscieniowy
szkielet weglowy pochodzacy od |,2-cyklopentanoperhydrofenan-
trenu [13]. W stodkowodnym gatunku Cladophora glomerata wykryto
obecnos¢ takich steroidéw, jak: ergosterol, f-sitosterol, dekortinol,
a takze pochodng cholesterolu — 22-dehydro-24-izopropylochole-
sterol [9]. Ergosterol nalezy do mikosteroli, tj. steroli izolowanych
gldwnie z grzybow. Zwiazek ten otrzymuje si¢ na skale przemystowa
z drozdzy, a nastgpnie wykorzystywany jest do produkcji witaminy D,
[13]. Z kolei B-sitosterol (Rys. 2) jest typowym fitosterolem, czyli ro-
$linnym alkoholem steroidowym wykazujacym aktywnos¢ przeciwza-
palng, antybakteryjna, antywirusowa i wzmacniajaca odpornosc skory
[11]. Ponadto fitosterole maja zdolnos¢ do uzupetniania niedoboréow
w obrebie cementu migdzykomérkowego, przez co wzmacniaja ba-
riere lipidowa naskérka i chronia skére przed nadmierng utrata wody
[12]. Cholesterol i jego pochodne dzialaja na skore zmigkcezajaco
i uelastyczniajaco, ponadto sa dobrymi emulgatorami typu W/O oraz
regulatorami konsystencji kreméw [ 1]. Steroidy pozyskiwane z glonu
Cladophora glomerata moga wigc znalez¢ zastosowanie w réznego typu
produktach kosmetycznych: zelach i kremach oczyszczajacych i prze-
ciwtradzikowych, emulsjach typu anti-aging, czy tez kremach ochron-
nych do cery suchej, wrazliwej i alergiczne;j.
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Rys. 2. p-sitosterol

Bardzo waznga grupa substancji bioaktywnych we wspotczesnym
przemysle kosmetycznym sa antyoksydanty. Zwigzki te chronig sko-
re przed destrukcyjnym dziataniem wolnych rodnikéw na komérki
skory, a w efekcie — przeciwdziataja procesom starzenia sig skory.
Do antyoksydantow zalicza sie wiele substancji o zréznicowanej bu-
dowie chemicznej, np. karotenoidy i zwiazki polifenolowe. Okazuje
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sie, ze stodkowodna Cladophora glomerata jest bogatym zrédiem
antyoksydantéw, takich jak karotenoidy: (-karoten (Rys. 3), lute-
ina i zeaksantyna [8]. Zwiazki te s3 tetraterpenami, a konkretnie
pochodnymi jononéw, ktére zawieraja sprzezony tancuch polie-
nowy [13]. Karotenoidy sa prekursorami witaminy A i sa dobrze
rozpuszczalne w ttuszczach. f3-karoten i inne karotenoidy przede
wszystkim petnig funkcje antyoksydantéw w kosmetyce, przez
co s3 popularnymi sktadnikami preparatéw typu anti-aging i prze-
ciwzmarszczkowych. Ponadto biora udziat w procesach keratyni-
zacji naskoérka regulujac jego ztuszczanie. Niedobér karotenoidéw
moze skutkowa¢ suchoscig i nadmiernym ztuszczaniem sie skory.
Sa réwniez wykorzystywane jako naturalne filtry UV oraz pigmenty
do produkcji szminek, pudréw, lakieréw do paznokci i innych ko-
smetykéw kolorowych. Karotenoidy pochodzace ze stodkowodnej
algi Cladophora glomerata moga wiec znalez¢ zastosowanie w pro-
duktach do skéry suchej, dojrzatej i starzejacej sie, a takze w pro-
dukcji kosmetykéw kolorowych [15].
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Rys. 3. f-karoten

Kolejnymi waznymi substancjami o dziafaniu antyoksydacyjnym
sa polifenole — zwiazki zawierajace co najmniej dwie grupy hydroksy-
lowe przytaczone do pierscienia aromatycznego (przykiad: ekol (Rys.
4)). Obecnos¢ sprzezonego uktadu wiazan podwojnych w pierscieniu
aromatycznym warunkuje wiasciwosci przeciwutleniajace polifenoli.
Do tej grupy zaliczane sa: flawonoidy (m.in. izoflawony, katechiny, an-
tocyjanicy), polifenolokwasy, kumaryny i inne [1 1]. Szczegélng grupa
polifenoli sa flawonoidy. Sg to barwniki roslinne, najczesciej barwy
z6ttej, bedace pochodnymi |,4-benzopironu. Wykazujg wielokierun-
kowe dziatanie na skére: antyoksydacyjne, przeciwwolnorodniko-
we, przeciwzapalne, uszczelniajace naczynia krwionosne i ochronne
przed promieniowaniem UV. Ponadto, flawonoidy hamuja dziatanie
hialuronidazy — enzymu rozkfadajacego kwas hialuronowy oraz ela-
stazy — enzymu hydrolizujacego elastyne [12, 15]. W efekcie flawo-
noidy chronia skére przed efektami starzenia, wzmacniaja tkanke
taczna oraz dziafaja przeciwzmarszczkowo w preparatach anti-aging.
S3 réwniez pozadanymi sktadnikami kosmetykéw przeznaczonych
do cery naczynkowej, alergicznej i wrazliwej. W badaniach nad stod-
kowodna makroalga Cladophora glomerata okazato sie, ze jest ona
surowcem bogatym w zwiazki polifenolowe (np. flawonoidy) [16].
W tych samych badaniach potwierdzono wysoka aktywnos¢ antyok-
sydacyjng i przeciwnowotworowa tego gatunku [17].
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Terpenoidy, to kolejna grupa zwiazkéw biologicznie czynnych
wyizolowanych ze stodkowodnej makroalgi Cladophora glomerata.
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Sa to pochodne terpendw, tj. weglowodoréw bedacych oligomerami
izoprenu. Terpenoidy s3 zwiazkami gtéwnie pochodzenia roslinnego,
najczesciej wystepujace jako lotne sktadniki olejkéw eterycznych, cha-
rakteryzujace sie okreslonym zapachem i aktywnoscia biologiczna [ 13].
Przyktadowo, trans-fitol (Rys. 5) obecny w Cladophora glomerata [9] jest
alkoholem diterpenowym i skfadnikiem chlorofili, o dziataniu regene-
rujacym i odmtadzajacym skore [11].

CH O

Rys. 5. Trans-fitol

Tablica |

Zwiazki biologicznie czynne zawarte w stodkowodnym glonie
Cladophora glomerata

Grupa
. P, Przykiad Witasciwosci Zastosowanie
zwigzkow
Emoliencyjne Kremy do skory suchej,
Kwasy Kwas Przeciwalergiczne wrazliwej
tluszczowe | linolowy Przeciwzapalne Kosmetyki przeciwtradzikowe
Przeciwzmarszczkowe Preparaty antyalergiczne
Przeciwzapalne Ke ki anti-agi
osmetyki anti-agin;
) . Antybakteryjne osmety! aging
Steroidy [3-sitosterol o Zele oczyszczajace
Uelastyczniajace | L
g ) Kremy do cery suchej, wrazliwej
Emoliencyjne
Antyoksydacyjne Kosmetyki anti-aging
Karotenoidy | f-karoten Regulujace IprOf:-esy Kremy przeciwznﬁz_irﬁzczkowe
keratynizacji Kremy nawilzajace
Fotoprotekcyjne Kosmetyki kolorowe
Antyoksydacyj
ntyoA sydacyine Kremy do cery naczynkowej
Przeciwzapalne Kosmetyki anti-agin,
Polifenole Ekol Fotoprotekcyjne R4 g”g .
. ) Kremy do cery wrazliwej
Uszczelniajace naczynia . o
o i alergicznej
krwionos$ne
Re .
Terpenoidy | Trans-fitol Ozgr:?a:;l:;iz Kosmetyki anti-aging
'Weglowo- Kwas Nawilzajace Kremy nawilzajace
dany alginowy | Przeciwzmarszczkowe Kosmetyki anti-aging
Sciagai Zele oczyszczajace
ciagajace
L Kwas ) 2 H Kosmetyki przeciwtradzikowe
Garbnilkd aluso! Ujedrniajace Balsamy ujedrniajace
g WY Przeciwzapalne Y IQ, H, |
Szampony przeciwlupiezowe
Kwas
Antyoksydacyj
Witaminy askorbi- neyoKsy a‘cy|ne Kosmetyki anti-aging
Regenerujace
nowy

Oproécz opisanych zwiazkéw chemicznych, stodkowodne ma-
krozielenice Cladophora glomerata sa zrédtem wielu innych substangiji
bioaktywnych. Warto wymieni¢ tu weglowodany, ktére petnig wazne
funkcje w kosmetologii jako substancje nawilzajace, przeciwzmarszcz-
kowe i chroniace skore przed fotostarzeniem [9, |5]. W stodkowodnym
gatunku Cladophora glomerata wykryto réwniez obecnos¢ garbnikéw
[16], ktore dziataja na skore Sciagajaco, przeciwzapalnie, antybakteryj-
nie, deodorujaco i ujedrniajaco [I1]. Garbniki znalazty zastosowanie
w produkcji kreméw i maseczek do cery tiusteji tradzikowej, balsamow
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ujedrniajacych oraz szamponéw przeciwtupiezowych [12]. Cladophora
glomerata zawiera takze witaminy: A (retinol), C (kwas askorbinowy),
E (tokoferol), B, (tiamina) i B, (ryboflawina) [8]. Kazda z tych witamin
petni osobne funkcje w kosmetyce: witamina A jest antyoksydantem,
regeneruje skore i reguluje procesy rogowacenia naskorka; witamina
C réwniez jest silnym przeciwutleniaczem i uczestniczy w biosynte-
zie kolagenu; witamina E chroni lipidy skéry przed utlenianiem i leczy
tojotokowe zapalenie skoéry; witamina B, reguluje gospodarkg wodng
skory, a witamina B, uczestniczy w prawidiowym funkcjonowaniu ské-
ry i nabfonka naczyn krwionosnych [I1].

Stodkowodna makrozielenica, Cladophora glomerata jest natural-
nym surowcem bogatym w réznorodne zwiazki biologicznie czynne.
Przyktady tych substancii, ich wtasciwosci i potencjalne zastosowanie
w kosmetyce zostaty zestawione w Tablicy |.

Podsumowanie

Stodkowodne makroglony nie s3 jeszcze obecnie popularnym su-
rowcem kosmetycznym, w przeciwienstwie do alg morskich, ktére
stafy sie w ostatnich latach jednymi z najczesciej stosowanych sktadni-
koéw kosmetykow naturalnych [1, 2]. Okazuje sig jednak, ze réwniez
stodkowodne glony moga by¢ zrédtem wielu substancji bioaktywnych
o znaczeniu kosmetycznym. Wyniki badan wstepnych s3 obiecujace,
wykazaty, ze stodkowodny gatunek Cladophora glomerata zawiera réz-
norodne zwiazki biologicznie czynne, przede wszystkim duza ilos¢
kwasow ttuszczowych, polifenoli, a takze makro- i mikroelementy.
Warunkuje to szeroki zakres aktywnosci biologicznej oraz potencjalne
wykorzystanie tego glonu jako jednego ze sktadnikéw w preparatach
kosmetycznych [8, 9, 14, 16, I7].
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Zalacznik VI

Ulvany — biologicznie czynne siarczanowe polisacharydy

izolowane z zielenic
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Joanna Fabrowska', Boguslawa Leska

Ulvany — biologicznie czynne
siarczanowe polisacharydy
izolowane z zielenic

1. Wstep

Zwiazki biologicznie czynne pochodzenia naturalnego sa obecnie
bardzo cenionym surowcem w przemysle medycznym, farmaceutycznym,
kosmetycznym, jak rowniez spozywczym. W dobie szybkiego zycia, stresu
i niebezpiecznych chordb cywilizacyjnych jest to zwigzane ze wzrastajaca
swiadomoscia spoleczenstwa w zakresie dbania o swoje zdrowie, a takze
o wyglad zewnetrzny. Ponadto,surowce naturalne przezywaja aktualnie
swoj renesans, gdyz sa powszechnie uwazane za bardziej bezpieczne
iskuteczne. Ztego wzgledu stale poszukiwane sg nowe substancje
bioaktywne o wielokierunkowym, coraz efektywniejszymdziataniu.

Jednymi zpowszechnie wykorzystywanych zwigzkow Dbiologicznie
czynnych we wspotczesnej medycynie, czy tez kosmetologii, sg siarczanowe
polisacharydy wystepujace w glonach. Do tej grupy zwiazkdéw nalezg rowniez
ulvany — polisacharydy siarczanowe, charakterystyczne dla zielenic,
wykazujace szeroki wachlarz aktywnosci biologicznej. Ich dziatanie obejmuje
m.in. wlasciwosci antyoksydacyjne, immunostymulujace, antykoagulacyjne,
przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe iwiele innych. Ulvany sa w naj-
mniejszym stopniu przebadane i wykorzystywane spos$rod innych siarcza-
nowych polisacharydéw glonowych, takich jak fukoidany i karageniany. Praca
ta ma na celu scharakteryzowanie ulvanow, poczawszy od ich budowy,
poprzez metody ekstrakcji 1ianalizy, az do aktywnosci biologicznej
i potencjalnego zastosowania. Przyblizenie informacji na temat tej grupy
polisacharydow  siarczanowych, ktore sa jeszcze malo poznanymi
substancjami, pozwoli na wskazanie ich potencjatu jako nowych, skutecznych
surowcow biologicznie czynnych, o szerokich mozliwosciach wykorzystania.

'joanna. fabrowska@amu.edu.pl, Zaktad Chemii Supramolekularnej, Wydziat Chemii,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
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2. Siarczanowe polisacharydy

Polisacharydy (poliweglowodany, wielocukry) sa bardzo obszerna
grupa zwiazkéw organicznych powstajacych w procesach metabolicznych
organizmow zywych. Jako metabolity pierwotne pelnig wiele istotnych
funkcji w organizmach, przede wszystkich stanowig gléwne substancje
budulcowe i zapasowe komorek roslinnych i zwierzecych.

Zbudowane sa z wielu (od 10 do 30000) jednostek cukréw prostych,
tworza rozbudowane struktury o wysokiej masie czasteczkowej zwane
biopolimerami [1]. Poszczegolne jednostki cukrowe w obrgbie polisacharydow
sa polaczone wigzaniami glikozydowymi. Lancuchy poliweglowodanéw moga
by¢ proste lub rozgalezione [2]. Wyrdznia si¢ polisacharydy obojetne oraz
kwasne gdy w ich sktad wchodza reszty kwasowe, takie jak grupy siarczanowe
1 kwasy uronowe [1].

Wiasciwoscei fizykochemiczne polisacharydow sa znaczaco odmienne od
wilasciwosci cukrow prostych i oligosacharydow (cukréw ztozonych z2 do 10
czasteczek cukrow prostych). Wielocukry wykazuja znacznie mniejsza
rozpuszczalno$¢ w wodzie w stosunku do cukrow prostych, poniewaz wraz ze
wzrostem masy czasteczkowej maleje ich rozpuszczalno$¢. Zwiazki te nie
wykazuja rowniez tak stodkiego smaku, jak ma to miejsce w przypadku
weglowodanow prostych [1]. Ponadto polisacharydy sa higroskopijne i tworza
zwodg koloidy (hydrozole) [2]. Za wlasciwosci higroskopijne tych substancji
odpowiedzialne sa miedzyczasteczkowe i wewnatrzczasteczkowe wigzania
wodorowe. Im wigcej wigzan wodorowych w czasteczkach policukrow, tym
stabsza jest ich higroskopijnos¢, a takze rozpuszczalnos¢ w wodzie [3].

Siarczanowe polisacharydy (ang. sulfated polysaccharides — SPs) naleza do
wspomnianej grupy polisacharydow kwasnych, zawierajacych grupy
siarczanowe w swoich czasteczkach. Substancje te wystepuja w duzych
ilosciach w $cianach komorkowych glonow, przez co czesto s3 takze
nazywane kwasnymi polisacharydami glonowymi [1]. Jest to bardzo ztozona
grupa zwigzkéw o skomplikowanej budowie, wykazujaca roznorodna
aktywno$¢ biologiczng. Biorac pod uwagg trzy grupy glonéw, tj. brunatnice
(Phaeophyceae), krasnorosty (Rhodophyta) izielenice (Chlorophyta),
wyréznia si¢ siarczanowe polisacharydy specyficzne dla kazdej z tych grup.

Brunatnice charakteryzujg si¢ wysoka zawartoscig fukoidanow,nalezacych
do grupy SPs. Fukoidanyzbudowane sg najczgsciej z merow fukozy, jak
rowniez ramnozy, galaktozy, ksylozy, glukozy ikwaséw uronowych [4].
Zwigzki te zbudowane s3 przede wszystkim zreszt 4-O-siarczanu
fukopiranozy potaczonych wigzaniami(1—2) [5]. Do fukoidanow zaliczane sa
fukany wystepujace w gatunku Fucusvesiculosus, galaktofukany obecne
w Sargassum sp.,czy tez laminarany izolowane z Laminaria sp. Fukany sa
zbudowane m.in. z czasteczek fukozy, ksylozy i galaktozy w potaczeniach
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(1,3)- lub (1,4)-0-L-fukozy. Galaktofukany najcze$ciej zawieraja czasteczki
galaktozy, ramnozy i fukozy oraz wigzania (1,6)-B-D-galaktozy. Natomiast
laminarany sa polimerami zbudowanymi zwykle z glukozy i fukozy
z charakterystycznym wigzaniem (1,3)- i (1,6)-B-glukozy. Budowa przykia-
dowego fukoidanu jest przedstawiona na Rysunku 1. Fukoidany sa
zwigzkami biologicznie czynnymi o szerokim spektrum dziatania. Dzialaja
m.in. przeciwzapalnie, antyoksydacyjnie, przeciwzakrzepowo, antyproli-
feracyjnie, immunostymulujaco i przeciwnowotworowo [4]. W kosmetyce
wykorzystywane jest dziatanie antycellulitowe tych substancji, z uwagi na
stymulacje komodrkowej przemiany materii iukrwienia skory, a takze
wlasciwosci lipolityczne [2]. Fukoidany poprawiaja rowniez wchianianie
makro- 1 mikroelementow, witamin ipeptydow przez naskorek [1].
W poréwnaniu z innymi siarczanowymi polisacharydami fukoidany sa
najbardziej rozpowszechnione na rynku jako surowce wykorzystywane
w przemysle spozywczym, kosmetycznym, jak rowniez w medycynie [6].

Rysunek 1. Budowa fukoidanu wyizolowanego z Fucusvesiculosus [5]

Galaktany, a wérdd nich karageniany i agarany, sa z kolei siarczano-
wymi polisacharydami charakterystycznymi dla alg czerwonych (krasno-
rostow). Zwiazki te sg zbudowane z galaktopiranoz, tj. cyklicznych form
D- iL-galaktozy. Karageniany wystepuja w postaci a-glikozydowych
potaczen 4-siarczanu-D-galaktozy (jako A-karagenina) oraz B-glikozydo-
wych potaczen 4-siarczanu-D-galaktozy i a-glikozydowych 3,6-anhydro-D-
galaktozy (x-karagenina) [2]. Istnieje jeszcze wiele innych rodzajow
karageniandw, jak np.: A (Rysunek 2), y, 6 ik [5]. Polisacharydy z grupy
karagenianow charakteryzuja si¢ specyficznymi wiasciwosciami reolo-
gicznymi. Jako naturalne hydrokoloidy ulegaja w wodzie hydratacji i pecz-
nieniu, tworzac roztwory koloidalne i zele [1]. Zrédtem karagenianéw sa
m.in. krasnorosty Chondrus crispus [4]. Natomiast charakterystycznym
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cukrem budujacym agarany jest galaktoza, czg§ciowo zestryfikowana
kwasem siarkowym. Do tej grupy zaliczany jest agar izolowany z glonow
Euchemua sp., Gracilaria sp. i Gelidium sp. [2], a takze porfyran wystgpu-
jacy m.in. w gatunku Porphyra capensis [5]. Typowy porfyran jest
zbudowany z polaczen 3-f-D-galaktozy oraz 6-siarczanu-a-L-galaktozy lub
3,6-anhydro-a-L-galaktozy wystepujacych naprzemiennie [5]. Agarany
podobnie jak karageniany wykazuja zdolnos¢ do tworzenia zeli. Galaktany
cechujg si¢ roznorodng aktywnos$cia biologiczng, np. przeciwwirusowa,
przeciwbakteryjng, immunostymulujaca, przeciwzakrzepowa i przeciw-
nowotworowa [4]. Zwiazki z tej grupy sa cenionymi surowcami kosme-
tycznymi przede wszystkim zuwagi na ich wlasciwosci zelotworcze.
Karageniany 1iagarany sapowszechnie wykorzystywane jako srodki
emulgujace, zageszczajace i stabilizatory,zar6wno w przemys$le kosme-
tycznym jak ispozywczym [6]. Dodatkowo karageniany sg stosowane
w kosmetyce jako substancje nawilzajace, ochronne itagodzace podraz-
nienia [1].

0
OH 080s
| CHzOH;O: o 0S80y
o HO

080y
Rysunek 2. Budowa A-karagenianu [5]

Ulvany s3a natomiast siarczanowymi polisacharydami izolowanymi
z zielenic. W porownaniu do innych SPs, ulvany sg najstabiej poznang tego
typu grupa zwigzkow. Wedlug bazy Web of Science’™ w ostatnim
dziesigcioleciu (dane z dnia 11.03.2016 r.) ukazaly si¢ 122 artykuly na
temat ulvanéw, podczas gdy odnosnie fukoidandéw jest dostepnych 1576
publikacji, natomiast o karagenianach — az 20144 [7]. Brakuje takze
handlowo dostepnych surowcoéw na bazie ulvanow, a jesli juz takowe
wystepuja, to jest ich bardzo mato w stosunku do fukoidanow i galaktanow.
Okazuje si¢ jednak, ze ulvany stanowig rdwnie interesujgca grupe
zwigzkoéw bioaktywnych. Gltownymi skladnikami ulvanéw sg glukoza,
ramnoza, ksyloza, jak roéwniez kwas glukuronowy iiduronowy. W swoich
czgsteczkach ulvany zawieraja w mniejszych ilo§ciach mannoze, arabinozg,
czy tez galaktoze [8]. Jak dotad ulvanybyly izolowane wytacznie
z morskich gatunkow Ulva sp. [9, 10]. Przeprowadzone w ostatnim czasie
badania wskazuja takze na obecnos¢ ulvandéw w stodkowodnych
zielenicach Ulva flexuosa, a takze Cladophora glomerata [11]. Podobnie
jak inne zwiazki z grupy SPs ulvany charakteryzuja si¢ réznorodnymi
wlasciwosciami jako substancje bioaktywne. Wykazano m.in. aktywnos¢
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antyoksydacyjna, antyadhezyjng, antyproliferacyjna i przeciwnowotworowa
ulvanéw [4+6]. Ulvany stanowig obiecujaca grup¢ substancji bioaktyw-
nych, nad ktoéra warto prowadzi¢ badania.

3. Budowa i wlasciwos$ci ulvanow

Nazwa ,,ulvany” zostata po raz pierwszy zaproponowana przez Lahaye
i Axelos w 1993 roku [12]. Zwiazki te byly jak dotad izolowane z r6znych
morskich gatunkow Ulva, takich jak: U. lactuca [13], U. rigida [14],
U. armoricana, U. rotundata, U. scandinavica, U.olivascens, U. gigantea
[15], U. clathrata [9], U. conglobate [10], U. fasciata [16], U. pertusa [13],
czy tez U. flexuosa [17]. Budowa ulvandéw jest niezwykle ztozona 1ijak
dotad nie okreslono jej jeszcze w sposob jednoznaczny. Jedne z pierwszych
badan nad strukturg ulvanoéw wyizolowanych z Ulva lactuca przepro-
wadzono w 1954 roku, stwierdzono wowczas, ze ulvany sg siarczanowymi
polisacharydami zbudowanymi z czasteczek glukozy iramnozy [13].
Kolejne prace kontynuowane nad ulvanami wykazaly, ze takze kwasy
uronowe, arabinoza, ksyloza i kwasy glukuronowe moga by¢ sktadnikami
tych polisacharydow [14]. Dzi§ wiadomo, ze ulvany sa gtéwnie zbudowane
z powtarzajacych si¢ meréw 3-siarczanu ramnozy polgczonychwigzaniem
(1,4)-a-glikozydowymz kwasem glukuronowym, badz tez iduronowym
[12] (Rysunek 3). Sklad monosacharydéw 1isposob ich potaczenia
w ulvanach jest bardzo rdéznorodny izmienny w zaleznosci od wielu
czynnikow: gatunku glonoéw [15, 18], $rodowiska wystepowania [15],
warunkow Srodowiskowych ipory roku [18], atakze od zastosowanej
metody ekstrakcji [19]. Fakt ten znaczaco utrudnia analize ulvanow
i wymaga ciggtej kontroli jakosci tych zwigzkow.

R G
H H H
HiC H poc H_o
a0 H HO
H OH
0,80
H OH H H
R [
H H H
H3C H H H L0
0 2 H OHO
o~ TO0 ™ oH
0,50
H OH H H

Rysunek 3. Budowa ulvanéw (R-ramnoza, G-kwas glukuronowy, I-kwas iduronowy)
[opracowanie wiasne]
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Wiasciwosci fizykochemiczne ulvanow sa podobne jak wiekszo$ci
polisacharydow. Sa to substancje potkrystaliczne barwy bialej, o wlasci-
wosciach higroskopijnych [20], rozpuszczalne w goracej wodzie i w roz-
tworach alkaliow [21]. Po ostudzeniu w wodzie pecznieja tworzac zele.
Mechanizm tworzenia zelu przez ulvany jest bardzo ztozony i nie do konca
poznany. Niemniej jednak okreslono pewne warunki, w ktorych powstaje
zel: obecnos¢ kwasu borowego i dwuwartosciowego kationu, np. Ca*’, oraz
pH o wartosci od 7,5 do 8 [22]. W normalnych warunkach ulvany posiadaja
strukture liniowa. Natomiast w obecnosci kwasu borowego idwuwar-
tosciowego kationu tworza struktury sferyczne o §rednicy ok. 10 nm.
Poszczegolne struktury sferyczne moga ze soba asocjowaé tworzac
agregaty przypominajace wygladem owoc maliny o $rednicy od 500 do
1200 nm. Nastepnie zgrupowania agregatoOw lacza sie poprzez liniowe
wiokna, ktorymi mogg by¢ lancuchy biatek, glukuronian lub ulvany, ktore
nie utworzyly form sferycznych. W ten sposdb powstaje trojwymiarowa
struktura, w obrebie ktorej mozliwe jest osadzenie kationu metalu ijego
skompleksowanie pomigdzy poszczegdlnymi strukturami sferycznymi
ulvanow [23]. Za chelatowanie jonow metali s odpowiedzialne oddziaty-
wania pochodzace od grup siarczanowych i karboksylowych obecnych
w tego rodzaju polisacharydach siarczanowych [8].

4. Metody ekstrakcji ulvanow

Niezaleznie od rodzaju rozpuszczalnika wybranego do ekstrakcji
ulvanéw, wstepnym etapem procesu izolacji jest wyodrebnieniesubstancji
lipidowych oraz barwnikéw asymilacyjnych (chlorofile, karotenoidy)
z biomasy glonow. Do tego celu wykorzystywane sg rdzne rozpuszczalniki
organiczne, takie jak: aceton, dichlorometan, etanol, metanol, czy
chloroform [20, 21, 24, 25]. Etap ten pozwala na wstgpne oczyszczenie
biomasy z substancji hydrofobowych oraz pigmentow, aby nastgpnie
przejs$¢ do ekstrakcji substancji hydrofilowych, jakimi sg polisacharydy.

Wykorzystujac fakt, ze ulvany sa zwigzkami dobrze rozpuszczalnymi
w wodzie, najczgéciej stosowang metodag izolacji tych zwigzkow jest
ekstrakcja goracg woda [20, 24]. Proces ten jest przeprowadzany w wodzie
o temperaturze 75-85 °C przez kilka godzin [20, 25]. Ulvany moga by¢
rowniez ekstrahowane roztworami alkaliow, jak np. weglanem sodu [21],
atakze kwasow [24]. Inng metoda izolacji ulvanow jest ekstrakcja
z dodatkiem substancji chelatujgcych jony wapnia, takich jak EDTA (kwas
etylenodiaminotetraoctowy) 1iszczawian amonu [9, 24]. Zastosowanie
srodkow chelatujacych jony wapnia ulatwia ekstrakcje ulvanéw poprzez
niszczenie wigzan chemicznych utworzonych przez ulvany w obecnosci
jonéw Ca*" wewnatrz $ciany komorkowej glondow [24].
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Kolejnym etapem po ekstrakeji ulvandw jest ich oczyszczanie z innych
substancji rozpuszczalnych w wodzie, ktore mogly zosta¢ wyekstrahowane
razem z ulvanami. Do tych zwiazkéw naleza m.in. aminokwasy, proteiny
i peptydy. Ekstrakt po izolacji ulvanéw moze zawiera¢ réwniez inne
polisacharydy, takie jak skrobia, poniewaz zarowno ulvany, jak i substancje
skrobiowe sg skladnikiem $cian komodrkowych glonéw [21]. W celu
usunigcia substancji zanieczyszczajacych ulvany stosuje si¢ hydrolize
enzymatyczng z wykorzystaniem a-amylazy, ktora hydrolizuje skrobi¢ oraz
proteinazy K, ktora z kolei hydrolizuje proteiny [20, 25, 26]. Inne konta-
minanty, jak np. barwniki asymilacyjne, czy zwiazki lotne odpowiadajace
za specyficzny zapach glonéw, moga by¢ efektywnie usuwane z uzyciem
wegla aktywnego [21].

W celu wytracenia ulvandéw z roztworu wodnego stosowane sg rozpusz-
czalniki organiczne, najczesciej jest to etanol lub aceton [21, 25]. Jedno-
cze$nie czynnos¢ ta pozwala na oddzielenie ulvanow od niskoczasteczko-
wych zwigzkow rozpuszczalnych w etanolu, jak rowniez pozostatosci
pigmentow [21]. Ostatnim etapem jest suszenie wytraconych ulvanow.
Efektywng metoda wtym przypadku jest liofilizacja, atakze suszenie
w niskiej temperaturze lub w prézni [27]. Niska temperatura stosowana
w tych metodach zapewnia zachowanie stabilnosci ulvandéw, a co za tym
idzie — pozwala na utrzymanie cennych wtasciwosci tych substancji.

5. Metody analizy ulvanow

Analiza ulvanéw stanowi bardzo wazny aspekt w ich badaniach. Jako,
ze budowa tych zwigzkow nie zostata jeszcze dokladnie sprecyzowana ze
wzgledu na jej zmienno$¢ w zaleznosci od wielu czynnikow [15, 18, 19],
analiza ulvanow jest bardzo trudnym zagadnieniem i wymaga wiele pracy.
Jednak jest to niezbedny etap w toku procesu analitycznego pozyskiwania
ulvanéw z zielenic.

W analizie ulvanow wykorzystywane sg rozne techniki instrumentalne.
Jedng z najbardziej uzytecznych inajczesciej wykorzystywanych metod
jest technika NMR, czyli spektroskopia magnetycznego rezonansu jadro-
wego. W badaniach polisacharydow wykorzystywana jest zarowno analiza
'H NMR, jak i °C NMR. Metoda ta jest stosowana zaréwno do identy-
fikacji ulvanow, jak i do badania ich struktury poprzez okreslenie sposobu
rozmieszczenia atomoéw w czasteczce. Dlatego tez analiza NMR jest jedna
z najczesciej wymienianych metod w literaturze w zakresie badania
ulvanéw [11, 14, 15, 20, 23, 24].

Inng wazng technikg sluzaca do analizy ulvandéw jest spektroskopia
w podczerwieni FT-IR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy), ktora
pozwala na identyfikacj¢ grup funkcyjnych charakterystycznych dla tych
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substancji. Za pomoca FT-IR mozna okresli¢ obecno$¢ grup funkcyjnych
obecnych wulvanach, takich jak: grupa hydroksylowa, karboksylowa,
siarczanowa, ketonowa, czy tez mostek glikozydowy. Z uwagi na prostote
wykonania tej analizy, atakze latwos¢ interpretacji wynikow jest ona
bardzo czg¢sto stosowana w badaniach ulvanow [11, 20, 28].

Rowniez metody chromatograficzne sa szeroko wykorzystywane w przy-
padku analizy siarczanowych polisacharydow. Najwigksze zastosowanie
w przypadku ulvanéw znajduje chromatografia wykluczania molekularnego
[18, 25, 29], nazywana takze chromatografia zelowa, sitowa lub saczeniem
molekularnym. Konkretny przyktad stanowi wysokosprawna chromatografia
wykluczania molekularnego (ang. high pressure size exclusion chromato-
graphy HPSEC). Technika ta pozwala na okreslenie rozkladu masy czastecz-
kowej ulvanow, a dzieki uprzednio przeprowadzonej hydrolizie kwasowej — na
identyfikacje monosacharydéw budujacych ulvany, rowniez na podstawie ich
masy czasteczkowej. Rozdzielanie substancji w tym rodzaju chromatografii
zachodzi bowiem na skutek roznicy mas czasteczkowych badanych zwigzkow.
Takze inne metody chromatograficzne, jak np.: HPLC (wysokosprawna
chromatografia cieczowa) [30], GC (chromatografia gazowa) [14, 25], czy tez
potaczenie HPLC z chromatografig jonowymienng [31] znajdujg zastosowanie
w analizie ulvanow. Wymienione metodyanalityczne stuza do jakosciowego
i iloSciowego oznaczania cukrow obojetnych i kwasnych budujacych ulvany.

Istnieje jeszcze wiele technik analitycznych, ktore z powodzeniem mozna
stosowa¢ do badan ulvanoéw. Sposrod tych najezesciej uzywanych nalezy
wymieni¢ analizg elementarng [11, 20], analize termograwimetryczna (TGA)
[20], fluorescencje rentgenowska (XRF) [11], czy tez badania dichroizmu
kotowego (CD) [26].

6. Aktywnos¢ biologiczna ulvanow

Ulvany wykazuja szereg roznorodnych wlasciwosci jako substancje
biologicznie czynne, jednakze ich wlasciwos$ci na tle innych siarczanowych
polisacharydow izolowanych z glonéw sa stabo poznane. Dotychczas
przeprowadzone badania wskazuja na wiele unikalnych wlasciwosci
ulvanéw, a zatem na szerokie mozliwosci wykorzystania tych zwigzkow
wroznych gateziach przemystu. Ponizej opisane rodzaje aktywnosci
biologicznej ulvanow pokazujg jak bardzo ztozone i wielokierunkowe
dziatanie wykazujg te zwigzki. Warto wiec kontynuowa¢ badania nad
ulvanami jako substancjami bioaktywnymi, dzigki czemu mogg one zostac
w przysztosci wykorzystane w medycynie, farmacji, kosmetyce i branzy
Spozywczej.
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6.1. Aktywnos¢ antyoksydacyjna

Jedng z wilasciwosci, jaka wykazuja ulvany jest aktywno$¢ anty-
oksydacyjna, ktéra zostata potwierdzona wynikami wielu badan [32+38].
Oznacza to, ze ulvany sa zdolne do inaktywacji wolnych rodnikow, ktore
przyczyniaja si¢ do starzenia si¢ organizmu, a takze sa powodem wielu
chordb. Dziatanie przeciwutleniajace ulvanéw opiera si¢ na rdznych
mechanizmach. W badaniach in vitro wykazano zdolno$¢ ulvanéw do
inaktywacji rodnikéw nadtlenkowych i hydroksylowych, jak rowniez do
chelatowania metali ciezkich odpowiedzialnych za katalizowanie reakcji
rodnikowych [32, 35, 36, 38]. Nie jest do konca znana zaleznos¢ miedzy
budowa ulvanéw, aich aktywnoscig antyoksydacyjna. Niektore prace
dowodza, ze im wiecej grup siarczanowych zawierajg ulvany, tym silniej-
sze sa ich wlasciwosci przeciwutleniajace [37]. Natomiast w badaniach
prowadzonych przez Shao iin. wykazano zupelie odwrotng tendencje
— frakcje ulvanéw o mniejszej zawartosci grup siarczanowych wykazywaty
silniejszg aktywno$¢ antyoksydacyjna [36].

Mimo, iz mechanizm dzialania ulvanow jako antyoksydantow nie zostat
jeszcze jednoznacznie okreslony, niewatpliwy jest fakt, Ze zdolnos¢
ulvanéw do zmiatania wolnych rodnikow czyni je atrakcyjnym surowcem
bioaktywnym. Dziatanie antyoksydacyjne sprawia, ze ulvany mozna
wykorzysta¢ zarowno w przemysle kosmetycznym, spozywczym, jak
i farmaceutycznym. Dodane do kosmetykow ulvany chronityby przed
wolnymi rodnikami zaréwno skorg, jak isam kosmetyk. Ulvany moga
w przyszto$ci znalez¢ zastosowanie w preparatach typu anti-aging i chroni¢
skore przed starzeniem sig, jak rowniez w innych typach kosmetykow,aby
wykazywa¢ dziatanie ochronne i zapobiega¢ utlenianiu innych sktadnikow
masy kosmetycznej. W podobny sposéb ulvany mozna wykorzysta¢ jako
dodatek do produktow spozywczych isuplementéw diety. Stosowane
doustnie zapewniatyby dodatkowa porcje antyoksydantow w diecie, jedno-
cze$nie chronigc substancje spozywcze przed zepsuciem spowodowanym
dzialaniem wolnych rodnikow.

6.2. Aktywnos¢ przeciwnowotworowa

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa to inny przyklad wlasciwosci
biologicznej ulavnow, ktora byta szeroko badana w ciagu ostatnich kilku lat
[6, 39, 40]. Substancje aktywne przeciwnowotworowo moga dziatac
zasadzie réznych mechanizméw, np. wykazywac aktywnos$¢ antyoksyda-
cyjng (wolne rodniki niszczag DNA, biatka iinne struktury w organizmie
powodujac jego starzenie si¢, a wiec posrednio moga by¢ przyczyng chordb
nowotworowych), antyproliferacyjng (tj. zapobiegajaca namnazaniu si¢
komorek nowotworowych), jak rowniez apoptotyczna (niszczaca komorki
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nowotworowe). Ulvany dzialaja zaréwno jako antyoksydanty [32-38], jak
i substancje antyproliferacyjne oraz apoptotyczne [39]. Badania wykazaty
dzialanie antyproliferacyjne i cytotoksyczne ulvanéw wobec komorek raka
watroby (HepG2), raka okreznicy (HCT116) [39], a takze raka piersi [40].
W czasach, gdy rak stat si¢ jedna z najbardziej niebezpiecznych chordb
cywilizacyjnych stale poszukiwane sa nowe, skuteczne zrodia lekow
przeciwnowotworowych. Ulvany moga sta¢ si¢ alternatywa lub tez uzupet-
nieniem aktualnie stosowanych lekow w terapii raka. Na korzy$¢ ulvanow
jako potencjalnych substancji przeciwnowotworowych dodatkowo wptywa
ich naturalne pochodzenie.

6.3. Aktywnos¢ immunostymulujaca

Ulvany charakteryzuja si¢ takze wlasciwosciami immunostymulujgcymi
[41, 42], co oznacza, ze aktywuja one dziatanie uktadu odporno$ciowego.
Aktywno$¢ immunostymulujgca ulvanow opiera si¢ na ich oddzialywaniu
na makrofagi, czyli komoérki ukladu odporno$ciowego uczestniczace
w mechanizmach obronnych organizmu w przypadku infekcji drobno-
ustrojami. Wykazano, ze ulvany mogg stymulowa¢ wydzielanie prosta-
glandyny E2 (PGE2) makrofagow i wywota¢ wzrost ekspresji cyklooksy-
genazy-2 (COX-2) oraz syntazy-2 tlenku azotu (2-NOS) [42], co warunkuje
zdolnos¢ ulvanéw do regulacji aktywno$ci makrofagéw. Substancje te
moga znalez¢ zastosowanie w terapii chorob, w ktorych system immuno-
logiczny dziala nieprawidlowo 1ijest ostabiony, jak np. AIDS i choroby
nowotworowe.

6.4. Aktywnos¢ antykoagulacyjna

Dzialanie antykoagulacyjne (przeciwzakrzepowe) ulvanoéw jest
przyktadem innej waznej z punktu widzenia medycznego aktywnosci tych
zwigzkow [10, 40]. Aktywnos$¢ antykoagulacyjna polega na spowalnianiu,
utrudnianiu lub uniemozliwianiu krzepnigcia krwi. Ulvany dziatajg jako
substancje heparynopodobne poprzez hamowanie fazy przejscia protrombiny
w trombing, jak réwniez zapobieganie agregacji trombocytow oraz ich
adhezji do $cian naczyn krwiono$nych [6]. To wskazuje na mozliwos¢
zastosowania ulvanow jako lekow przeciwzakrzepowych w leczeniu
zakrzepic réznego pochodzenia, takich jak choroby sercowo-naczyniowe
1 mozgowo-naczyniowe.

6.5. Aktywnos¢ antyhiperlipidemiczna

Zdolnos¢ do obnizania poziomu cholesterolu we krwi, czyli aktywnos¢
antyhiperlipidemicznato kolejna cenna wtasciwos¢ ulvandéw. Stwierdzono,
ze te polisacharydy siarczanowesg zdolne do regulowania metabolizmu
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lipidow przez obnizanie zawarto$ci lipoprotein o matej gestosci (ang. low
density lipoprotein LDL) w osoczu [43, 44].Ulvany mozna poddawac
roznego typu modyfikacjom w celu polepszenia ich wtasciwosci. Qi i in.
dowiedli, ze acetylowane pochodne ulvanow posiadaja silniejsze zdolno$ci
w zakresie obnizania poziomu LDL, niz ich niemodyfikowane, naturalne
odpowiedniki [45].Ulvany moga by¢ zatem w przysztosci wykorzystane
w leczeniu hipercholesterolemii, ktéra z kolei stanowi jeden z podstawowych
czynnikow ryzyka wystapienia chorob uktadu sercowo-naczyniowego.

6.6. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna i przeciwwirusowa

Inng wlasciwoscia ulvanow jest aktywno$¢ przeciwbakteryjna
1 przeciwwirusowa. Dzialanie przeciwbakteryjne tych zwiazkow polega na ich
aktywnosci antyadhezyjnej, czyli zapobiegajacej przyleganiu bakterii do
komorek zakazonego organizmu. W badaniach wykazano dzialanie anty-
adhezyjne ulvanéw wobec szczepow bakterii Pseudomonas aeruginosa
i Staphylococcus  epidermidis [46]. Dziatanie przeciwbakteryjne ulvanow
wykazano takze w przypadku Staphylococcus aureus [47]. Natomiast
aktywnos$¢ przeciwwirusowa ulvanow obejmuje dzialanie wobec wirusa
opryszczki Herpes simplex typu 1 (HSV-1) [48], a takze paramyksowirusow
(Paramyxo viridae), takich jak: Human parainfluenza virus (HP1V) wirus
paragrypy, Mumps virus (MuV) wirus $winki 1 Measles virus (MEV) wirus
odry [49]. Jak wida¢ aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ulvanow stwarza
mozliwos¢ ich wykorzystania w leczeniu chorob spowodowanych zakazeniami
bakteryjnymi i wirusowymi, a takze jako dodatkow do kosmetykow, czy tez
produktow spozywczych o dziataniu konserwujacym.

6.7. Inne wlasciwosci i perspektywy zastosowan

Opisane powyzej przyklady pokazuja jak bardzo réznorodne wiasci-
wosci wykazujg ulvanyw zakresie aktywnosci biologicznej. Fakt ten wska-
zuje na szerokie perspektywy zastosowan ulvanéw w medycynie i innych
dziedzinach. Waznym aspektem jest stwierdzenie, ze ulvany sg zwigzkami
cytokompatybilnymi i nietoksycznymi [50], czyli s3 one bezpieczne dla
naszego zdrowia i moga by¢ w przysztosci z powodzeniem wykorzysty-
wane, np. jako dodatki do lekow.

Ulvany charakteryzuja si¢ jeszcze wieloma innymi unikalnymi
wlasciwosciami. Zdolno$¢ tych zwigzkow do tworzenia zelu oraz do
pochtaniania wody [8, 22, 23] czyni ulvany potencjalnym surowcem do
zastosowan biomedycznych, takich jak opatrunki isystemy kontrolowanego
uwalniania lekéw [51, 52]. Istnieje rowniez wiele obszaréw zastosowan
ulvanéw w kosmetyce. Ze wzgledu na zdolnos¢ tych substancji do regeneracji
tkanek skory [52] moga by¢ one wykorzystywane jako sktadniki aktywne
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kosmetykow typu anti-aging oraz preparatow regenerujacych skore, np. po
oparzeniach i peelingach chemicznych. Natomiast wiasciwosci higroskopijne
ulvanéw warunkujg ich dzialanie nawilzajace po aplikacji na skore [53].
Wysoka zawarto$¢ czasteczek ramnozy w ulvanach sprawia, ze zwiazki te
mogg indukowac synteze kolagenu wskorze [54]. Poniewaz ulvany sa
naturalnymi anionowymi polimerami cukrowymi maja one szanse¢ zosta¢
wykorzystane jako naturalne surfaktanty [55]. Oprocz dzialania leczniczego
ipielegnacyjnego na skore ulvany moga takze stabilizowa¢ sam produkt
kosmetyczny. Ich dziatanie jako stabilizatorow opiera si¢ na wiasciwosciach
antyoksydacyjnych [32+38], jak réwniez zelotworczych [8, 22, 23], dzigki
czemu ulvany dodane np. do kremu dzialaja jak zagestniki zapobiegajac
rozwarstwianiu si¢ emulsji kosmetycznych.

7. Podsumowanie

Poszukiwanie nowych substancji biologicznie czynnych, a takze ich
naturalnych zrodet stanowi obecnie jeden znajwazniejszych kierunkow
badan. Jednymi z takich zwigzkow sa ulvany, czyli siarczanowe polisacha-
rydy wystepujace w morskich zielenicach Ulva sp. Te nowe bioaktywne
surowce charakteryzuja si¢ zréznicowang budowa oraz wiasciwosciami.
Przede wszystkim jednak ulvany wykazuja réznorodng aktywnos¢ biolo-
giczng, ktora obejmuje m.in. dziatanie antyoksydacyjne, immunostymu-
lujace, przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe. To sprawia, ze ulvany
stanowia atrakcyjny naturalny surowiec o wielokierunkowym dziataniu
iszerokich perspektywach ich zastosowania w medycynie, farmacji,
kosmetyce i przemysle spozywczym. Poniewaz wilasciwosci ulvanow nie
zostaly jeszcze do konca poznane warto kontynuowac badania nad tymi
zwigzkami, aby w pelni moc korzystac z ich pozytywnych wlasnosci.

8. Podzi¢kowania

Projekt jest czeSciowo finansowany wramach grantu 2014/13/B
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Ulvany — biologicznie czynne siarczanowe polisacharydy izolowane
z zielenic

Streszczenie

Ulvany sg siarczanowymi polisacharydami zbudowanymi gtéwnie zkwasu glukuronowego,
kwasu iduronowego, ramnozy, glukozy iksylozy. Jak dotad zwiazki te zostaly odkryte
i wyizolowane zmorskich gatunkow zielenic Ulva, takich jak: U. lactuca, U. armoricana,
U. rigida, U. pertusa, U. clathrata, U. flexuosa, czy tez U. fasciata. Sktad jednostek cukrowych
w ulvanach moze si¢ rézni¢ w zaleznosci od gatunku zielenic i warunkow $rodowiskowych.
Izolacja ulvanéw polega na ekstrakcji goraca woda, roztworami alkalicznymi lub z dodatkiem
srodkéw chelatujacych. Sa to substancje higroskopijne, potkrystaliczne, posiadajace zdolnos¢ do
tworzenia trwatych Zeli o zwartej, sztywnej strukturze. Ulvany posiadaja wiele interesujacych
wihasciwosci w zakresie aktywnosci biologicznej, m.in.: antyoksydacyjne, antyproliferacyjne,
immunostymulujace, przeciwzakrzepowe, przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe To sprawia, ze
ulvany moga znalezé wiele zastosowan w medycynie iprzemysle farmaceutycznym jako
produkty lecznicze w terapii przeciwnowotworowej, leczeniu zakrzepicy, miazdzycy i innych
schorzen, atakze w przemysle kosmetycznym jako surowce nawilzajace, przeciwstarzeniowe,
regeneracyjne i stabilizatory emulsji.

Stowa kluczowe:ulvany, siarczanowe polisacharydy, zielenice, aktywno$¢ biologiczna

Ulvans — sulfated polysaccharides isolated from green algae

Abstract

Ulvans are sulfated polysaccharides mainly composed of glucuronic acid, iduronic acid,
rhamnose, glucose and xylose. So far, these compounds have been discovered and isolated from
marine green algae Ulva species, such as U. lactuca, U. armorica, U. rigida, U. pertusa,
U. clathrata, U. flexuosa andU. fasciata. Composition of the sugar units in ulvans may vary
depending on the species of green algae and environmental conditions. Isolation of ulvans based
on the extraction with hot water or alkaline solution with the addition of chelating agents. They
are hygroscopic materials, semi-crystalline, having the ability to create stable gels about compact,
rigid structure. Ulvans possess many interesting properties in terms of their biological activity,
e.g.: antioxidant, antiproliferative, immuno-stimulating, anticoagulant, antibacterial and antiviral
This makes ulvans may find many applications in medicine and in the pharmaceutical industry
as medicinal products for the treatment of cancer, thrombosis. atherosclerosis and other diseases,
as well as in cosmetic industry as moisturizing, anti-aging and regenerating agents, and emulsion
stabilizers.

Keywords: ulvans, sulfated polysaccharides, green algae, biological activity
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