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1. UvOD

1.1. Zelene makroalge roda Ulva
Zelene makroalge roda Ulva, poznate i kao morske salate, imaju globalnu rasprostrajnenost i

znacajna su komponenta mediolitoralnih i infralitoralnih stepenica. Predstavnici ovog roda
nalaze se u morskim, estuarijskim i slatkovodnim okruzenjima, od tropskih do polarnih
podrugja. Jedne su od najrasirenijih, najzastupljenijih i vrstama najraznolikijih rodova zelenih
makroalgi (Tran i sur., 2022). Pojavljuju se u dva morfoloska oblika za koje se prije mislilo da
su dva zasebna roda, odnosno Ulva i Enteromorpha. Sve do 2003. godine kada su Hayden i sur.
DNA sekvenciranjem potkrijepili njihovo spajanje u jedan rod. Prva morfoloSka forma je
klasi¢ni oblik lista sastavljen od 2 sloja stanica (slika 1.), a drugi, prije smatran zasebnim rodom
Enteromorpha, u obliku je cjevastih ili vlaknastih talusa (slika 2.). Ove zelene makroalge mogu
stvarati veliku biomasu zbog brzog rasta, velike produktivnosti i prilagodljivosti razli¢itim
uvjetima. U proslosti su se koristile kao izvor hrane, pripremale su se kao juhe i kao salate s
drugim algama. Neke vrste kao §to su Ulva lactuca i Ulva latissima mogu nastanjivati podrucja
zagadena ispustima industrijskih voda ili kanalizacije (Henriques i sur., 2019). Iako je utvrdeno
da ulva ne ugraduje toksi¢ne spojeve iz okoline u svoj kemijski sastav, moguca je adhezija na
sam talus alge (Villares i sur., 2001). Vrste poput Ulva australis i Ulva rigida, uz prethodno

navedene svojte mogu sluZiti kao bioindikatori onec¢isé¢enja voda.

Slika 1. (a) Talus alge Ulva lactuca, (b) mikroskopska slika popre¢nog presjeka talusa alge na

kojoj su uocljiva dva sloja stanica, preuzeto od Malavenda i sur., 2018.



Slika 2. Nitasti talus alge Ulva intestinalis (autor: W. Carter, 2019)

1.2. Taksonomija makroalgi roda Ulva
Kao i kod mnogih drugih skupina algi, taksonomija roda Ulva suocava se s poteskocama u

definiranju vrsta temeljenih na morfolosko-anatomskim kriterijima zbog ograni¢enih
dijagnostickih karakteristika u kombinaciji s morfoloskom varijabilnoscu i plasti¢noséu (Kiana
i sur., 2016). To¢na determinacija vrsti postignuta je s kombiniranjem morfoloske analize i
DNA sekvenciranjem. Trenutno na web stranicama Algalbase-a 101 vrsta roda Ulva je
taksonomski prihvacena, 189 vrsta smatra se sinonimima, a 112 vrsta ¢eka dodatnu

taksonomsku verifikaciju (Guiry M.D. i Guiry G.M., 2024).

Tablica 1. Klasifikacija zelenih makroalgi roda Ulva

Taksonomija zelenih

makroalgi roda Ulva
Domena: Eukarya
Carstvo: Plantae
Koljeno: Chlorophyta
Razred: Ulvophyceae
Red: Ulvales
Porodica: Ulvaceae
Rod: Ulva




1.3. Ulvan

Poznato je da su alge veliki prirodni resursi polisaharida, a naj¢esce su to sulfatirani polisaharidi
(Cunha, Grenha, 2016). Jedan od takvih je ulvan koji je glavni predmet istrazivanja ovog rada.
Nalazi se u stani¢noj stijenci alge gdje mu je primarna svrha grada i odrzavanje ¢vrstoce talusa
alge. Uz to, ulvan obavlja dodatne funkcije kao $to su osmotska regulacija, odnosno odrzavanje
ionske ravnoteze te sprjeCavanje isusivanja algi. Takoder osigurava algama zastitu od patogenih
mikroorganizama zahvaljujué¢i svojim antimikrobnih svojstvima (Yu-Qing i sur., 2016). Zbog
svojih osobina ulvan je privukao interes istrazivaca u poljima farmaceutike i biologije more.
Kako bi ga mogli primijeniti u svakodnevnici, potrebno ga je izolirati. Za ekstrakciju ulvana iz
makroalge 1 kasnije procis¢ivanje, razvijene su metode koje ¢e svojim postupcima i koriStenim
kemikalijama kona¢no odredivati njegov kemijski sastav. Na temelju njega, a ponajviSe zbog
sulfatnih skupina i polisaharida, ulvan posjeduje odredena bioaktivna svojstva (Kidgell i sur.,
2019). Ima sposobnost djelovati kao antioksidativno, antikancerogeno, antimikrobno,
antikoagulativo, imunolosko, protuupalno i antihiperilipidemicko sredstvo. Uz to, ulvan je
biorazgradiv i netoksic¢an predstavljaju¢i odrzivi i ekoloski prihvatljiv resurs (Wu i sur., 2018).
Ulvani se jos uvijek ne primjenjuju na ljude, no istraZivanja na zivotinjama, biljkama i na
ljudskim stanicama in vitro pokazuju kako djeluju uc¢inkovito. Zbog toga postoji rastuéi interes
za uvodenje ulvana u medicinu i industrije poput prehrambene, farmaceutske, poljoprivredne i
kozmeti¢ke. Kako bi ulvan potencijalno optimizirao kvalitetu ovih industrija potrebno je

provesti jos istrazivanja da bi se kona¢no odredio njegov utjecaj na ljude.



2. CILJ RADA
Cilj rada bio je kroz analizu dostupne literature detaljno istraziti:

1. Kemijski sastav i na¢in dobivanja ulvana iz algi roda Ulva
2. Biolosku aktivnost 1 svojstva ulvana

3. Moguce biomaterijale napravljene na bazi ulvana

4

Uporabu i potencijalnu uporabu ulvana u medicini s naglaskom na zacjeljivanje rana.



3. KEMIJSKA ANALIZA | PROCESI OBRADE ULVANA

3.1. Kemijska struktura ulvana
Ulvan je polisaharid koji gradi stani¢nu stijenku te pridonosi od 9 do 36% suhe biomase vrsta

zelenih algi iz roda Ulva (Kidgell i sur., 2019). U strukturi njihovih stani¢nih stijenki prisutna
su jo$ tri polisaharida (celuloza, ksiloglukan 1 glukoronan) s kojima ulvan ukupno ¢ini 45%
suhe biomase alge (Lahaye i sur., 1997). Sukladno tome, veéinu polisaharida u stani¢noj stijenki
predstavlja upravo ulvan. To je polianionski heteropolisaharid $to oznacava prisutnost
negativno nabijenih iona na molekulama i prisutnost razli¢itih Se¢era unutar lanca. Sulfatni
esteri najznacajnije su negativno nabijene funkcijske skupine koje se nalaze u polisaharidnom
lancu ulvana. On je u najvecoj mjeri izgraden od monosaharida koji sastavom znaju podosta
varirati, a najé¢e$¢i od njih su ramnoza (16,8%-45%), ksiloza (2,1%-12%), glukoza (0,5%-
6,4%), glukuronska kiselina (6,5-19,0%) i iduronska kiselina (1,1%-9,1%) (Cunha i Grenha,
2016). Takoder, moguce je pronaci i druge Seéere kao Sto su galaktoza, arabinoza i manoza.
Osim monosaharida nazo¢ni su i disaharidi u obliku aldobiuronske kiseline i aldobioze.
Determinacija slozenosti Secera u ulvanu kompliciran je postupak upravo zbog heterogenosti
polisaharidnog lanca. 1zmjena sezona i razlicite lokacije stanista algi utjeCu na varijacije u
sastavu Secera unutar ulvana sto takoder otezava njihovu determinaciju (Robic i sur., 2009a).
Naposljetku, nacin skladistenja i o¢uvanja ulvana kao i na¢in ekstrakcije kona¢no ¢e odredivati
vrste Secera unutar njega. lako ulvan ima negativan naboj, karakteriziran je hidrofobnim
osobinama te se u vodenom mediju skuplja u sferi¢ne agregate. Razlog tome je ¢esta prisutnost
metilnih skupina na ramnozi. Makromolekularna svojstva ulvana drastino su odredena
poretkom i sastavom Secera unutar lanca, njegovom razgranano$¢u, glikozidnim vezama,
molekularnom masom i pojavljivanjem funkcijskih skupina kao $to su sulfatne, metilne, amidi
i amini. Te strukturalne osobine sve se vise istrazuju zbog jednostavne manipulacije i pozitivnih

te korisnih karakteristika za koje su zasluzne (Kidgell i sur., 2019).

H,C X
HOOC._ O O\N
HO OH ~0,S0

OH

Slika 3. Kemijska struktura ulvana, preuzeto od Morelli i sur., 2013



3.2. Ekstrakcija

Kvantitativni prinos i kvaliteta ulvana mogu znac¢ajno varirati ovisno o koriStenim procesima
ekstrakcije i procis¢avanja, izvoru biomase (sakupljena u prirodi ili u uzgoju), lokaciji rasta,
skladiStenju sakupljene biomase i obradi prije ekstrakcije (Robic i sur. 2008). Izbor nacina
ekstrakcije temelji se na fizikalno-kemijskim svojstvima molekule ulvana i njegovim
specifi¢nim interakcijama s drugim komponentama stani¢ne stijenke (Robic i sur., 2009b).
Koriste se tri kriterija kako bi se odredili optimalni uvjeti za ekstrakciju ulvana: 1. visoki prinos;
2. visoka selektivnost; i 3. niska degradacija (Kidgell i sur., 2019). Prinos, odnosno dobivena
koli¢ina ulvana ekstrakcijom ovisi o njegovim fizikalnim, kemijskim i strukturalnim
karakteristikama. Jedna od njih je i slaba topljivost u vodi koja rezultira stabilizacijom ulvana
u stani¢noj stijenci. Intermolekulske interakcije i topljivost ulvana ovisne su o pH (Robic i sur.,
2009b). Otopine s pH ve¢om od pKa za uronske kiseline i sufatne estere ¢ine ulvane jace
nabijenima te povecavaju njihovu topljivost. U praksi ulvan u vodenom mediju stvara sferi¢ne
agregate Kkoji se potencijalno rasprsuju, odnosno postaju topljivi ukoliko je pH otopine manji
od pKa uronske kiseline. Glukoronan i ksiloglukan bolje su topljivi u otopinama s pH > 7.
Shodno tome prinos ¢e biti najveci i najselektivniji kada je pH otopine 4,5. Kako bi ekstrakcija
bila Sto efikasnija osmisljeni su prethodni tretmani biomase. Jedan od njih podrazumijeva
redukciju soli u biomasi sa ekstrakcijom tople vode, time se poboljSava ekstrakcija ulvana
(Glasson i sur., 2017). Iz istog razloga se biomasa moze susiti i usitniti. Topljivost ulvana u
vodenim se otopinama povecava ekstrakcijom pri visokim temperaturama (80-90 °C).
Medutim, ekstrakcija na visokim temperaturama se izbjegava jer moze smanjiti prinos te
potaknuti degradaciju i interakcije ulvana s drugim spojevima u stani¢noj stijenki (Robic i sur.,
2009b). Degradacija strukture ulvana ponekad je pozeljna, na primjer kada je cilj smanjiti
intenzitet djelovanja ulvanovih svojstva. Ipak, u vec¢ini slu¢ajeva uzorak s najmanjom moguc¢om
degradacijom je pozeljan zbog najvisSe mogucnosti njegove obrade i1 upotrebe. Postoje dvije
strukture koje degradacija najviSe pogada tijekom ekstrakcije ulvana, a to su stupanj
polimerizacije i stupanj sulfatacije. Prema podacima u literaturi ekstrakcija ulvana s najve¢im
prinosom, selektivno$éu i minimalnom degradacijom biti ¢e postignuta na sljede¢im uvjetima:
temperatura izmedu 80 °C i1 90 °C, pH od 2 do 4,5 i vrijeme trajanja 1-3 sata (Kidgell i sur.,
2019).

3.3. lzolacija i purifikacija
Nakon ekstrakcije nastupaju dva procesa, izolacija i purifikacija, kojima se procisc¢uje ekstrakt

ulvana od kontaminanata i neZeljenih tvari. Izolacija oznacava uklanjanje otapala i odvajanje



ekstrakta od preostale biomase. Purifikacija predstavlja separaciju ulvana od otopljenih tvari
kao $to su na primjer soli. Nacini izvedbe purifikacije i izolacije kona¢no odreduju sastav i
bioloske funkcije ulvana. Najces¢a metoda izolacije ulvana koristena u laboratorijima je
precipitacija ulvana iz koncentriranog ekstrakta pomoc¢u 70-96% etanola. Ova jednostavno
izvediva metoda ima nedostatke kao $to su slabo otapanje soli, promjene u osobinama ulvana i
poremecaji njegovih funkcija. Zato su postupci dijalize i ultrafiltracije superiorniji jer oni
omogucuju redukciju viska soli i molekula koje kontaminiraju ekstrakt ulvana. Proteini takoder
mogu zagaditi ekstrakt ulvana pa ih se uklanja enzimatskim i kemijskim tehnikama (Alves i
sur., 2013). Najucinkovitiji nain purifikacije su upravo kromatografske metode. Zbog
polianionskih karakteristika ulvana pogodno je Koristiti AEC (eng. anion exchange
chromatography) i SEC (eng. size-exclusion chromatography). AEC se koristi u uklanjanju
proteina i polisaharida. SEC se opéenito koristi u odredivanju molekulskih masa, no kod ulvana
se moze Kkoristiti da frakcionira oligosaharide ulvana za analizu njegove strukture. Odabir
metode odlucivati ¢e Cistocu ekstrakta ulvana, a time i njegova svojstva. Izolacija i purifikacija

nuzni su postupci ukoliko se Zeli dobiti specifican i Cisti ekstrakt.

3.4. Karakterizacija

Strukturalna karakterizacija ulvana klju¢na je u razumijevanju njegovih fizikalnih, kemijskih 1
bioaktivnih osobina. Zbog toga je bilo potrebno osmisliti postupke analiza kojima ¢e se utvrditi
njegova specificna kemijska struktura. Sastav 1 raspored Secera unutar ulvana znatno odreduju
neke od njegovih osobina. Prije odredivanja monosaharida potrebno je izvesti hidrolizu ulvana
radi njihove to¢ne kvantifikacije. Nakon hidrolize, za determinaciju i analizu monosaharida
koriste se kromatografske tehnike. Najvise u uporabi su GC (eng. Gas Chromatography
odnosno Plinska kromatografija), HPLC (eng. High Performance Liquid Chromatography
odnosno Visoko djelotvorna tekucinska kromatografija), i HPAEC (eng. High Performance
Anion-Exchange Chromatography odnosno Visoko djelotvorna kromatografija izmjene
aniona). Za analizu glikozidnih veza koje takoder odreduju svojstva ulvana, najéesce se koriste
metode plinske kromatografije i masene spektrometrije koje daju informaciju o pozicijama veza
i supstitucijskim uzorcima Secera (Kidgell i sur., 2019). Molekularna masa jo$ je jedan od
¢imbenika koji odreduju karakteristike ulvana. Kako bi ju se analiziralo koristi se SEC metoda
koja na temelju molekularne mase karakterizira polisaharide. Za brzu determinaciju ulvana
koristi se kolorimetrijski test (za Secere i proteine) i turbidimetrijski test (za sulfatne estere)
(Craigie i sur., 1984). Takve metode karakterizacije Cesto daju nedovoljno informacija o

kemijskom sastavu ulvana. Pouzdana brza metoda za determinaciju polisaharida je kemometrija



sa spektralnom analizom. Za tocnu karakterizaciju ulvana Cesto je potrebno uloziti podosta
truda, vremena i novca, no nuzna je kako bi se sa sigurno$c¢u shvatile veze izmedu strukture

ulvana i njegovih svojstva.

4. BIOLOSKA AKTIVNOST I SVOJSTVA ULVANA
Pocetkom 21. stolje¢a zainteresiranost za pozitivna svojstva ulvana drasti¢no raste. Pojavljuje
se u sve vise radova u kojima se otkrivaju njegove karakteristike i potencijalni benefiti koje
nosi. Njegovo KkoriStenje razvijeno je najvise unutar biomedicinske, farmaceutske i
prehrambene industrije (Cunha, Grenha, 2016). Bioloska aktivnost ulvana odredena je
njegovom kemijskom strukturom i sastavom, odnosno molekulskom masom, sastavom Secera,
vezama medu molekulama, stupnjem sulfatacije, prostornom razgranano$¢u i izomerima (Yu-
Qing i sur., 2016). On se razlikuje medu vrstama Ulva te svaka nosi sli¢ne, ali i svoje posebne
karakteristike. Razvoj biotehnoloskih procesuiranja ove makroalge mogao bi ju transformirati

iz nedovoljno iskoriStene i zagadujuce biomase u vrijedan izvor biomaterijala.

4.1. Nutritivna svojstva ulvana
Ulvan se moze Koristiti kao izvor hrane kod ljudi. Prehrana zelenim algama poznata je jos od

antickih vremena (Bocanegra i sur., 2009). Uobicajeno se jedu u Aziji, pogotovo Kini, no nisu
strane ni ostatku svijeta. Konzumacija zelenih algi iz roda Ulva ne predstavlja nikakvu opasnost
ljudskom zdravlju (Andrieux i sur., 1998). Zbog niskog udjela lipida i otpornosti polisaharida
na probavne enzime i fermentaciju, ulvan se smatra kao hrana s niskom energetskom
vrijednos¢u. S druge strane bogat je mineralima, vitaminima, i vlaknima $to ga Cini nutritivno
zanimljivim. Sve navedeno je razlog zaSto se vise koristi kao dodatak hrani, a ne kao cjelovito
jelo. Ulvan ima karakteristike topivih vlakana koja su otporna na hidrolizu probavnim
enzimima. Pokazuje nisku fermentablinost i crijevne bakterije ga slabo razgraduju. Biva
depolimeziran i fermentiran tek u debelom crijevu od strane bakterija. Ulvan ima pozitivan
utjecaj na metabolizam crijevne mikroflore. Regulira indukciju sekrecije crijevne sluzi i
aktivnost enzima B-glukuronidaze i f-glukozidaze (Cindana Mo’o i sur., 2020). VVlakna unutar
ulvana nose zanimljive karakteristike te ih se upotrebljava kao aditive u prehrani. Sluze kao
zgusnjivaci, stabilizatori, emulgatori ili kao sredstva za povecanje volumena ili geliranja
(Wood, 1974). Ulvan ima veliku sposobnost hidratacije te tako moze stvarati otopine razli¢ith
viskoznosti koje u reakciji s kolesterolom doprinose masi fecesu (Bocanegra i sur., 2009).

Takoder se moze koristiti u ovoj specificnoj prehrambenoj industriji zbog svojih



antioksidativnih svojstava, sprjeCavajuci kvarenje hrane (Wijesekara i sur., 2011). Ulvan se

moze koristiti kao simbiotiski jogurt ili kao prebiotik (Shalaby i Amin, 2019).

4.2. Antioksidativna svojstva ulvana
Oksidativni stres je poremecaj ravnoteze unutar organizma izmedu povecane koli¢ine molekula

koje proizvode oksidativni stres, najceS¢e su to reaktivne vrste kisika (ROS), i smanjene
aktivnosti mehanizma antioksidanasa (Sies i sur., 2017). Reaktivne vrste napadaju molekule
kao $to su lipidi, proteini, Seceri i DNA te su zasluzne za mnogo poremecaja, ukljucujuci upalne
bolesti, neurodegenerativne bolesti, rak, kardiovaskularne bolesti i procese starenja (Kidgell i
sur., 2019). Organizam je razvio nacine otklanjanja oksidativnog stresa pomocu raznih
antioksidansa. Postoje enzimski antioksidansi kao $to su superoksid dismutaza i katalaza te
neenzimatski antioksidansi poput glutationa i koenzima Q. Ulvan posjeduje antioksidativna
svojstva. Nacini na koji ih omoguéuje su hvatanje i uklanjanje radikala, inhibicija peroksidacije
lipida, te pojacavanje aktivnosti enzimatskih antioksidansa. Koli¢ina sulfata i molekularna
masa najvise utjeCu na antioksidativna svojstva sulfatiranih polisaharida makroalgi (Wijesekara
i sur., 2011). Pigmenti (klorofili i karotenoidi) i esencijalna ulja takoder su zasluzna za
antioksidativne karakteristike. Antioksidativni kapacitet ulvana temeljito je proucavan in vitro
testovima koristenjem 1,1-difenil-2-pikril hidrazin (DPPH) uklanjanje radikala, uklanjanje
superoksida, redukcija zeljeza, uklanjanje hidroksilnih radikala i inhibicija lipida peroksidom
(Kidgell i sur., 2019). Najbrza metoda za mjerenje antioksidativnog kapaciteta ulvana je DPPH
test, no optimalno je napraviti jo§ testova kao Sto su na primjer uklanjanje superoksida i
mjerenje redukcijske moci kako bi se dobili $to to¢niji rezultati. Ulvan smanjuje proizvodnju
ROS-ova uz pomo¢ 2,2-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorida i ublazuje peroksidaciju
lipida, to je odredeno pomocu tiobarbiturne Kiseline prema analizama temeljenih na eritrocitima
(Botta i sur., 2014). Ulvan pospjesuje aktivnost superoksid dismutaze, glutation peroksidaze,
katalaze, telomeraze i ostalih antioksidansa unutar organizma te smanjuje koli¢inu
malondialdehida (Li i sur., 2018). Ekstrahiran iz vrsti Ulva lactuca, Ulva prolifera, Ulva
armoricana, Ulva fasciata, Ulva petrusa, ulvan reducira proizvodnju oksidacijskih produkata.
Antioksidansi dobiveni iz hrane, poput ulvana, utjeCu na signalne puteve koji promoviraju

aktivnost enzima ukljucenih u antioksidativni obrambeni sustav (Kidgell i sur., 2019).

4.3. Antikancerogena svojstva ulvana

Razvoj raka je viSe stupanjski proces pokretan od endogenih i egzogenih ¢imbenika Sto Cesto
dovodi do oksidativnog napada na DNA te posljedi¢no mutacijama koje naruSavaju regulatorne

puteve izmedu proliferacije stanica, diferencijacije stanica i apoptoze (Valko i sur., 2004).



Sukladno tome, ulvan zbog svojih antioksidativnih svojstava ima preventivhu ulogu u
nastajanju raka. Takoder, ulvan sadrzi antikancerogena svojstva kao $to su poticanje apoptoze
i snizavanje proliferacije stanica raka. Istrazivanja koja su bila provedena sa algama Ulva
latcuca, Ulva petrusa i Ulva fasciata dokazuju antikancerogena svojstva njihovih ulvana. Ulva
lactuca pomaze u borbi protiv stanica hepatocelularnig karcinoma i protiv raka dojke (Thanh i
sur., 2016). Ulva petrusa ima antikancerogena svojstva na ljudske stanice karcinoma Zeluca (Li
i sur., 2018). Antikancerogeni utjecaj protiv raka debelog crijeva dokazan je kod vrste Ulva
fasciata (Shao i sur., 2013). Ova istrazivanja bila su provedena na ljudskim stanicama, no ne i
na ljudima. Sanse da pomaZe ljudima su velike no treba ih jo§ detaljno ispitati.
Antiproliferacijska svojstva ulvana iz Ulva Lactuca snizavaju proliferaciju jezgrinog antigena
u hepatocitima Stakora, $to ukazuje na reduciranje replikacije DNA (Hussein i sur., 2015).
Ulvan promovira ekspresiju proteinskog antigena p53 te reducira stravarnje anti-apoptotskog
proteina Bcl-2 te tako poti¢e apoptozu tumorskih stanica. Ulvan sadrzi antikancerogena
svojstva te ih provodi budenjem imunoloSkog sustava, zaustavljanjem proliferacije stanica i
poticanjem apoptoze. Za sada su tretmani ulvanom protiv karcinoma bili provodeni jedino na
zivotinjama 1 ljudskim stanicama te je dokazano da odredeni ulvani imaju pozitivan ucinak. S
druge strane, taj u¢inak ulvana puno je manji nego standardne metode borbe protiv raka kao Sto
je kemoterapija. Potrebno je dodatno prouditi antikancerogena svojstva ulvana te dokazati

koliko je uistinu od pomo¢i u lijeCenju protiv raka.

4.4. Imunoloska svojstva ulvana
Imunoloski sustav klju€an je u prezivljavanju 1 odrZzavanju homeostaze. Sluzi kao zastita od
egzogenih Stetnih agensa. UnoSenjem odredenih tvari u organizam imunoloski sustav se
modulira te se osnazuje. Jedna od takvih tvari s pozitivnim u¢inkom upravo su alge iz roda Ulva
koja pokazuje ucinkovitost kao imunomodulator, a aktivni sastojak je ulvan (Cindana Mo’o i
sur., 2020). Istrazivanja provedena na vrstama Ulva ohnoi i Ulva intestinalis dokazala su
njihova imunomodulacijska svojstva. Ulva ohnoi stimulira proizvodnju proupalnih citokina
medu kojima su dusikov oksid, tumorni faktor nekroze a i interleukin 1- B u stanicama
makrofaga (Sasikala, Geetha Ramani, 2017). Imunoloska svojstva ulvana iz alge Ulva ohnoi
bila su testirana na wvrsti ribe Solea senegalensis te je dokazano da ima pozitivna

imunomodulacijska svojstva (Ponce i sur., 2020).
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4.5. Antivirusna svojstva ulvana

Virusi su Cestice koje su sveprisutne u Zivim bi¢ima i okolisu. Potreban im je domacin kojeg ¢e
nastaniti kako bi umnozili pojedine dijelove. Sprje¢avanje ulaska virusa i njegovu replikaciju u
organizmu odraduju antivirusne tvari. Za ulvan je dokazano kako posjeduje antivirusna
svojstva. Ekstrahiran iz vrsti Ulva armornicana (Hardouin i sur., 2016) i Ulva compressa
(Lopes i sur., 2017) ulvan je antivirusno aktivan protiv virusa herples sipmlex (HSV). Protiv
zute groznice Koristi se ulvan iz alge Ulva lactuca (Chiu i sur., 2012). Ulvan iz alge Ulva
clatharta inhibira ulazak NDV (Newcastle disease virus) virusa u stanice kokosi, on je inace
smrtonosan za njih (Aguilar-Brisefio i sur., 2015). Daljnja istrazivanja otkrila su da sulfatirani
polisaharidi iz ulvana mogu blokirati apsorpciju virusa i stoga virus ne moze u¢i u stanicu
(Cindana Mo’o i sur., 2020). Iako antivirusna svojstva ulvana pokazuju obecavajuce rezultate
na zivotinjama, potrebno je jos istrazivanja u kojima ¢e se ona dokazati, objasniti na koji na¢in

djeluju te potencijalno primijeniti u ljudskoj medicini.

4.6. Antibakterijska svojstva ulvana

Zbog razvijanja sve veceg imuniteta bakterija na klasi¢ne antibiotike, potrebno je traZiti nove
strategije u borbi protiv bakterijskih oboljenja. Jedan od novijih antibakterijskih spojeva
potencijalno bi mogao biti ulvan. Provedene su studije u kojima je pra¢en antibakterijski ué¢inak
ulvana na razne vrste bakterija. Ulvan je pokazao umjeren postotak inhibicija protiv
Staphylococcus sp., Streptococcus sp. i Bordetella sp. i slab postotak inhibicije protiv Bacillus
subtilis, Proteus sp., Salmonella sp. i Bacillus cereus (Cindana Mo’o i sur., 2020).
Antibakterijska svojstva ulvana ovise o vrsti alge, periodu uzorkovanja, i postupku ekstrakcije,
izolacije i purifikacije. Istrazivanja antibakterijskih svojstva pokazala su varijabilne rezultate te

je upitno koliko jak utjecaj ulvan moze doprinijeti u borbi protiv bakterija.

4.7. Protuupalna svojstva ulvana
Upala je obrambeni odgovor na vanjske ili unutarnje Stetne podrazaje. Ponekad je Steta
prevelika da bi se organizam sam uspio oduprijeti upalnom procesu pa su mu potrebni
protuupalni lijekovi (ibuprofen, ketoprofen, naproksen) (Vonkeman i van de Laar, 2010).
Provodenjem testiranjima na Zzivotinjama, otkriveno je da i ulvan posjeduje protuupalne
karakteristike. Zbog svojeg kemijskog sastava u kojem su sulfatne skupine klju¢ne za
protuupalna svojstva dakako pomaZze jetri poticanjem apoptoze jetrenih granuloma.
Dodavanjem ulvana iz vrste Ulva lactuca aktivira se imunoloski sustav Stakora putem bijelih
krvnih stanica unutar slezene i makrofaga koji otpustanjem protuupalnih citokina mogu suzbiti

rast stanica raka (Hussein i sur., 2015). Ulvan ima sposobnost smanjiti kroni¢ne simptome upale
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(Zhu 1 sur., 2017). Ulvan sam po sebi, ali pogotovo u kombinaciji s nano ¢esticama nekih

elemenata kao $to je selenij pomaze u sprjecavanju razvoja upala.

4.8. Antikoagulacijska svojstva ulvana

Koagulacija krvi je proces u kojem njezinim zgruSavanjem nastaje krvni ugrusak, odnosno
tromb. Postaje sve opasnijim za organizam S$to veé¢im naraste zbog potencijalnog zacepljenja
krvnih zila. Postoje antikoagulansi kao $to je heparin koji je ucinkovit u suzbijanju tromba
(Gray i sur., 2008) Ulvan takoder posjeduje antikoagulacijska svojstva no ona su 2-40 puta
slabija nego heparin (Kidgell i sur., 2019). Istrazivanja su pokazala kako vrste Ulva nematoidea,
Ulva clatharta, Ulva prolifera i Ulva lactuca inhibiraju na¢ine stvaranja krvnog ugruska.
Nadalje, otkriveno je da je najzasluzniji za antikoagulacijska svojstva ponovo stupanj
sulfatacije. Osim toga bitna je i vrsta alge Ulve iz koje je dobiven ulvan te karakteristike okolisa

u kojem ona raste.

4.9. Antihiperlipidemi¢ka svojstva ulvana

Hiperlipidemija je bolest karakterizirana poviSenim koncentracijama lipida i lipoproteina u
krvi. Najc¢es¢i su glicerid i LDL-kolesterol (eng. Low density lipoprotein odnosno Lipoprotein
male gustoce) te se njihovim nakupljanjem u krvi povecava Sansa razvitka kardiovaskularnih
bolesti (Cindana Mo’o i sur., 2020).Vrste kao $to su Ulva petrusa, Ulva lactuca i Ulva fasciata,
sve posjeduju antihiperilipidemicka svojstva. Djeluju tako §to snizavaju i odrzavaju minimalnu
razinu glicerida i LDL-kolesterola te povecavaju koncentraciju HDL-kolesterola(eng. High
density lipoprotein odnosno Lipoprotein visoke gustoée) koji ima pozitivan ucinak.
Pretpostavlja se da su stupanj sulfatacije 1 molekulska masa zasluzni za antihiperlipidemicka
svojstva ulvana no vise radova pokazalo je kako varijacije u molekulskoj masi donose razli¢ite
rezultate u ucinkovitosti smanjivanja lipida u krvi. U svome istrazivanju, Qi 1 Sheng (Qi 1
Sheng, 2015) htjeli su dokazati utjecaj ulvana iz alge Ulva petrusa na razinu kolesterola u krvi.
Hranili su Wistar Stakore obrocima punim kolesterolom te su ih naknadno tretirali ulvanom.
Dokazali su kako ulvan pozitivno utjeCe, odnosno reducira ukupan LDL-kolesterol.
Antihiperilipidemicka svojstva ulvana vrlo je aktualna tema istrazivanja zbog jako u¢inkovitih
rezultata. Postoje in vivo studije koje kvalitetno opisuju antihiperlipidemicka svojstva ulvana
na Kunming miSevima (QI i sur., 2012.) i na Wistar $takorima (Pengzhan i sur., 2003, Sathivel
I sur., 2008). Potrebno je provesti detaljnija istrazivanja kako bi se tocno definirale kemijske

karakteristike ulvana zasluzne za njegova antihiperiliticka svojstva.
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5. BIOMATERIJALI ULVANA I NJIHOVE FORME
Kako bi pozitivna svojstva ulvana, prethodno navedena i objasnjena, bila Sto efikasnije
iskoristena potrebno je osmisliti posebne biomaterijale, odnosno forme putem kojih ¢e on biti
upotrebljavan. Forme koje su najvise istrazivane su ulvanovi hidrogelovi (slika 5.), a ostale
ukljucuju ulvanove membrane i filmove (slika 7.), ulvanova vlakna (slika 8.) i ulvanove skelete
(slika 9.).

ULVAN BIOMATERIJALI

svojstva:
antikancerogena Hidrogelovi
antioksidativna
antivirusna
i
protuupalna
antihiperilipidemiéka

Slika 4. Shema ulvana i njegovih svojstva te biomaterijali proizvedeni bazi ulvana (autor: Jakov

Jurman)

5.1. Ulvanovi hidrogelovi
Ulvanovi hidrogelovi koriste se u izgradnji tkiva i stanica te kao medij pomocu kojeg se

isporucuju lijekovi. Preferiran nacin primjene lijekova je uz pomo¢ hidrogelova, pogotovo u
obliku nanogela zbog kontrolirane dostave do ciljanog sustava (Oh i sur., 2008). Istrazivanja
na hidrogelovima pokazala su da funkcioniraju tako Sto stvaraju fizicku potporu na koju se
stanice prianjaju Sto pomaze u obnovi tkiva i organa (Hunt i sur., 2014). Takoder imaju
sposobnost enkapsulacije stanica zahvaljuju¢i svojim adhezivnim i hidrofilnim svojstvima.
Hidrogelovi smanjuju iritaciju tkiva zbog svoje mekane teksture (Bae i sur., 2013). Nadalje,
imaju sposobnost smanjiti hidroksilne radikale i inhibirati Gram-pozitivne i Gram-negativne
bakterije (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli i Streptococcus
epidermidis) (Negreanu-Pirjol i sur., 2022).
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Slika 5. Ulvanovi hidrogelovi, a- ulvan metakrilat, b- ulvan akrilat, preuzeto od Morelli,
Chiellini 2010

5.1.1. Metode pripreme ulvanovih hidrogelova
Postoji viSe nacina kako se proizvodi ulvanov hidrogel. Jedna od metoda pripreme hidrogelova

na bazi ulvana odvija se pomocu fotopolimerizacije UV svjetlom. Ova metoda opisana je kao
brza, jednostavna i sigurna jer ne zahtijeva toksi¢ne katalizatore koji se koriste u tradicionalnim
metodama (Morelli, Chiellini 2010). Jos$ jedna od jednostavnih metoda dobivanja hidrogelova
zapocinje otapljanjem ulvana u deioniziranoj vodi (slika 6.) Zatim se dodaju borna kiselina kao
umrezivac (0,1%) i glicerol (2%) kao plastifikator. Smjesa se homogenizira pomoc¢u magnetske
mijesalice na 50°C tijekom 15 minuta. Ostaje na sobnoj temperaturi 45 minuta kako bi se
formirao homogeni hidrogel. Nakon zavrSene homogenizacije, 10ml smjese izlijeva se u
Petrijeve zdjelice i susi na 45°C tijekom 48 sati kako bi se formirao ulvanov hidrogel (Sulastri
i sur., 2021). Razli¢ite koncentracije ulvana u formulaciji utjeu na karakteristike hidrogelnog

filma. U pravilu, veca koncentracija ulvana davati ¢e izraZenija svojstva hidrogelu.

Ulvan Boma kiselina

N

Ulvanova
otopina

Mjesaé 500rpm
Glicerol+deionizirana voda —_— p
1h Peénica

45°C, 48h
Ulvanov hidrogel

P 3

Slika 6. Metoda preparacije ulvanovog hidrogela, preuzeto od Sulastri i sur., 2021

14



5.2. Ulvanove membrane i filmovi
Biorazgradive membrane i filmovi kao omoti za pakiranje sve su vise u upotrebi zbog svojih

svojstava koja ne Stete okolisu. Filmovi napravljeni od polimera kao $to je ulvan iz prirodnih
obnovljivih izvora su netoksi¢ni i ekoloski prihvatljivi. Klju¢ni faktor koji bi mogao dovesti
ovaj biomaterjal na trziste je njegovo antioksidativno svojstvo koje ¢e smanjenjem oksidacije
namirnica produziti njihovo trajanje. Ulvanovi filmovi se naj¢eS¢e kombiniraju s glicerolom
kako bi materijal postao otporniji i izdrzljiviji (Sulastri i sur., 2021). Jo$ jedna od prednosti
ulvanovih filmova je njihova prozirnost §to prezentaciju proizvoda €ini boljom. Oni takoder
smanjuju propusnost pa tako vodena para ne moze probiti u pakiranje ¢ime se hrana dodatno
konzervira. Ulvan ekstrahiran iz vrste Ulva lactuca se koristi u formi jestivih filmova kao
dodatak hrani u prehrambenoj industriji (Ganesan i sur., 2018). Filmovi se mogu primijeniti
kao materijali za obloge rana, s obzirom na karakteristike biomaterijala s antioksidativnim i

antimikrobnim djelovanjem.

> |

Slika 7. Film na bazi ulvana, preuzeto od Guidara i sur., 2020

5.3. Ulvanova vlakna

Izrada vlakana koriStenjem biopolimera kao $to je ulvan privlaci sve ve¢u paznju u biomedicini
zbog njihove visoke poroznosti, visokog omjera povrsSine 1 volumena te Sli¢nosti s prirodnim
izvanstani¢nim matriksom (Lin i sur., 2022). Zbog limitirane topivosti i slabih reoloskih
svojstva ulvana izrada vlakana je ograni¢ena (Lakshmi i sur., 2020). Cesto se kombinira s
polivinil alkoholom (PVA) kako bi se olaksala proizvodnja vlakana te poboljsala njihova
svojstva (Lin i sur., 2022). Ulvanova vlakna nalaze nove primjene u biomedicini kao $to su
sustavi za dovodenje lijekova na odredeno mjesto u organizmu. Nanovlakna ulvana imaju
antikoagulacijska svojstva te se koriste kao sredstvo za upotrebu lijekova i zacjeljivanje rana
(Lakshmi i sur., 2020). Ulvanova nanovlakna u kombinaciji s polikaprolaktonom (PCL) koriste
se kao materijali za izradu skeleta u inzenjeringu tkiva zbog dugog razdoblja biorazgradnje
PCL-a (Kikionis i sur., 2015).
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Slika 8. Ulvanova nanovlakna, preuzeto od Kikionis i sur., 2022

5.4. Ulvanovi skeleti
Ulvanovi skeleti karakterizirani su dobrom poroznosc¢u, ¢vrstim mehani¢kim svojstvima i
odlicnom biokompatibilnoS¢u te su uz to i1 biorazgradivi Sto ih ¢ini potencijalno dobrim
sredstvom za izgradnju tkiva (Alves i sur., 2012a). Kombiniranje prirodnih i sintetickih
materijala poboljsava karakteristike materijala te prosiruje njihovu primjenjivost. Ekstrahirani
ulvan iz vrste Ulva lactuca bio je spajan s poli-D,L-lakti¢nom kiselinom (PDLLA) te je dobiven
skelet primijenjen u inzenjeringu kostiju (Alves i sur., 2012a). Utvrdeno je da skelet kombiniran
s PDLLA posjeduje prikladne morfoloske karakteristike i adekvatna mehanicka svojstva te ne
Steti stanicama. Takav skelet moze se Koristiti i u primjeni lijekova. Ulvanov skelet napravljen
od 40% hitozana i 60 % ulvana pomaze u proliferaciji i nakupljanju osteoblasta, odnosno u
izgradnji kostiju organizma (Dash i sur., 2018). Za ulvanove skelete takoder je dokazana
netoksi¢nost (Alves i sur., 2012a). Sukladno tome, ulvanovi skeleti predstavljaju potencijalno

novi nacin izgradnje tkiva.

Slika 9. Ulvanov skelet, preuzeto od Morelli, Chiellini 2010
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6. UPORABA ULVANA
Kao §to je ve¢ navedeno ulvan se kroz razne forme koristi u mnogo industrija. Razlog tome su
upravo njegova pozitivha svojstva koja pospjeSuju performanse proizvoda s kojima se
kombinira. Nadalje, svijet je sve zagadeniji, prekomjerna uporaba plastike, neobnovljivih
izvora energije 1 povecavanje industrija samo su neki od velikih problema koji ga uniStavaju.
Sukladno tome, potrebno je potraziti alternativna rjeSenja koja su prirodna, odnosno ekoloski
prihvatljiva. Jedno od takvih rjeSenja je upravo polimer ulvan koji potencijalno moze
revolucionirati odredene industrije. U daljnjem tekstu biti ¢e reCeno gdje se ulvan koristi i gdje

se potencijalno moze koristiti s posebnim naglaskom na svojstvima ulvana za zacjeljivanje rana.

Podrucja uporabe

( Zac jeljivanje rana, isporuka lijekova,
ulvana

| inZenjering tkiva

Dodaci lijekovima, isporuka lijekova
| protuupalni lijekovi

[ Medicina ]’

[ Farmaceutska industrija ]"

g . . . . -
Dodaci hrani za podizanje nutritivne
| vrijednosti, konzervans, omoti za pakiranje |

[ Prehrambena industrija |

[ Kozmetika ]'-

Q Agrikultura j

(Dodaci kozmetickim proizvodima kao
| stabilizatori emulzija i za njegu koze

/] 1\

Prirodni pesticid, poticanje biljaka na unos
| hutrijenata, smanjivanje erozije tla

Slika 10. Shema s podrué¢jima u kojima se ulvan upotrebljava ili testira za uporabu te benefiti

koje nosi za odredeni sektor (autor: Jakov Jurman)

6.1. Kozmetika
Uporaba prirodnih alternativa 1 dodataka sve je poZeljnija u kozmetickoj industriji. Proizvodi
koji sadrze prirodne spojeve i ekoloski su prihvatljivi plasiraju se na bolje trziste (Morelli i sur.,
2019). Razlog tome je veca potraznja prirodnih proizvoda, odnosno zelja kupaca za $to
zdravijim zivotom. Jedan od prirodnih spojeva koji se koriste u kozmetickoj industriji je upravo
ulvan. Ulvan posjeduje svojstva koja ga ¢ine Siroko primjenjiva u kozmetickoj industriji. Kao

prvo, ulvan je biokompatibilan s ljudskim stanicama te ne uzrokuje nikakav Stetan ucinak,
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StoviSe on reducira rizik iritacije koze (Lakshmi i sur., 2020). Drugo, ulvan sadrzi amfifilicna
svojstva Sto znaci da ovisno o spojevima s kojima se spaja ¢e imati polarne ili nepolarne,
odnosno hidrofilne ili hidrofobne karakteristike (Lin i sur., 2022). Njegova amfifilicna svojstva
primjenjiva su u stabilizaciji emulzija na bazi vode i ulja §to poboljsava stabilnost i performans
smjesa. Ulvan takoder hidratizira i godi kozi. Ulvan dobiven iz vrste Ulva lactuca ima
sposobnost stabilizacije emulzija (Morelli i sur., 2019). Prirodno podrijetlo ulvana je u skladu

s rastu¢om potraznjom potrosaca za obnovljivim i okoli$no ne Stetnim proizvodima.

6.2. Poljoprivreda
KoriStenje Stetnih kemijskih spojeva u poljoprivredi svakodnevni je problem iako se promovira

njihovo reduciranje. Postoje alternativna rjeSenja na bazi prirodnih spojeva koja ne Stete
okolisu. To su najces¢e polimeri, ukljucujuéi i ulvan (Lin i sur., 2022). Njegova uporaba
prosirena je na poljoprivredu zbog ekoloski prihvatljivih svojstva, isplativosti, biorazgradivosti
te platformi za prijenos i primjenu agrokemikalija za kontrolirano otpustanje (Bortolin i sur.,
2012). Ulvan takoder moze djelovati kao probiotik, poti¢uci rast korisnih mikroorganizama u
tlu (Amin, 2020). Rast biljaka moze biti pobolj$an apliciranjem ulvanovog hidrogela koji potice
biljke na unos nutrijenata (Lin i sur., 2022). Antivirusna i antibakterijska svojstva ulvana
pomazu biljkama u borbi protiv patogenih mikroorganizama, smanjuju¢i potrebu za
koristenjem kemijskih pesticida (Amin, 2020). Koristenje ulvanovog hidrogela moze smanjiti
eroziju tla te zadrzati vodu u njemu. To predstavlja odli¢no rjeSenje u danasnjem svijetu gdje

je sve manje vode koja je sigurna za uporabu (Lin i sur., 2022).

6.3. Isporuka lijekova
Za veliki broj aktivnih farmaceutskih spojeva otkriveno je da imaju terapijski u¢inak, no zbog

niske bioraspolozivosti, ¢esto pokazuju slab ucinak in vivo $to zahtijeva Cesto davanje lijeka
(Bhattarai i sur., 2010). Rjesenje problema je u kontroliranoj isporuci lijeka do dijela organizma
gdje ¢e imati najveci ucinak. Sposobnost kontrolirane isporuke pokazali su sustavi na bazi
polimernih hidrogelova (Cunha i Grenha, 2016). Oni takoder reguliraju dozu lijeka u ljudskom
tijelu, smanjuju troskove, ucestalost doziranja i toksi¢nost lijeka, te tako povecavaju
ucinkovitost isporuke lijeka (Oh i sur., 2008). Sve viSe paznje dobivaju ulvanovi hidrogelovi
koji se isto tako mogu koristiti kao sustavi za isporuku lijekova. Oni mogu zadrzati lijek te ga
kontinuirano ispustati unutar tijela sto ih ¢ini pogodnim za odrzavanje optimalne kolicine lijeka
u tijelu. Isto tako, ne predstavljaju nikakvu opasnost za organizam zbog biokompatibilnosti s
ljudskim tijelom. Sposobnost modifikacije ulvana i preparacija razli¢itih hidrogelova mogu

olaksati razvoj sustava za isporuku lijekova, poboljsavajuci u¢inkovitost tretmana za odredene
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dijelove tijela (Lin i sur., 2022). Ulvanove membrane takoder mogu povecati u¢inkovitost
lijeka. Njihovim kemijskim modifikacijama moze se to¢no odrediti gdje ¢e se lijek osloboditi
unutar organizma (Alves i sur., 2012b). Ove prednosti membrana i hidrogelova koje se baziraju
na ulvanu imaju obecavajuce izglede u pristupu s modernijim i naprednijim terapijskim

tehnikama.

6.4. Prehrambena industrija

U posljednjim godinama kvaliteta hrane u razvijenim drzavama opada. Umjetni spojevi i aditivi
koji ¢ine namirnice dugovjecnijim, ve¢im, i ljep§im samo Su pocetak problema u modernoj
prehrambenoj industriji koji mogu Stetiti zdravlju okoliSa i ljudima. No, ljudi postaju sve
svjesniji onoga §to jedu te krecu teziti zdravoj prehrani. Traze prirodne alternative koje ne
umanjuju kvalitetu namirnica te nisu opasne za njih. Jedna od takvih alternativa je upravo ulvan
I njegovi biomaterijali koji su nasli $iroku uporabu u prehrambenoj industriji. Ulvan posjeduje
antimikrobna svojstva koja mogu pomo¢i u inhibiciji rasta patogenih mikroorganizama na
namirnici (Cindana Mo’o i sur., 2020). Tako joj produljuju rok te ju ¢ine sigurnom za
konzumaciju. Zbog svojih antioksidativnih svojstva, ulvan isto moze djelovati kao prirodni
konzervans (Lin i sur., 2022). Smanjivanjem oksidacije hrane produljuje joj se vijek, odnosno
umanjuje se kvarenje. Moze sluziti kao i probiotik, povecavaju¢i rast korisnih crijevnih
bakterija ¢ime se poboljsava probavno zdravlje (Amin, 2020). Hidrogelovi ulvana zbog svoje
viskoznosti mogu biti upotrebljavani kao sredstvo za zguSnjavanje i Zeliranje odredenih
namirnica (Lin i sur., 2022). Polisaharid ulvan nosi nisku energetsku vrijednost, no zbog svojih
bioaktivnih spojeva kao Sto su sulfatne skupine, vitamini, minerali, i vlakana nutritivno
doprinosi i jaca zdravlje organizma. Filmovi na bazi ulvana potencijalno bi se mogli primijeniti
kao zamjena za plastiku kod pakiranja hrane (Wu i sur., 2018). Mehanicka svojstva ulvanovih
filmova vrlo su sli¢na plasti¢cnim omotima, pokazuju gotovo jednaku rastezljivost i kompletnu
prozirnost (Wu i sur., 2018). Suprotno tome, od plastike se razlikuju po vecéoj biorazgradivosti
Sto ih to €ini jo§ poZeljnijim za uporabu. Takoder nose ve¢ prije spomenuta antioksidativna i
antimikrobna svojstva kojima sprjecavaju kvarenje hrane. Kao prirodni odrzivi izvor koji je
biorazgradiv, pakiranja na bazi ulvana potencijalno predstavljaju nove solucije koje ne Stete
okoliSu te optimiziraju stanje namirnica.
6.5. Izgradnja tkiva

Izgradnja tkiva ili drugim rije¢ima inZenjering tkiva je tehnika u kojoj se pomocu umjetnih
skeleta pokuSava rekonstruirati tkivo organizma (Lin 1 sur., 2022). Ti umjetni skeleti moraju

imati karakteristike kao §to su biokompatibilnost, netoksi¢nost, odredena ¢vrstoca, elasti¢nost
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i izdrZljivost kako bi mogli izgraditi tkivo (Hunt i sur., 2014). Hidrogelovi, vlakna, membrane
i skeleti na bazi ulvana sadrze te karakteristike pa se potencijalno mogu primijeniti kao umjetni
skeleti za izgradnju tkiva. Ulvanovi skeleti promoviraju rast i diferencijaciju osteoblasta te tako
pridonose u izgradnji kostanog tkiva (Alves i sur., 2012a). Uz to, imaju sposobnost stvaranja
minerala kao $to je apatit koji pomaze u regeneraciji kostiju (Dash i sur., 2018). Hidrogelovi
mogu stvarati vlazni i biokompatibilni medij koji ¢e osigurati rast stanica. Takoder pomocu
vremenski kontroliranog otpustanja aktivnih spojeva unutar organizma moze omoguciti
dugotrajno prezivljavanje i aktivaciju stanica. Biomaterijali na bazi ulvana imaju porozna
svojstva koja osiguravaju jednostavnu difuziju kisika i prolaz hranjivih tvari za opskrbu
odredenog djela organizma. Imunogenost ulvana poprili¢no je slaba te organizam nema potrebu
za imunoloskom reakcijom (Alves i sur., 2012a). Umjetni skeleti mogu se uzgajati in vitro te
zatim prenijeti pacijentima, ili in vivo gdje se konstrukcije injektiraju u organizam te
infiltracijom medu stanicama grade skelete. Ulvanovi biomaterijali nose sa sobom mnogo
pozitivnih karakteristika te tako nude potencijalno i alternativno rjeSenje u izgradnji tkiva

prirodnim, netoksi¢nim i biokompatibilnim skeletima.

6.6. Zacjeljivanje rana
Koza je jedan od najvaznijih organa u ljudskom tijelu. Odgovorna je za disanje, termoregulaciju

i komunikaciju s okolinom. Poprili¢no je osjetljiva na ozljede koje zahtijevaju brzo i ué¢inkovito
lije¢enje (Andryukov i sur., 2020). Najucinkovitiji tretmani su viSenamjenski zavoji koji sadrze
umjetne ili prirodne bioloski aktivne tvari s protuupalnim, antimikrobnim, analgetskim, i
antioksidativnim svojstvima. Umjetni materijali mogu izazvati mnogo nuspojava kao $to su
alergijske reakcije 1 toksican ucinak. S druge strane, prirodni polimeri ne predstavljaju toksicni
1 kancerogeni rizik te su biokompatibilni s ljudskim stanicama Sto ith ¢ini pozeljnijim
materijalima od umjetnih. Tijekom posljednjih desetlje¢a provedeno je mnogo istrazivanja kako
bi se ispitala sposobnost zacjeljivanja rana morskih polimera, uklju¢uju¢i ulvan. Unato¢
potencijalu ulvana kao materijala za zavoje za rane jo§ uvijek nije u primjeni zbog manjka
istrazivanja.
6.6.1. Klasicni oblozi za ranu

Oblog za ranu je materijal koji se nanosi izravno na ranu s ciljem poticanja zacjeljivanja i
sprjeCavanja daljnjeg oStecenja tkiva (Obagi i sur., 2019). Tradicionalno se Koristio sterilni
pamucni zavoj, no on brzo isusuje ranu, dopusta prodiranje bakterija i moze uzrokovati traumu
prilikom uklanjanja, te zahtijeva ¢esto mijenjanje (Zahedi i sur., 2010). U novije vrijeme

dokazano je kako ranama vise godi vlazni okoli§ jer ubrzava zacjeljivanje. Stoga su moderni
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oblozi za rane sposobni odrzavati vlagu na odredenoj razini. Takoder ih se mozZe kombinirati s
antimikrobnim sredstvima i spojevima za poticanje rasta kako bi bili jo§ ucinkovitiji u
zacjeljivanju rana. Interaktivni zavoji za rane, klasificirani kao gelovi, pjene, filmovi, sprejevi,
membrane, nanovlakna i spuzve mogu biti izradeni od biopolimera ili sinteti¢kih polimera.
Moderni zavoji za rane na bazi morskih polisaharida nude visoku biokompatibilnost,
mehani¢ku ¢vrstocu, fleksibilnost, poroznost i biorazgradivost. Pri procjeni obloga za ranu jos
Su vazni parametri poput debljine, elasti¢nosti, ¢vrstoce vlakana i sposobnosti bubrenja kako bi
se osigurala njihova ucinkovitost kao sustava za dostavu lijekova 1 promotora zacjeljivanja.
Idealni oblog bi trebao biti fleksibilan, otporan na kidanje, zadrzavati vlagu i omogucavati

prijenos vodene pare na nacin koji sprjecava prekomjernu dehidraciju i nakupljanje eksudata.

6.6.2. Uporaba ulvana kao obloga za zacjeljivanje rana

Kao §to je ve¢ prije navedeno, biomaterijali na bazi ulvana koji se korisite i koji bi se
potencijalno mogli koristiti za zacjeljivanje rana su hidrogelovi, vlakna i membrane. Najcesce
su to hidrogelovi zbog svojih superiornih karakteristika. Pruzanjem uvjeta kao §to su vlaznost
podrucja, netoksi¢nost, biokompatibilnost i ve¢ prijasnje navedenih karakteristika, svaki od
ovih materijala stvara idealno okruZenje za odvijanje procesa zacjeljivanja bez komplikacija.
Kako bi im se poboljsala mehanicka svojstva, a posebno ¢vrstoca i izdrzljivost potrebno ih je

kombinirati s drugim polimerima.

U svome istrazivanju, Alves i sur.(2012b) razvili su membrane na bazi ulvana kako bi stvorili
ljekovite obloge s potencijalom za isporuku lijekova. Spojili su ulvan s 1,4 butandiol diglicidil
eterom (BDDE). Tako se ¢vrstoca vlakana povecala za deset puta, a duktilnost se smanjila ¢cime
se zaustavila njihova deformacija. Membrane su dobivene izlijevanjem u Petrijeve zdjelice te
su dodatno impregnirane deksametazonom. Fotografija dobivena SEM-om (eng. Scanning
electronic microscope odnosno Pretrazni elektronski mikroskop) pokazala je hrapavost i
nepropusnost membrana. Buduc¢i da su membrane ulvana namijenjene za upotrebu kao obloge,
moraju biti otporne i sposobne izdrzati stres i mehani¢ke napore. Otkrili su da su membrane
sposobne upijati vodu, dostizu¢i vrhunac nakon 14 dana (1800%). Ovaj je parametar kljucan
jer uc¢inkovito regulira vlaznost koja je bitna za zacjeljivanje rane. Otpustanje deksametazona
praceno je tijekom 8 sati, s 49% lijeka oslobodenog iz membrane. Naknadno je otkriveno
sporije otpusStanje lijeka, kroz 14 dana bilo je otpuSteno 72% lijeka iz membrana. Kao §to su
autori naveli, razvoj primjene polisaharida ulvan jo$ je u ranoj fazi, Sto predstavlja pokusaj

dodavanja vrijednosti u ovom relativno neistrazenom podrucju. Autori su naveli kako ulvanove
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membrane sadrze mnogo pozitivnih svojstva te da je potrebno provesti jo§ istrazivanja prije

konkretne uporabe.

Faroughi i sur. (2024) u svome su istrazivanju primijenili ulvanov hidrogel kako bi izradili
vlakna koja se apliciraju kao oblozi na rane. Dobivena vlakna pokazala su izvanredna
mehanicka svojstva, sposobna se rastezati do 60% svoje duzine prije pucanja. SEM fotografije
otkrile su ujednacenu i homogenu strukturu s raspodjelom veli¢ine pora koja se postupno
povecava prema srediStu vlakana. Karakteristike ulvanovih vlakana usporedivali su s
alginatnim 1 hitinskim vlaknima te su dokazali imaju vecu sposobnost odrzavanja stanica
zdravima. To upucuje na ulvanovu visoku biokompatibilnost. Autori su istaknuli da ovi rezultati

naglaSavaju potencijal ulvanovih vlakana kao obecavajuce rjeSenje za obloge za rane.

Mariia i sur. (2021) razvili su novi hidrogel na bazi hitozana i ulvana koji sadrzi nanokristale
celuloze (CNC) pune lijekova s epidermalnim faktorom rasta (EGF). Pripremljena je otopina
ulvana u demineraliziranoj vodi, a zatim je dodana otopina hitozana u octenoj kiselini kako bi
se stvorio hitozan-ulvan polielektrolitni kompleks (PEC). Ova otopina hitozan-ulvana (CS-U)
zapomjesana je s razli¢itim koncentracijama CNC-a (1%, 5%, 10% i 20% u odnosu na CS-U
otopinu). Smjesa je promijesana i osuSena smrzavanjem kako bi se dobili osuseni hidrogelovi.
Uzoreci koji sadrze 0%, 1%, 5%, 10% i 20% CNC-a nazvani su CS-UWCNC, CS-UCNC1%,
CS-UCNC5%, CS-UCNC10% i CS-UCNC20%. Kako se sadrzaj CNC-a povecavao, dolazilo
je do smanjenja veli¢ine pora i poroznosti te povecanja tlaéne ¢vrstoce hidrogelova. Otpustanje
EGF-a iz CS-UCNC hidrogelova prvog je dana doseglo je 23,6% te se nastavilo tijekom
vremena. Nakon 7 dana povecalo se na 55,6%, a nakon 14 dana doseglo je 77,7%. Na
odrZavanje 1 proliferaciju stanica najbolje su utjecali hidrogelovi s ve¢im postotkom CNC-a,
odnosno EGF-a. Proveli su in vivo eksperiment na misevima gdje im se pratilo zacjeljivanje
koze na ledima. Petnaesti dan je rana tretirana s najve¢im postotkom CNC-a potpuno zarasla
dok je rana tretirana s CS-UWCNC postigla zacjeljivanje od 84%. EGF je glavni razlog brzeg

zacjeljivanja jer potice sintezu kolagena i proliferaciju stanica.

Kikionis i sur. (2022) napravili su nanovlaknaste flastere od ulvana i polietilen oksida (PEO).
Ovi flasteri su dizajnirani za zacjeljivanje rana, posebno za koznu traumu nastalu nakon
kirurS§kog tretmana keloida. Fotografije ulvan/PEO flastera dobivene SEM-om pokazale su
ujednacenu mrezastu strukturu ultratankih vlakana bez zrnaca, s ravnomjerno raspodijeljenim
ulvanom.. Takva struktura stvara visoko poroznu povrsinu §to olakSava prolaz ulvana do
oStecene koze. Klinicka evaluacija ukljucivala je upotrebu skale za procjenu oziljaka od strane
pacijenata i promatraca (POSAS). Ocjenjivale su se karakteristike oziljaka kao $to su boja,
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clasti¢nost, pigmentacija, volumen, bol, svrbez i tip koze pacijenta na skali od 1 (normalna
koza) do 10 (najgori moguci oziljak). Sedam dana nakon kirur§kog zahvata pacijenti koji su
koristili ulvan/PEO flastere pokazali su smanjenu traumu koze, poboljSanu boju i volumen, s
POSAS rezultatom od 8. Pacijenti koji su koristili referentni proizvod imali su ve¢u traumu,
crvenilo, volumen oziljka i POSAS rezultat od 9. Poslije tri tjedna, pacijenti s ulvan/PEO
flasterima postigli su POSAS rezultat od 2 uz minimalnu traumu koze, dok su pacijenti s
referentnim proizvodom imali rezultat 8 na POSAS skali. Uz to, pacijenti koji su Kkoristili
ulvan/PEQ flastere prijavili su minimalnu bol i svrbeZ te pobolj$avanje teksture koze za razliku
od pacijenata koji su koristili referentni proizvod. Zakljucili su kako flasteri na bazi ulvana

imaju znacajnu sposobnost zacjeljivanja rana te smanjivanja upale.

Sulastri i sur. (2023) razvili su hidrogelni film sastavljen od ulvana i srebrnih nanocestica za
lijecenje opeklina. Srebrne nanocestice odabrane su kako bi se poboljsala antibakterijska
svojstva obloga. Dvije koncentracije srebrnog nitrata, 0,5 mM i 1 mM, koristene su za stvaranje
ulvan-srebrnih nanocesti¢nih hidrogelnih filmova, ozna¢enih kao UHF-AgNPO0.5 i UHF-
AgNP1. Oba filma pokazali su antimikrobna svojstva, no UHF-AgNPO0.5 pokazao je vecu stopu
inhibicije bakterija te ga se odabralo za daljnje istrazivanje. Autori su ukazali da su nanocestice
bile zasluzne za inhibiciju mikroorganizama jer su povecale stabilnost, aktivnu povrsinu i
antimikrobnu aktivnost hidrogelnog filma. U in vivo eksperimentu, termicke opekline drugog
stupnja bile su izazvane na kozi muzjaka Wistar $takora pod anestezijom. Stakori su bili
podijeljeni u Eetiri skupine: negativne kontrole, pozitivne kontrole, ulvanovi hidrogelni filmovi
bez srebrnih nanocestica (UHF) i UHF-AgNPO0.5. Skupina pozitivne kontrole primila je
Star®Ag gel koji sadrzi koloidno srebro. Rane su prekrivene odgovaraju¢im gelovima, dok su
rane u negativnoj kontrolnoj skupini ostavljene netretirane. Rezultati su pokazali da su rane
tretirane s UHF-AgNPO.5 hidrogelnim filmom potpuno zacijelile nakon 21 dana S$to je brze
nego rane u skupinama UHF i negativnoj kontroli. Takoder nije bilo znadajne razlike u
usporedbi s pozitivnom skupinom. Ugradnja srebrnih nanocestica u hidrogelni film znatno

ubrzava zacjeljivanje rana, $to se pripisuje njihovim antimikrobnim karakteristikama.
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7. ZAKLJUCAK
Ulvan je jo$ u ranim fazama istrazivanja i uporabe za razliku od drugih morskih polisaharida
izoliranih iz algi kao $to su karagenan i fukoidan. Medutim, broj istrazivanja na ulvanu raste te
on postaje sve aktualnija tema. Razlog tomu su njegova pozitivha svojstva koja bi se
potencijalno mogla primijeniti u svakodnevnom Zzivotu. Ulvanov kemijski sastav najzasluzniji
je za njegovu bioaktivnost, konkretno, to su stupanj sulfatacije i sastav polisaharida. Ulvan
sadrzi antioksidativna, antikancerogena, antikoagulacijska, antimikrobna, imunoloska,
protuupalna i antihiperilipidemicka svojstva. Takoder je biokompatibilan s ljudskim stanicama,
odnosno ne izaziva imunosnu reakciju. Ne predstavlja toksican rizik za ljude, a ni za okolis.
Njegova biorazgradivost jo$ jedna je od karakteristika koje ga potencijalno ¢ine optimalnom
zamjenom za dana$nje materijale. Ima mogucnost promijeniti i poboljsati mnogo industrija kao
Sto su farmaceutska, prehrambena, kozmeti¢ka i poljoprivredna s posebnim naglaskom na
medicinu. Potrebno je provesti jo§ novih istrazivanja na bioaktivnosti ulvana kako bi se na

temelju dokaza mogao poceti koristiti u svakodnevnom zivotu.
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8. SAZETAK
U ovom radu istrazuje se kemijski sastav, bioloska aktivnost i potencijalne primjene ulvana,
polisaharida dobivenog iz makroalgi roda Ulva. Analizirane su metode ekstrakcije i
prociS¢avanja ulvana koje su kljuéne za dobivanje Cistog ekstrakta s ocuvanjem njegovih
bioaktivnih  svojstva. Ulvan posjeduje znacajne antioksidativne, antikancerogene,
antikoagulacijske, antimikrobne, imunoloske, protuupalne i antihiperilipidemicke osobine, §to
ga Cini potencijalnim kandidatom za primjenu u medicini, prehrambenoj industriji,
farmaceutici, poljoprivredi i kozmetici. lako se ulvan joS uvijek ne koristi u ljudskoj medicini,
rezultati istrazivanja in vivo na zivotinjama i in vitro na ljudskim stanicama ukazuju na njegova
pozitivna svojstva. Ovaj rad takoder razmatra moguc¢nosti razvoja biomaterijala na bazi ulvana,
s posebnim naglaskom na primjenu u zacjeljivanju rana. Zaklju¢no, daljnja istrazivanja su

potrebna kako bi se utvrdio puni potencijal ulvana i njegov utjecaj na ljudsko zdravlje.

9. ABSTRACT
This paper investigates the chemical composition, biological activity, and potential applications
of ulvan, a polysaccharide derived from macroalgae of the genus Ulva. The extraction and
purification methods of ulvan, which are crucial for obtaining a pure extract while preserving
its bioactive properties, were analyzed. Ulvan possesses significant antioxidant, anticancer,
anticoagulant, antimicrobial, immunological, anti-inflammatory, and antihyperlipidemic
properties, making it a potential candidate for applications in medicine, the food industry,
pharmaceuticals, agriculture, and cosmetics. Although ulvan is not yet used in human medicine,
in vivo research on animals and in vitro studies on human cells indicate its positive properties.
This paper also explores the potential for developing ulvan-based biomaterials, with a particular
focus on wound healing applications. In conclusion, further research is needed to determine the

full potential of ulvan and its impact on human health.
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