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Vodeni ekosustavi

MORSKI SLATKOVODNI




PORIJEKLO ORGANSKE TVARI U MORSKOM OKOLISU

ENERGIJA

/ FOTOSINTEZA | |
eco + 6H o o> H,.p + se

FITOPLANKTON ‘ 99, MIKROBNA

' POLIMERI | 0% o @7

PRIMARNI SRS
POTROSACI

RASPAD STANICA a9 5/
FITOPLANKTONA




PORIJEKLO ORGANSKE TVARI U MORKSOM OKOLISU

ALOHTONA

; o\ X
_:,:A.‘,
™ ;
A b
4L s
i s \

71_1(;1.JIZN : 3 ' ““5
AUTOHTONA \%

Lrd
RSN DETRIT [
— :.‘t' - .. ‘ A8 2

S 1.IPIDI

s B LIGNIN

NUKLEINSKE
KISELINE

-‘/~
LIPIDI —f
UGLJIKOHIDRATI

PROTEINI

preuzeto iz Kharbush i dr. 2020



ORGANSKA TVAR

DOM POM
OTOPLJENA ORGANSKA TVAR PARTIKULARNA ORGANSKA TVAR
TOPLJIVE TVARI

FITOPLANKTON  [ytees Nano- Micro-
ZOOPLANKTON Micro- Meso- Macro-
Submicron Micro- Macro-
AR TTT] B S AW R TT B TR TTT] B S AW A TTT] BTN T IT] BT S A R TTT] B S S W TTT
0.1 nm 1 nm 0.1 pm 1 pm 10 pm 100 pm 1 mm 1 cm

VELICINA

preuzeto iz Simon i dr. 2002



Sastav organske tvari

25 - 50% proteini

5 - 50% ugljikohidrati
5-20% lipidi

3- 20% pigmenti

~ 20% nukleinske kiseline



UGLJIKOHIDRATI

* Organski spojevi koji se sastoje od atoma ugljika, vodika i kisika u
omjeru C:H:0 =1:2:1

* Empirijska formula
Cm(HZO)n

* Podjela: monosaharidi, disaharidi, oligosaharidi i polisaharidi



UGLJIKOHIDRATI

Monosaharidi

« 3—-9 C-atoma

* Najjednostavniji ugljikohidrati

* Empirijska formua (CH,0O),

« Ketoze | aldoze + hidroksilne skupine

« Tetroze, pentoze, heksoze heptoze

* Najpoznatiji: GLUKOZA

+ Relativha konfiguracija — stereoizomeri
« Poluacetali ili poluketal
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UGLJIKOHIDRATI

POLISAHARIDI

* Slozeni ugljikohidrati

* Povezivanje monosaharida

* Glikozidna veza

* Velika raznolikost

* Dodatne funkcionalne skupine

CH OH glikozidna veza CH OH
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UGLJIKOHIDRATI U MORSKOM EKOSUSTAVU

« KOMBINIRANI UGLJIKOHIDRATI — linearni ili razgranati polisaharidi koji ukljuCuju
heksoze, pentze, deoksi SeCere i amino SecCere.
* Vazne uloge: kruzenju elemenata, toku organske tvari, opcenito dinamici ekosustava

DCCHO PCCHO

* Fitoplanktonski ,bloom” .
P o Strukturni

« Skladisni
« Raspad stanica

« Enzimatska razgradnja CCHO

* 50-70% HMW-DOC zbog stalnog
otpusStanja od strane
fitoplanktona i sporijeg
metabolizma hetrotrofnih
bakterija

External hydrolyzer
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Zasto su slabo istrazeni?

e analiticki vrlo izazovni za analizu — prvenstveno zbog morske
soli

« velike raznolikosti
* bez spektroskopskih oznaka

* izolacija problematicna - PCCHO vezani za druge cCestice,
DCCHO dobro topljivi u vodi

* CILJ RADA: DETERMINIRATI NEUTRALNE, AMINO | KISELE
MONOSAHARIDE 1Z MORSKOG UZORKA



ANALIZA UGLJIKOHIDRATA

——
Anionsko-izmjenjivacka kromatografija visoke v
ucinkovitosti sa pulsnom amperometrijskom
detekcijom (HPAEC-PAD) '
* Nije potrebna derivatizacija Nl ———
- Izravna detekcija ugljikohidrata = 4

« Minimalno Ciscenje uzorka
« Minimalna priprema uzorka v



DESALINIZACIJA
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Pocetak dijalize

Kraj dijalize

Membranska dijaliza

1kDa MWCO membrana

Uzorak morske vode, miliQ voda,
magnetska mijesalica
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» Elektrodijaliza — dijaliza ubrzana elektricnim
djelovanjem

» 3 odjeljka (uzorak morske vode, NaCl)

« Kationska/anionska izmjenjivacka membrana

« Katoda (-) / anoda (+)



US

* Uzorci se prvo hidroliziraju potom desaliniziraju pa se mogu

POREDBA S DESA

CATION/ANION [ZM.

LINIZACIJOM NA

ENJIVACKIM S

determinirati i prisutni monosaharidi

MOLAMA

e Usporedba dobivenih koncentracija DCCHO izoliranih iz kulture
kokolitoforida Emiliania huxleyi

* VVedi gubitak pojedinih secera, u potpunosti kiselih secera



HIDROLIZA UZROKA l + "’ ‘:i + !

Dodatkom vode molekuli polisaharida glikozidna veza puca i nastaju oligo- |
monosaharidi

Uz dodatak kiseline ili luzine

OH- ion napada O atom iz glikozidne veze i spaja s jednim produktom raspada, a H*
se spaja s drugim

Kisele hidrolize — OH- ion veze se na atom kisika iz glikozidne veze | razdvaja
monomerne jedinice

. ) L. CH,OH

PotiCu je enzimi hidrolaze . OH
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Neutralizacija, resuspendiranje s MQ, homogenizacija OH
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Anionsko-izmjenjivacka kromatografija

visoke ucinkovitosti (HPAE) —ve
: L Lo | GRADIJENTNA
’ o .. . L4 ‘-f».3 "'I PUMPA
» TekucCinska kromatografija visoke . \ | g AR
ucinkovitostsi e
» Stacionarna i mobilna faza - | Eesa
* autosamplerom (4 °C) uzorak se e @_;g{-_;j;.,—,
unosi u sustav, pumpa se kroz kolone, |l Yl
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cestice iz uzorka zaustavljaju se na SETEKTOR S KOLONAMA |
kolonama (25 °C), a JednakO nabljene ELEKTROKEMIJSKIM DETEKTOROM
Cestice iz eluensa zamjenjuju ione

analita, ioni analita detektlraju se

amperometrijskim detektorom




Pulsna amperometrijska detekcija (PAD)

« AMPEROMETRIJA — elektrokemijska

metoda pri kojoj je jakost struje [rormcom]
proporcionalna koncentracijl ApEROETRSKA
odredivane tvari koja generira struju | a—
+ Elektrokemijski detektor ﬁ\
I B :

e 3 elektrode: radna, referentna | /I
p I’Otu e | e ktl’O d a PROTUELEKTRODA |

» Razlika potencijala izmedu radne i T
referentne

T - -

* Redoks iona analita — struja elektrona



Pulsna amperometrijska detekcija (PAD)

4 potencijala u 4 razliCita vremena na radnu
e | e ktrOd U DETEKTOR Pritisnuti ga kao disketur

- Cidc¢enje radne elektrode

» E, — detekcija jakosti struje nastale
oksidacijom ugljikohidrata

* E, — visoko negativan, oksidativno se ukloni
produkt redoks reakcije

* E, — pozitiviniji, odrzava aktivacijski
potencijal
* E, — negativniji redukcija radne elektrode




Anionsko-izmjenjivacka kromatografija
visoke ucinkovitosti sa pulsnom
amperometrijskom detekcijom (HPAEC-PAD)

* ugljikohidrati - pKa u rasponu 12-13 — slabije kiseline — pri visokom
PH Ioniziraju u anione

« Dva koraka: izokratno eluiranje (18 mM NaOH) + gradijentno
eluiranje (NaOH + CH,COONa)

 PAD: radna elektroda — zlatna, referentna Ag/AgClI

Time Eluent I Eluent II

El — 100 mV (tl — 04 S) (min) NaOH (mM) NaAc (mM)
E2 =-200 mV (12 =0.42 s) 2000 18
E3 =600 mV (t3=0.43 s) 2500 1%3 200

E4 =-100 mV (t4 = 0.5 s) o ”




a) cijeli kromatogram otopine standardnih
razliitih Secera

» 1-8 neutralni i amino Seceri

 9-12 kiseli Seceri

1 Fukoza

« 2 Ramnoza

« 3 Galaktozamin

4 Arabinosa

Naboj (nC)

* 5 Glukozamin 07 30

« 6 Galaktoza 0s AL A \{\/_\

7 Glukoza oo;w'u'-M— m\/”\"J

- 8 Ksiloza/Manoza 05 "

9 Glukonska kiselina B M T —y

« 10 Muraminska kiselina z ©) _

- 11 Galakturonska kiselina S 2 o ’

« 12 Glukouronska kiselina 10 0]
TSP R

b) kromatogram DCCHO iz uzorka mora 05 10

c) kromatogram tCCHO R I I e~ e PR T ET: 30 30

Retencijsko vrijeme (min)



USPOREDBA S TPTZ metodom

* TPTZ metoda ukljucuje okisdiranje hidroliziranih ugljikohidrata
fericijanidom i determinaciju kolorimetrijom nakon kondenzacije s
kromogenom 2,4,6-tripidril-s-triazinom

e Usporedba dobivenih koncentracija DCCHO izoliranih iz kulture
morske dijatomeje Fragilariopsis cylindrus analiziranih HPAEC-PAD i
TPZT

* Dobivene vece koncentracije jer TPZT metoda sve reducirajuce secere
dok HPAEC-PAD je ogranicena na standardne Secere



ZAKLJUCAK

» Visoka razlucCivost i osjetljivost

» bez prethodne derivatizacije ugljikohidrata

» PAD zbog osjetljive metode detekcije lako kvantificira vrlo malo koncentracije ugljikohidrata (pmol)
* PAD ne detektira spojeve s neutralnim ili pozitivnim nabojem.

 kljucni dio analize ugljikohidrata — desalinizacija i hidroliza stoga se vrlo oprezno treba odrediti
protokol pripreme uzorka.

« Membranska dijaliza - jednostavna i brza metoda za desalinizaciju HMW-ugljikohidrata i iz uzorka
se ne gube kiseli Seceri

* istovremeno odredivanje neutralnih, amino i kiselih Sec¢era sadrzanih u HMW-DOM ili u POM.

* Prednost istovremenog odredivanja tri razreda SecCera u odnosu na njihovu individualnu analizu
prvenstveno je dobitak u u€inkovitosti i usporedivosti.



HVALA NA PAZNJI!



