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1. UvOD

Siroka rasprostranjenost u svim kopnenim te vodenim ekosustavima &ini ugljikohidrate jednom od
najabundantnijih organskih molekula na Zemlji (Panagiotopulos i Sempéré 2005). Imaju vazne uloge u
metabolizmu stanice, stani¢nom prepoznavanju te su i vazni strukturni polimeri (Dwek 1996). Takoder
su sastavni dio kopnene i vodene slozene smjese organskih molekula, organske tvari (1-30%) (Kaiser i
Benner 2000). U vodenim okolisima ugljikohidrati dolaze ili u obliku monosaharida ili kao kombinirani
ugljikohidrati (CCHO, eng. combined carbohydrates). Kombinirani ugljikohidrati predstavljaju
linearne ili razgranate polisaharide koji u vodenim sustavima dolaze u dva oblika, partikularni
(PCCHO) ili otopljeni (DCCHO), odnosno kao dio partikularne (POM, eng. particulate organic matter)
ili otopljene (DOM, eng. dissolved organic matter) organske tvari, definirane kao frakcija manja od 0.2
pm (Jiao i dr. 2010). Prema porijeklu organska tvar vodenih ekosustava moze biti autohtona ili alohtona.
Autohtona nastaje unutar vodenog okoliSa primarnom proizvodnjom makrofita, algi i bakterija, a moze
se 1 otpustati kroz razne mehanizme: ekstracelularno otpustanje, otpusStanje od strane fitoplanktona,
autoliza i viralna liza stanica algi i bakterija (Suttle 2007). Alohtona organska tvar nastaje izvan

vodenog sustava. (Slika 1).
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Slika 1. Porijeklo i sastav organske tvari (preuzeto iz Kharbush i dr. 2020)



lako imaju vrlo vazne uloge u biogeokemijskom ciklusu informacije o sastavu i dinamici
ugljikohidrata u vodenim ekosustavima vrlo su oskudne. Ugljikohidrati analiti¢ki su vrlo izazovni za
analizu. Naime, kombinirani ugljikohidrati su velike raznolikosti, nemaju jasne spektroskopske oznake,
ali najveci problemi dolaze zbog poteskoca u izolaciji iz organske tvari. Kao dio partikularne otopljene
tvari vezani su s drugim njenim frakcijama zbog Cega ih je teSko izolirati, a isto tako su i vrlo topljivi u
vodi, pa se iz morske vode tesko izoliraju od morskih soli. U idealnom slu¢aju, strukturne informacije
o spomenutim ugljikohidratima bi ukljucivale identitet, polozaj veze i orijentacije monomernih
sastojaka, polozaj grana i prisutnost dodatnih funkcionalnih skupina (npr. sulfatne, karboksilne ili
amino skupine). Medutim, sastav ugljikohidrata iz vodenih ekosustava uglavnom je okarakteriziran na

jedan od spomenutih nac¢ina, od kojih nijedan ne daje sve ove informacije.

Za analizu ugljikohidrata u vodenim okoli§ima najce$ce je koristena tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti (engl. High Pressure Liquid Chromatography, HPLC) (Jgrgensen i Jensen 1994,
Borch i Kirchman 1997, Hayakawa 2004) te takoder i plinska kromatografija. Obje metode zahtijevaju
prethodnu derivatizaciju ugljikohidrata kako bi se mogli odvojiti te detektirati (Panagiotopulos i
Sempéré, 2005). U novije vrijeme anionsko-izmjenjivacka kromatografija visoke uéinkovitosti sa
pulsnom amperometrijskom detekcijom (engl. High Pressure Anion-Exchange Chromatography with
Pulsed Amperometric Detection, HPAE-PAD) (Lee 1990) ustanovljena je kao pouzdana alternativa,
budué¢i da olak$ava osjetljivu kvantifikaciju ugljikohidrata u vodi bez prethodne derivatizacije
(Panagiotopulos i Sempéré 2005).

2. UGLJIKOHIDRATI

Ugljikohidrati su organski spojevi koji se sastoje od atoma ugljika, vodika i kisika u omjeru od
jednog atoma ugljika, dva atoma vodika i jednog atoma ugljika. Empirijska formula ugljikohidrata je
Cm(H20)n. Opcenito se ugljikohidrati dijele ha monosaharide, disaharide, oligosaharide i polisaharide.
Monosaharidi i disaharidi su ugljikohidrati malih molekulskih masa. Monosaharidi su ugljikohidrati
koji imaju tri do devet ugljikovih atoma. Disaharidi su gradeni od dva monosaharida. Oligosaharidi
nastaju povezivanjem tri ili viSe monosaharida kisikovim mostovima ¢ime obi¢no sadrze tri do deset
monosaharidnih jedinica. Polisaharidi su ugljikohidrati slozene grade sastavljeni od velikog broja
monosahardinih jedinica zbog ¢ega imaju vecu molekularnu masu. Oligosaharide i polisaharide

opcenito zajedno ubrajamo u slozene ugljikohidrate.



2.1. MONOSAHARIDI

Monosaharidi su najjednostavniji ugljikohidrati emipirijske formule (CH20),. Opéenito su to
aldehidi ili ketoni koji imaju dvije ili vi$e hidroksilnih skupina. Najjednostavniji primjeri monosaharida
su dihidroksiaceton (ketoza, sadrzi keto-skupinu) i gliceraldehid (aldoza, sadrzi aldehidnu skupinu).

Oba navedena primjera su trioze jer sadrze tri atoma ugljika, odnosno n=3 (Slika 1).
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Slika 1. Dihidroksiaceton (a) i D-gliceraldehid (b).

Jednostavni monosaharidi s Cetiri, pet, Sest i sedam ugljikovih atoma nazivaju se tetroze, pentoze,
heksoze i heptoze. Najces¢i monosaharid je heksoza D-glukoza, Secer sa $est ugljikovih atoma (Slika
2). Monosaharidi koji u strukturi sadrze asimetri¢ne ugljikove atome imaju vise stereoizomera, L ili D,
koja oznacuju njihovu relativnu konfiguraciju. Kod monosaharida sa viSe asimetri¢nih ugljikovih atoma

relativna konfiguracija odreduje se na ugljikovu atomu najudaljenijem od aldehidne odnosno keto-

skupine.
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Slika 2. D-glukoza i L-glukoza

Seéeri u otopinama nalaze se u ciklickom obliku, koji nastaju reakcijama aldehida, odnosno ketona s
alkoholom ¢ime nastaju poluacetal i poluketal. Na primjeru glukoze vidi se kako aldehid C-1 reagira s

hidroksilnom skupinom na C-5 pri ¢emu nastaje SesteroClani prsten, piranoza. Dobivaju se dva



anomerna oblika, o i 3, jer C-1 postaje asimetri¢ni centar (Slika 3). Oznaka o znaci da je C-1-hidroksila
skupina na suprotnoj strani prstena od CH,OH skupine na kiralnom centru, a 3 oznacava da je

kidroksilna skupina s iste strane kao i CH>OH na kiralnom centru.
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Slika 3. Nastajanje glukopiranoze.

2.2. SLOZENI UGLJIKOHIDRATI — OLIGOSAHARIDI | POLISAHARIDI

Povezivanjem dva ili viSe monosaharida nastaju slozeni ugljikohidrati, oligosaharidi ili

polisaharidi. Monosaharidne jedinice medusobno se spajaju glikozidnim vezama (Slika 4).

6 am o 6
CHon glikozidna veza CHQOH

Slika 4. Glikozidna veza izmedu dvije glukoze.

Na slici 4. prikazana je nastala glikozidna veza izmedu dvije glukoze. Veza nastaje izmedu C-1
ugljikova atoma jedne a-D-glukoze i kisikova atoma hidroksilne skupine vezane na C-4 ugljikov atom
susjedne a-D-glukoze. Nastala glikozidna veza zove se a-1,4-glikozidna veza. Ovo je samo jedan od
primjera nastanka veze izmedu dvije glukoze. Naime, dvije heksoze iste vrste mogu se povezati s

pomocu dvije konfiguracije veze (a ili B) preko Sest mogucih ugljikovih atoma (1—1, 152, 1-53. ),
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§to moze rezultirati s 12 razli¢itih disaharida (Slika 5). S razli¢itim monosaharidima i poveéanjem
duljine polimera, raznolikost se eksponencijalno povecava (Laine 1994). Takoder je moguca

razgranatost na bilo kojoj hidroksilnoj skupini $to jo§ vise doprinosi raznolikosti polisaharida.
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Slika 5. Strukturalno povezivanje monosaharida.

Monosaharidi takoder mogu sadrzavati dodatne funkcionalne skupine (sulfatne, amino, metilne ili

acetatne skupine) na jednoj ili viSe pozicija na razli¢itim monosaharidnim jedinicama (Slika 6).
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Slika 6. Struktura glukozamina i galaktozamina.



2.3. UGUJIKOHIDRATI U MORSKIM EKOSUSTAVIMA

U morskom okoliu veéina ugljikohidrata postojec¢a je u obliku kombiniranih ugljikohidrata
(CCHO). Kombinirani ugljikohidrati su linearni ili razgranati polisaharidi koji ukljucuju heksoze,
pentoze, deoksi Secere, amino Se¢ere. Kombinirani ugljikohidrati u morskom ekosustavu dolaze ili kao
partikularni  kombinirani ugljikohidrati (PCCHO) ili kao otopljeni kombinirani ugljikohidrati
(DCCHO).

Porijeklo kombiniranih ugljikohidrata u morskom okoliSu vecinski se pripisuje fitoplanktonu.
Fitoplankton se u najpovoljnijim uvjetima naveliko razmnoZzava i stvara tzv. ,,cvjetanje* (engl. bloom)
te u tim uvjetima izlucuje velike koli¢ine organske tvari (Thornton 2014),. Tip organske tvari koji
izlu¢uju fitoplanktoni definiran je kao DOM. Organska tvar sastavljena je od proteina, ugljikohidrata ,
lipida, pigmenata i nukleinskih kiselina. Cak 37% otopljenog organskog ugljika (DOC, eng. dissolved
organic carbon) fitoplankotnskog porijekla sastavljeno je od komponenta velike molekulske mase
(HMW), frakcije vece od 1 kDa (Aluwihare i Repeta 1999). HMW-DOC sastavni su dio DOM-a koji
osim §to planktonski organizmi proizvode oni ga sami i konzumiraju (Amon i Benner 1992). Vec¢inu
navedene frakcije (50-70%) ¢ine CCHO koji zbog stalnog otpustanja od strane fitoplanktona te sporijeg
metabolizma od strane heterotrofnih bakterija ¢ine najveci izvor ugljika u oceanima (Benner 2002).
Ovaj tip ugljikohidrata definiran je kao DCCHO (Engel i Handel 2011), a osim $to nastaju izlu¢ivanjem
od strane fitoplankotna nastaju i enzimatskom razgradnjom CCHO-a (Pakulski i Benner 1994).
Polovicu izlu¢enih ugljikohidrata ¢ine neutralni ugljikohidrata (Hama i Yanagi 2001). Rossi i De
Philippis (2016) u DCCHO-u su definirali sastav ugljikohidrata od do 10 razli¢itih monomera: glukoza,
manoza, fukoza, arabinoza (Slika 7), ksiloza, ramnoza i galaktoza. Sastav ugljikohidrata ovisan je o
fitoplanktonu prisutnom u okolisu te o sezoni uzorkovanja morske vode, odnosno DOM-a. Tako je u
rano proljece, s pocetkom fotosintetske aktivnosti, ili tijekom cvatnje fitoplanktona (Sperling i sur.
2017), najzastupljeniji monomer otkriven u DOM-u bio glukoza. Uz glukozu DOM takoder ukljucuje
amino-secere, kao $to su galaktozamin i glukozamin, te kisele Secere, kao $to su galakturonska kiselina

(Slika 7), glukuronska kiselina i muraminska Kiselina (Benner i Kaiser 2003, Engel i sur. 2012).
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Slika 7. Struktura galakturonske Kiseline i arabinoze.

U morskom ekosustavu CCHO sveukupno sastavljaju 20 do 40% suhe tvari planktona i 17% bakterija
(Parsons et al. 1984) u kojima se pojavljuju i kao strukturne komponente (Benner and Kaiser 2003) te
kao skladi$ni spojevi (Painter 1983). U makroalgama, polisaharidi kao $to su laminarin, karagenan
(Slika 8), alginat, fukoidan, agaroza, porfirin i ulvan sluze kao strukturni i skladi$ni spojevi (Mabeau i
Kloareg 1987). Strukturni ugljikohidrati najé¢esce su glukani, koji se uglavnom sastoje od glukoze, ili
heteropolisahridi (galaktani) koji se sastoje od galaktoze, manoze i ramnoze (McCarthy i dr. 1996).
Raspadom stanica plankotnskih vrsta navedeni ugljikohidrati izlucuju se u morski okolis i definiraju ili
kao DCCHO ili kao PCCHO jer Cine sastavni dio detritnog DOM-a ili POM-a. Koncentracije PCCHO
u POM-u su razli€ite te vrlo ovisne o porijeklu i transportu estica, mogu ¢initi 8-10% (Panagiotopoulos
i Sempere 2005). Vec¢inu definiranih PCCHO ¢ine neutralni monosaharidi, a uz njih definirani su i o-
metil Seceri (monosaharid u kojem je proton hidroksilne skupine zamijenjen metilnom skupinom) te

uronske Kiseline (Bergamaschi i dr. 1999).
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Slika 8. Struktura laminarina i karagenana.



3. PRIPREMA UZORKA

Priprema morskog uzorka za kromatografsku analizu zahtjeva prvobitno procis¢avanje, odnosno
desalinizaciju uzoraka kako bi se iz njega uklonili visoko koncentrirani ioni koji posreduju prilikom
kromatografskog razdvajanja i detekcije (Zeppenfeld i dr. 2020). Za analizu ukupnih ugljikohidrata u
uzorku prethodno je potrebno provesti kiselu hidrolizu. Zbog hidrolize omjer koncentracija mono- i

polisaharida definira se koli¢inom reducirajucih Seéra (Seceri sa slobodnim ugljikom na poziciji 1).

3.1. DESALINIZACIA

Za desalinizaciju uzoraka predlozeni su razli¢iti protokoli koji najcesée za posljedicu imaju gubitke
nekih Seéera iz morskih uzoraka. Tako se prilikom desalinizacije morske vode upotrebom kationske,
odnosno anionske izmjenjivacke smole AG50W-X8, odnosno AG2-X8 u potpunosti iz uzorka uklone
nabijeni Seceri, na primjer amino $ecéeri. Takoder, su koncentracije izoliranih neutralnih $eéera prili¢no

niske (Borch i Kirchman 1997).

Desalinizacija morske vode za analizu HMW ugljikohidrata postize se membranskom dijalizom
koriste¢i membranu 1kDa MWCO (engl. Molecular weight cut off). Membrana se napuni uzorkom
morske vode i ¢vrsto zatvori na oba kraja. Tako pripremljena membrana stavlja se u MiliQ vodu u ¢asu
i magnetsku mijeSalicu (Slika 9). Kako bi se sprije¢io gubitak ugljikohidrata zbog adsorpcije na
membrani tokom dijalize, membranska tuba se sonificriana nakon dijalize. Dijaliza se provodi na
temperaturi manjoj od 5 °C kako bi se sprijecile enzimatske razgradnje ugljikohidrata. Ovo metodom
nije moguée detektirati LMW ugljikohdrate koji prolaze kroz membranu tokom dijalize. Ovom
metodom izolira se preko 90% HMW ugljikohidrata.
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Slika 9. Skica membranske dijalize



Jedan noviji protokol pokazao je elektrodijalizu kao dobar nacin desalinizacije soli s minimalnim
gubitkom ¢ak i otopljenih ugljikohidrata (DCCHO) (Zeppenfeld i dr. 2020). Elektrodijaliza je dijaliza
ubrzana elektricnim djelovanjem. Sastoji se od 3 razlicita odjeljka, u sredini je odjeljak za uzorak, koji
je sa svake strane od drugih odjeljaka odvojen membranom (Slika 10). S jedne strane anionsko
izmjenjivacka membrana (od ), s druge strane kationsko izmjenjivatka membrana (od aromatskog
polietera sa sulfatnom skupinom). Anionsko izmjenjivacka membrana orijentirana je prema anodi
(pozitivnoj elektrodi), a kationsko izmjenjivacka prema katodi (negativnoj anodi). Pod utjecajem
elektricnog polja pozitivni ioni putovat ¢e prema katodi (negativnoj elektrodi), a negativni ioni prema
anodi (pozitivnoj elektrodi) ¢ime se ubrzava putovanje iona kroz membranu. Elektrode su odvojene
membrana, a kroz odjeljke cirkulira NaCl u koji ulaze ioni iz vode. Te membrane su kationsko
izmjenjivacke. Kako bi se izbjegle redoks reakcije elektrode su stavljene u otopinu Na2SO4. Jakost

struje odrzavana je na 0.6A, a protok soli kroz membranu je proporcionalan s njom.

ODJELJAK ZA UZORAK
elektrolit NaCl NaCl elektrolit

CEM AEM MEMBRANA I

NN

Slika 10. Skica ED ¢elije. Plavi heksagoni predstavljaju ugljikohidrate. CEM i AEM oznacuju katinsku

odnosno anionsku izmjenjivacku membranu (preuzeto iz Zeppenfeld i dr. 2020).

3.2. HIDROLIZA

Hidroliza je kemijska reakcija u kojoj dodatkom vode molekuli polisaharida glikozidna veza puca i
nastaju oligo- i monosaharidi. Do hidrolize glikozidne veze dolazi i u prisutnosti kiseline i luzine.

Prilikom reakcije hidroksidni ion (OH") iz vode napada atom ugljika iz glikozidne veze i spaja se s
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jednim produktom raspada, a vodikov ion (H*) iz vode spaja s drugim. Pri kiselim hidrolizama
hidroksidni ion veze se na atom kisika iz glikozidne veze i tako razdvaja monomerne jedinice. U
vodenim ekosustavima, to¢nije svim zivim sustavima, hidrolizu polisaharida poticu enzimi hidrolaze

koji kataliziraju hidrolizu (CAZyms).

Za cijepanje polisaharida i kombiniranih ugljikohidrata na monomerne komponente provodi se Kisela
hidroliza. Hidroliza se provodi u zatvorenim staklenim ampulama dodatkom klorovodi¢ne kiseline u
dijalizirane uzorke morske vode na 100 °C. Uglavnom se provodi pri nekoliko razli¢itih koncentracija
HCI (0.1 M, 0.2 M, 0.4 M, 0.8 M, 2 M, 4 M i 8 M) zbog razli¢itog prinosa odredenih Secera. Nakon
hidrolize provodi se neutralizacija uzorka evaporacijom s Nz na 50 °C. lIzolirani suhi uzorak se

resuspendira MiliQ vodom i homogenizira prije unosa u automatski uzorkivac.

4. ANIONSKO-IZMJENJIVACKA KROMATOGRAFIJA VISOKE UCINKOVITOSTI SA
PULSNOM AMPEROMETRIJSKOM DETEKCIJOM (HPAEC-PAD)

HPAEC (anionsko-izmjenjivacka kromatografija visoke uc¢inkovitosti) pri visokom pH u kombinaciji s
PAD-om (pulsno amperometrijska detekcija) jedna je od novijih najéesée koristenih tehnika za analizu
sastava ugljikohidrata za rutinsko pracenje ili istrazivacke aplikacije. Kompatibilnost elektrokemijske
detekcije s gradijentnim eluiranjem omogucuje odvajanje smjesa jednostavnih Secera i oligo- i
polisaharida u visokoj razlucivosti u jednom ciklusu. Ova tehnika ima veliki utjecaj na analizu razli¢itih
ugljikohidrata u rasponu od mono-, di- i polisaharida. Analiza izravne detekcije ugljikohidrata prili¢no
je izazovna zbog njihove inherentne visokopolarne strukture i odsutnosti prikladnog kromofora. Ova
poboljsana kromatografSka tehnika iskoristava slabu kiselu prirodu ugljikohidrata te na visokom pH,
pri kojem se djelomiéno ioniziraju, pomocu jake stacionarne faze s anionskom izmjenom selektivno ih
odvaja. U kombinaciji s pulsnom amperometrijskom detekcijom (PAD), omogucuje izravnu

kvantifikaciju nederivatiziranih ugljikohidrata uz minimalnu pripremu uzorka i ¢is¢enje.

4.1. ANINOSKO-1IZMJENJIVACKA KROMATOGRAFIJA VISOKE UCINKOVITOSTI (HPAEC)

HPAE (Slika 12) metoda je tekucinske kromatografije visoke ucinkovitosti. U tekuéim
kromatografijama odvajanje se odvija izmedu stacionarne i mobilne faze, odnosno na stupcu
sastavljenom od ¢vrstih Cestica kroz koji prolazi otopina s analitiCkim uzorcima. Anioni ili kationi u
uzorcima prolaze kroz kromatografsku kolonu razli¢itom brzinom zbog razliitih interakcija iona

izmedu stacionarne faze (kolone) i mobilne faze. Sustavi za ionsku izmjenu kromatografije visoke

11



ucinkovitosti koriste se za odvajanje ioniziranih analita u uvjetima visokog pH, koji putuju razlic¢itim

brzinama i medusobno se odvajaju.

‘

Slika 12. Anionsko-izmjenjivacki kromatograf visoke ué¢inkovitosti (HPAEC).

Sustav HPAEC opremljen je gradijentnom pumpom, generatorom eluensa, termalnim odjeljkom koji
kontrolira temperaturu kolumna (5-85°C), temperaturno kontroliranim automatskim uzorkivacem,
detektorom s kolumnama i elektrokemijskim detektorom (ED) za PAD (Slika 13).

‘ 3!
L ~ Y GRADIENTNA
‘w hod[ 1" PUMPA

o .5' !

: - P2

| ‘ ‘ GENERATOR
ELUENSA

DETEKTOR

Slika 13. Dijelovi HPAEC.

Pripremljene otopine uzoraka prenose se automatskim uzorkivacem. Uzorci, u kojima se nalaze
negativno nabijene ionske vrste, pumpaju se kroz kolonu u kojoj se nalaze pozitivno nabijene Cestice.
Te Cestice zadrZavaju sve anione u uzorcima. Negativno nabijeni eluat se pumpa kroz kolonu i ioni u

eluatu zamjenjuju negativne ione koji su prethodno zadrZani. Slaba snaga veze izmedu aniona i smole
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u koloni uzrokuje razli¢ita vremena zadrzavanja za svaki ion; prema tome razli€iti ioni u jednom uzorku
mogu se detektirati redom. loni i eluat prolaze kroz set koji neutralizira naboj eluensa. loni se detektiraju

amperometrijskim detektorom. Signali se snimaju i obraduju te Salju na racunalo.

4.2. PULSNA AMPEROMTERIJSKA DETEKCIJA — PAD

Amperometrija je elektrokemijska metoda pri kojoj je jakost struje proporcionalna koncentraciji

odredivane tvari koja generira struju.

Amperometrijski detektor je elektrokemijski detektor koji detektira spojeve koji disociraju u otopini,
odnosno mobilnoj fazi nakon separacije na ionsko-izmjenjivackoj koloni. U detektorskoj ¢eliji su
smjestene tri elektorde: radna, referentna i protuelektroda. Izmedu radne i referentne elektrode uspostavi
se razlika potencijala zbog ¢ega na povrsini radne elekrode dolazi do redoks reakcije iona analita. Kao
posljedica redoks reakcije nastaje struja elektrona koja se uravnotezuje sa strujom koja u suprotnom
smjeru teCe na polueketrodi. Jakost struje elekrokemijske reakcije (I, A) €ini signal na detektoru, a

potencijal izmjeren na referentnoj elektrodi sluzi za korekciju uspostavljene razlike potencijala.

POTENCIOSTAT

AMPEROMETRIJSKA
CELIJA

RADNA ELEKTRODA

-

PROTUELEKTRODA |

REFERENTNA
ELEKTRODA
ELUAT

Slika 11. Shematski prikaz amperometrijskom detektora (PAD)

Kod pulsne ameprometrijske detekcije primjenjuje se niz od Cetiri razlicita potencijala E1,E2, E3 i E4
u Cetiri razli¢ita vremena t1, t2, t3 i t4 na radnoj elektrodi u ¢eliji detektora. Jakost struje mjeri se samo

u odredenom vremenskom periodu, odnosno detektiraju se samo oni spojevi koji sadrze funkcionalne

13



skupine koje se oksidiraju pri koristenom detekcijskom naponu. Prilikom prolaska iona kroz komoricu
detektora na povrsini radne elektrode dolazi do redoks reakcije,a njen produkt zaostaje na elektrodi i
tako je onecis¢uje. Prvi potencijal E1 primjenjuje se za detekciju jakosti struje nastale oksidacijom
ugljikohidrata. Primjenom drugog visoko negativnog potencijala E2 oksidativno se ukloni produkt
redoks reakcije, nakon kojeg se primjenjuje pozitivniji potencijal E3 kojim se odrZzava aktivacijski
potencijal i na kraju Cetvrti negativniji potencijal E4 zbog kojeg dolazi do redukcije radne elektrode,
odnosno oksida nastalog primjenom E3, §to je ¢ini pripremnom za ponovnu uptrebu (Rocklin et al.
1998). Detekcija je osjetljiva i visokoselektivna za elektroaktivne analite jer se puno potencijalno

ometajucih analita ne oksidira, odnosno reducira, zbog ¢ega njihova detekcija nije moguca.

4.3. HPAEC-PAD ZA DETEKCIJU UGLJIKOHIDRATA U MORSKOM EKOSUSTAVU

HPAEC-PAD odvaja anione u uvjetima visokog pH. Ugljikohidrati, pri neutralnom pH nenabijeni,
obi¢no imaju pKa u rasponu od 12-13, zbog ¢ega se ubrajaju u skupinu slabih kiselina. Kako svaki od
ovih spojeva ima razli¢itu pKa vrijednost, tako ¢e imati i razlicita retencijska vremena i moci ¢e se
izdvojiti iz smjese. Povecanjem pH otopine u kojoj su otopljeni ovi spojevi iznad odgovarajuéih
pripadajucih pKa vrijednosti, ugljikohidrati se ioniziraju u oksianione odnosno imaju ukupni negativan
naboj i zbog toga se mogu iz otopine izdvojiti na anionskom izmjenjivacu, koji ima funkcionalne
skupine s pozitivnim nabojem (Corradini i sur., 2012). Odvajanje analita, u ovom slucaju ugljikohidrata
dogada se na spojenim kolonama CarboPac PA10 analiticka kolumna (2 x 250 mm) i CarboPac PA10
guard kolonom (2 x 50 mm) gradenim od 10 um polistiren/divinil benzen umrezenog pelikularnog
substrata aglomeriranog sa 460 nm MicroBead lateksom. Kolone imaju Siroku pH stabilnost u rasponu
0-14 sto omogucuje odvajanje u uvjetima visokog pH. Pomocu toplinskog odjeljka temperatura na
kolumnama odrzava se na 25 °C, pri kojoj se dobiva najbolja rezolucija retencijskih vremena
ugljikohidrata na kolumnama (Engel i dr. 2011). Odvajanje ugljikohidrata postize se u dva koraka,
izokratnim eluiranjem mobilne faze kroz kolone nakon koje slijedi gradijentna elucija mobilnih faza.
Eluacija analita vezanih na funkcionalne skupine kolona postize se promjenom pH mobilne faze,
odnosno dodatkom jake luzine. Tako se za izokratno eluiranje koristi 18 mM NaOH. Za slozene
ugljikohidrate (kao $to su kiseli Seceri), odvajanje se ubrzava i poboljsava koriStenjem gradijentnog
tijeka dviju mobilnih eluenta, 18 — 100 mM NaOH i 200 mM CH3COONa. Na pocetku eluacije
koncentracija NaOH u mobilnoj fazi je niska te se s kolone eluiraju slabije vezani spojevi. Daljnjim
povecanjem koncentracije NaOH postiZe se eluacija i spojeva jace vezanih na funkcionalne skupine u
koloni. Ovaj princip je osobito vazan kod eluiranja monosaharida, koji imaju slicne pKa vrijednosti, a

¢ime se postize veca selektivnost metode odnosno bolje razdvajanje slicnih monosaharida (Corradini i
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sur., 2012). Natrijev acetat ima veci afinitet za funkcionalne skupine na stacionarnoj fazi u koloni, koje
imaju pozitivan naboj. Kolone se nalaze u detektoru zajedno sa elektrokemijskim detektorom (ED40)
za pulsnu amperometrijsku detekciju. ED40 uz poluelektrodu ukljucuje dvije elektrode, radnu zlatnu i
pH referentnu Ag/AgCI. Na radnu elektrodu primjenjuje se serija potencijala valnog oblika E1 =100
mV (t1=0.4s), E2=-200 mV (t2=0.42 s), E3 =600 mV (t3 =0.43 s), E4 =-100 mV (4 = 0.5 s)) pri
visokom pH, $to rezultira oksidacijom analita vezanih za povr$inu radne elektrode. Potencijal E1 smatra
se najvaznijim posto se kod tog potencijala mjeri jakost struje nastale oksidacijom ugljikohidrata koja
je izravno povezana koncentracijom analita. Elektroni iz ovog oksidacijskog toka teku do radne
elektrode i taj tok (tj. struja) se integriraju tijekom odredenog vremenskog razdoblja kako bi se stvorio
naboj. Ovaj naboj je prikazan u zavisnosti od vremena da bi se dobio kromatogram. Niz potencijala,
svaki primijenjen na diskretno vremensko razdoblje, je valni oblik, a koriStenje valnog oblika ¢ini PAD
za detekciju. PAD otkriva samo spojeve koji sadrze funkcionalne skupine koje se mogu oksidirati na
naponu detekcije. Detekcija je osjetljiva i visoko selektivna za elektroaktivne vrste, buduci da se mnoge

potencijalno ometajuce vrste ne mogu oksidirati ili reducirati, pa se stoga ne detektiraju.

Kroz sustav se u svrhu kalibracije prvo propusta otopina standardnih Secera. Otopina u sebi sadrzi
prethodno odredene monosaharide u okolisu: fukoza, ramnoza, galaktozamin, arabinosa, glukozamin,
galaktoza, glukoza, ksiloza/manoza, glukonska kiselina, muraminska kiselina, galakturonska kiselina i
glukouronska Kiselina. Nakon ¢ega se u sustav stavljaju uzorci iz okolisa. Sama izvedba
kromatografskog razdvajanja izmedu dva monosaharida moze se opisati rezolucijskim faktorom (Rs):

tri-1 — tri

Ry =2
Wi_1 — Wi

Gdje su tg;_4 i tg; retencijska vremena Secera (i) i prethodnog Seéera (i-1), a w;_; i w; Sirine pikova.
Primjer kromatograma dobivenog razdvanjem otopine standardnih Secera, t¢ PCCHO i DCCHO iz

uzoraka morske vode prikazani su na slici 14.

Iz nehidroliziranih uzoraka odredi se koli¢ina monosaharida, a koncentracija DCCHO odredi se
oduzimanje dobivene koli¢ine monosaharida oduzimanjem od koncentracije tCCHO. Ostatak se

pridruzuje koncentraciji PCCHO.
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Slika 14. Primjer kromatograma ugljikohidrata detektiranih HPAEC-PAD. a) cijeli kromatogram
otopine standardnih razli¢itih Secera. b) kromatogram DCCHO iz uzorka mora. ¢) kromatogram
tCCHO. Identifikacija: 1-8 neutralni i amino Seceri, 9-12 kiseli Seceri: 1 Fukoza, 2 Ramnoza, 3
galaktozamin, 4Arabinosa, 5 Glukozamin, 6 Galaktoza, 7 Glukoza, 8 Ksiloza/Manoza, 9 Glukonska

kiselina, 10 Muraminska kiselina, 11 Galakturonska kiselina, 12 Glukouronska kiselina.
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5. ZAKLJUCAK

HPAEC-PAD metoda pokazala se kao najbolja metoda za detekciju ugljikohidrata u morskim
sustavima. Zbog visoke razluc¢ivosti odvajanja HPAE metodom mogucée je odvojiti ugljikohidrate koje
se drugim metodama ne mogu odvojiti. PAD zbog osjetljive metode detekcije lako kvantificira vrlo
malo koncentracije ugljikohidrata (pmol), a istovremeno ne detektira spojeve s neutralnim ili pozitivnim
nabojem. Visoka razlucivost i osjetljivost postize se bez prethodne derivatizacije ugljikohidrata zbog
¢ega se metoda HPAE-PAD primjenjuje na razli¢ite vrste ugljikohidrata u raznolikim vrstama uzoraka.
Tako se osim za analizu iz okoliSnih uzoraka Kkoristi i za analizu ugljikohidrata u biljkama i
prehrambenim proizvodima.  lako nije potrebna derivatizacija svejedno je potrebno uzorke
desalinizirati te hidrolizirati na monosaharide. Oba koraka ¢ine kljucni dio analize ugljikohidrata stoga
se vrlo oprezno treba odrediti protokol pripreme uzorka. Membranska dijaliza pokazala se kao
jednostavna i brza metoda za desalinizaciju HMW-ugljikohidrata i iz uzorka se ne gube kiseli Seceri.
Metoda analize Secera u morskom ekosustavu koja ukljucuje membransku dijalizu i HPAEC-PAD
omogucuje istovremeno odredivanje neutralnih, amino i kiselih Seéera sadrzanih u HMW-DOM ili u
POM. Prednost istovremenog odredivanja tri razreda Secera u odnosu na njihovu individualnu analizu

prvenstveno je dobitak u u¢inkovitosti i usporedivosti.
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