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BIOPOLIMERI MARINI

[

Polisaccaridi

Sostanza
umica



~
- acidi fulvici: basso P.M., pochi gruppi aromatici

Sostanza umica < - acidi umici: alto P.M., piu gruppi aromatici

- umina: alto PM, alto grado di reticolazione

N~

(CHy) -3

(CHa)p-2




Obiettivi della ricerca sui biopolimeri marini

1.
2.

Isolare e purificare i singoli biopolimeri;

determinarne la struttura primaria (composizione e
concatenamento);

determinare le proprieta delle catene (grado di
polimerizzazione <> PM, dimensione media <> raggio di
girazione);

determinare le proprieta aggreganti/gelificanti;

studiare la stabilita dei biopolimeri rispetto alla degradazione
enzimatica (biodegradazione);

individuare la relazione tra proprieta chimiche e funzione
biologica (fisiologica, biochimica, ecologica, etc.);

individuare i marcatori biologici (biomarkers) relativi alle
singole specie produttrici.

studiare la variazione stagionale mediante monitoraggio
mensile dei composti macromolacolari su scala di bacino.



Funzione biologica degli EPS

1. sistema tampone contro le variazioni chimiche e biologiche del microambiente
(tossine, agenti virali e batterici, inquinamento da metalli pesanti, ecc.);

2. azione sequestrante e di concentrazione dei nutrienti;

3. azione adesiva alle superfici;

4. movimento e mantenimento delle
relazioni simbiotiche;

- diatomea

5. protezione contro la predazione
e I'azione di enzimi digestivi;

“slime” esopoli

membrana
e polisaccaridi
capsulari




Funzione ecologica degli EPS

1. La maggior parte del carbonio organico nei mari e negli oceani e presente
come materia organica in forma disciolta (DOM), in forma colloidale (COC) o
come particolato organico (POM).

2. Il COC contenuto in particelle sospese di dimensioni comprese tra 1 e 1000

nm costituisce in termini delle piu ingenti riserve di carbonio
organico del pianeta.

3. Il prodotto m Sostanza organica solubile 89%  \ fenomeni aggregativi della
materia organi ‘\neve marina" di origine
fitoplanctonica, olutamente naturale ed

indispensabile p | mondo.

\

Fitoplancton 2% P
50 1a colonna d’acqua e la

di materia verso il fondo e la

Zooplancton 0.2%
Pesci 0.002%

4. Attraverso i p
diffusione orizzonta
disponibilita nella cate

articellato 9%

5. Nella forma macroscopica, costituiscono la riserva alimentare per molti
animali.

6. Fungono da adsorbenti della materia organica disciolta (DOM) e come tali
da veicolo del DOM fino ai piu alti livelli trofici.
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Acqua tql quale

Volume noto

b

Diafiltrazione

J
Dialisi su 10 kDa

Partizione ed analisi
della componente saccaridica del DOC

Analisi colorimetrica
guantitativa (MBTH)

Analisi qualitativa (GC)




Distribuzione dei pesi molecolari dei campioni HMW e LMW
ottenuti per cromatografia HPSEC.
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Concentrazioni percentuali di HMW-DCHO e LMW-DCHO nel
DOC in funzione del tempo di campionamento.
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AFM

(a) Immagine AFM di una soluzione del campione HMW-DOC del 22
giugno 2004 in DMSO.

(b) Ingrandimento di un’area e rielaborazione dell'immagine per la
valutazione delle dimensioni del particellato.



80
70 Cl HMW 22 giugno 2004
(610)
50

40

]
N
g
5
o'
0
o
3

K{0)

20

10

(0]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

diametro/ nm

Distribuzione dei diametri delle particelle per il
campione HMW-DOC del 22 giugno 2004.

Immagine AFM di una soluzione del campione
LMW-DOC del 22 giugno 2004 in DMSO.




Conformazioni di catene polisaccaridiche del glucosio (glucani) con diversa
concatenazione e configurazione del carbonio anomerico (1) in soluzione ed (2)
allo stato solido. (a) a-(D)-(1,3)-glucano (b) a-(D)-(1,4)-glucano (c) -(D)-(1,3)-
glucano (d) B-(D)-(1,4)-glucano (Urbani et al., 2001).
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Sostanza organica
macromolecolare nel mare
e classi dimensionali

- Polisaccaridi ed oligosaccaridi

-Sostanza umica
- Proteine e peptidi

- Acidi nucleici

SOLUTES  COLLOIDS AND/OR TRUE
MACROMOLECULES PARTICLES

PLANKTON (Protozoa)

log (size/m)
-10 9 E 6 5
! | | | | )
| T I | I
1A 1 nm 0.45 pm 1 um
upper cutoff
limit
hydroxy acids
amino acids
peptides cellular debris
proteins
_polysaccharides
fulvics hetero poly-
humics condensates
fibrils ;
fibril aggregates
organic materials adsorbed
on inorganic particles
VIRIO-
PLANKTON  (Viruses) S
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PLANKTON (Bacteria) T e
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PHYTO-
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Suddivisione dei biopolimeri marini

in base alle loro caratteristiche macromolecolari

Natura Massa | Dimensioni Struttura Tempo di vita % della
Origine molec. (nm) supramolecolare medio sostanza
(dalton) organica
Biopolimeri - mucopolisaccaridi - struttura fibrillare - sulla superficie:
RIGIDI - peptidoglicani basata su doppie 0 mesi
- cellulose 10* - 10° | 1001000 |triple eliche
- composti pectici - in profondita: 10-30
(parete cellulare - struttura a rete 100 anni-secoli
microbica e prodotti tridimensionale (gel)
extracellular)
- Acidi nucleici ore - giorni
materiale refrattario
(prodotti di
Biopolimeri  |ricombinazione di - struttura flessibile, 10 — 7000 anni fino a 90
FLESSIBILI |amminoacidi, zuccheri | 500 - 10° disordinata, piti 0 meno
rilasciati dal plancton) estesa
- polisaccaridi di riserva
(endocellularr) - struttura flessibile
- composti proteici ore - giorni
(endocellulari) - struttura globulare
Sostanze (di derivazione - 40-80 laghi
umiche terrestre-fluviale) 500 - 5000 05-2 - struttura globulare ca. 500 anni - trace in
nel suolo mare aperto
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Golfo di Trieste = mucillagini in sospensione







Golfo di Trieste - mucillagini in sospensione




Strati cremosi superficiali




Isolamento e purificazione dei polisaccaridi da mucillagini

Campione massa umida

- estrazione in acqua di mare

Residuo (RA)

- estrazione a freddo
in H,O distillata

RB

estrazione a caldo
in H,O distillata

NG

- estrazione in

Liofilo FA

- _=

GC / MS
cromatografia GPC

NaOH 1 M

Laser Light Scattering
Viscometria




Determinazione della struttura primaria
(composizione e concatenamento)

Analisi gascromatografica degli idrolizzati acidi dei polisaccaridi
per determinare la composizione relativa dei vari monosaccaridi;
Analisi di metilazione per determinare i carboni implicati nel
concatenamento

Analisi NMR per la definizione della chiralita nel legame
anomerico

20 aprile 2004 ] Y .
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Determinazione delle proprieta delle catene (PM, raggio di girazione)

- Esperimenti di Diffusione della luce (Rg, PM,
coefficiente del viriale) - Laser Light Scattering
-Esperimenti di Cromatografia di Permeazione su

Gel (PM) - GPC
-Esperimenti di Viscometria (volume e raggio
idrodinamico, conformazione)
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sample My =1 M, A,-10° R Rg
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Pullulan 24
TH14B13 0.10 264,000 -0.41 77
Welan 68
(2000) 0.30 145,000 -0.81 83
Alginate 73
0.50 218,000 -1.3 99
TH14B13 77
0.70 234,000 -4.8 94 (2000)
Rovinj, A7 0.30 222,000 -0.43 155 A7 (2001) 155
(2001) 0.70 217,000 -0.20 131
-0.45
-0.56
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Polymer B
Polyphosphate 0.44
Poliacrylate 0.23
Dextran sulphate 0.23
Carboxymethyl-amylose 0.20
Carboxymethyl-cellulose 0.065
Hyaluronic Acid 0.065
Mannuronic-rich alginate 0.040
TH14B13 (2000) 0.036
Guluronic-rich alginate 0.031
DNA 0.0055
Xanthan 0.0053




Determinazione delle proprieta aggreganti/gelificanti

Processo di aggregazione 1

6@ h:,-f{\’t\x\.\:\.‘\:\.{ N\x?..gz

Processo di aggregazione 2

K-carragenano

alginato

GEL




Microscopia SEM di mucillagini
adriatiche, anni 2000-2002



20un




"B Ay
b & S\ v
¥ Ay

' . b 4 b D, N
EHT =13:.3 2.7 K X Detector=

2um — htn N A QA




-
&8
%)
1l
N <
)
=
13
o
+
®
=
S
A2
<+
)
-
—
1l
00
©
b

9 mn

EHT=15.17 kU WD




»
|

40

4 .62 K X Detector= SE1

Mag-=

16 mn

EHT=13.31 KV WD=

14Q7°

Phntn NN

—

1um



oA W 5 T
. .A Yl ikt BY Tive "'J.'. , . FE" £

EHT=15.17 KV WD= 10 mn Mag= 8.82 K X Detector= SE1

1um (— Phatn NA —-151Q




.......

e A ey

. ‘y\u .’_ LAY B . "'"-'E" l
o (NSRS R
A _" »"‘} 52 R Y B A 5 - \",,A“M s e -\ T V.
EHT=16.94 kU WD= 15 mn Mag= 5.03 K X Detector= SE1
1um (— Phnata Na —-1561




‘;‘ 7 . - el -
EHT=15.35 kV WD= 11 mn Mag= 11.75 K X Detector= SE1
1unm Dh N

NN —2MMAIAA




Microscopia SEM di mucillagini
bentoniche tirreniche, anni 2000-2002



PN P RS
Y k‘; ; < ..,“'0 .", 4{: £ . h .
AREl A5 Y '_,‘\/-\t" LA " ato<.: dhaiar
I PO Loy & da dei Pignoccl
r’-‘ oftgno 2001
fiocco

= 4 - o Bt 1 5 ‘ I‘ v, Y {' “_‘_]i / ‘ \ ]
EHT=15.35 kV WD= 11 mn Mag-= 30 X Detector= SE1
100U | Dhata Na —200°




EHT=14 .05 KV WD= Detector= SE1
20un  f— Photo No.=4360

l ‘




- L

EHT=16.19 KV
100un




!

BATS

% Palmella

ot N VRN P RS S N e L Y
> 4 .7:: b \ ;:. | 3 rw 4 ‘ 3 g ‘:__:"l Y A 4 2 f-' _j Ty 4
WD = etector= SE1




