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Zdendk Sestdk:

Pouziti papirové chromatografie chlorofylii a karotenoidi
v algologii

Ustav experimentalni botaniky CSAV, odd. fysiologie a genetiky rostlin, Praha 6

Soudasna systematickd botanika se v mnohych smérech musi opirat o mo-
derni metody biochemické. Zejména u nizsich rostlin je obsah specifickych
slougenin mnohdy znakem stejnocennym se znaky morfologickymi.

Nejvy$ii taxonomické jednotky fas se navzdjem odliduji obsahem lipofilnich pigmenti,
tj. chlorofyld a karotenoid(. Vyrazné je zejména pritomnost chlorofylti. Viochny autotrofni
rostliny, a tedy i Fasy, obsahuji chlorofyl a, ktery je u fotosynthetisujicich bakterii nahrazen
bakteriochlorofylem. Jen dva kmeny tas — Chlorophyta a Euglenophyta -- obsahuji shodnd
8 vyssimi rostlinami také chlorofyl b, coz je podkladem ¢etnych fylogenetickych uvah. Pouze
u fas byly nalezeny dalsi typy chlorofyla: chlorofyl ¢ u hnédych ras, rozsivek a fas z od:ldleni
Dinophyceae kmene Pyrrhophyta, a chlorofyl d u ruduch. Pochyhna je existenco chlorofylu e,
jehoz absorpéni maxima udava Strain (1951) podle svych starsich pokust s T'ribonema bomby-
cinum DERB. ot SoL., a jehoZ pritomnost Zadny dalsi autor nepotvrdil. Chlorofyla ¢ a d (respek-
tive e) jsou v uvedenych fasach mnoZstvi velmi mal4 vzhledem k obsahu chlorofylu @ a proto
se tato labilni barviva obtiZngji isoluji a stanovuji nez ohlorofyl b, ktery tvoii obvykle 1/4 az 1/3
z celkového mnozZstvi chlorofyli.

Pomdrns malo a neprili§ potvrzenych tdaja mame také o karotenoidech fas, jak svédél
napf. tabulky Stratnova (1951, tab. 6), Goopwinova (1955, tab. 3) a DouGHERTYOVE a ALLE-
Noviz (1960). Rasy obsahuji nekteré stejné karotenoidy jako vyssi rostliny. Jsou to predeviim
karoteny a, f# a p, z nichZ obsahuji viechny typy fas pouze f3-karoten. V8echny tii karoteny jsou
podle dosavadnich Gdaji (GoopwiN 1955) pritomny jen u zelenych ras. Karoteny neobsahuji
v molekule Zzadny atom kysliku; oxydované karotenoidy se nazyvaji xanthofyly. Jednotlivé
xanthofyly se lisi zejména poétem kyslikovych atomi v molekule, typem funkéni skupiny
(—-OH, —0—, —C=0, —O0CH,), strukturni konfiguraci molekuly a poétem konjugovanych
a isolovanych dvojnych vazeb. Z karotenoidi se 2 atomy kysliku v molekule obsahuji rasy
nejéasttji lutein, pripadns zeaxanthin, které jsou bézné u vyisich rostlin. Z xanthofyla se 4 kysli-
kovymi atomy je vyznamny violaxanthin, ktery s neoxanthinem je piitomen i u vyssich rostlin.
K tomuto typu xanthofyla patii u nékterych zelenych fas a euglen astaxanthin, vlastno Zivo-
¢isny karotenoid. K nejoxydovangjsim xanthofylam patii fukoxanthin, specificky pro rozsivky,
hneédé 1 zluté fasy. Dalsi speeifické xanthofyly noeni ticha v tomto piehledu uvadét; literatura
o nich je rozsdhld a neprilis jednotné, uz proto, %e snadno prechdazeji v razné formy.

Slozeni pigmentt fas nebylo dosud studovano u 8iritho druhového materialu
ani ho nebylo vyuzivano é&astéji jako znaku svédéiciho pro systematické
zatazeni druht fas; divodem byly hlavné metodické obtize. Klasickym postu-
pem pro rozdéleni rostlinnych pigment je chromatografie na sloupei adsorpéni
latky (napi. cukru, Skrobu, inulinu, kysliéniku hlinitého), nékterou z modifi-
kaci metody Cverovy (TswrTrt 1996). Tato metoda je vyznamnd zejména pii
stanoveni karotenoidd, je viak pracnd a vyzaduje extrakt z velkého mnoz-
stvi materialu. Vysledky jednotlivych analys jsou pak navzajem obtizné
srovnavatelné. Siroce pouzitelnou metodou, zvlasté pro orientadni urdeni
nebo podepieni systematického zatazeni, mize byt jenom rychld standardni
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metoda, vyzadujici malé mnoZzstvi materidlu. Tou je papirovd chromato-
grafie.

Sam zakladatel chromatografie CveT ve vySe citované stati (1906) uvadi déleni pigmenti
pomoci kapildrni analysy na papite: pruh filtraéniho papiru se spodnim okrajem ponoii do
misky 8 vodnym roztokem rostlinngch pigmentt. Roztok postupuje kapildrami v papiie a vzhle-
dem k adsorpei a déleni mezi fazemi ¢asteénd se odpaiujiciho rozpoustédla se diferencuji zony
obsahujici jednotlivd barviva. Této metody pouzil Kyrin (1927) pri stanoveni karotenoida
u sinic, ruduch, zelenych fas, hnédych tas, rozsivek a u Dinophyceae. Pro kapilarni analysu,
kterou nedocilime dokonalého oddéleni jednotlivych pigmentii, vsak potiebujeme témér stejnéd
objemny vzorek jako pro sloupcovou chromatografii.

Podstatné zmengeni vzorku, potiebného k analyse, prindsi teprve metody papirové chromato-
grafie. Brownova (1939) kruhova metoda k déleni listovych barviv zustala isolovanym pokusem
a tak papirovou chromatografii chlorofyla a karotenoidtt miizeme datovat az rokem 1951 (v8e-
obecny pichled viz Sestdx 1958a). Od té doby bylo této metody nékolikrate pouito ke studiu
pigmentt fas (ANGAPINDU aj. 1958, ANDERsON 1960, Douvin 1954, Brass, ANDERSON a CALVIN
1959, Brzeski a RUCKER 1960, BLaauw-Jansen 1954 a, b, Huzisice aj. 1957, esTeIN a WEISsS
1960), ale pouze v jednom piipadé (Harprr a Kocn 1954) bylo této metody pouZito jako
pomucky k systematickému zaiazeni Fas. Ve snaze zpifstupnit algologiim analysu pig-
mentl Fas, pokusil jsem se sestavit vhodny pracovni postup srovnévaciho chromatografického
rozdé&leni pigmentii na papife, a vyzkouset jej na &istych kulturdch fas ruznych typa.

Pracovni postup

Kazda specialisovana metoda ma fadu jemnosti a uskali: popisuji zde proto
metodu co nejpodrobnéji, aby se ji dalo pouzit bez dloubhého pirezkuSovani.

Vzorek: V téch pfipadech, kdy lze vypéstovat druhove é¢istou kulturu fasy (bezbarvé
bakterie a plisné nevadi), piipravime si alespori 2 zkumavky s dobie rozrostlou kulturou na
agaru nebo v tekutém prostredi. Také v piirods lze nalézt druhové ¢isté narosty rozsivek, sinice
apod. Zneéisténi jinym typem Fas do 2 az 5 9, z celkového objemu bunék obvykle nevadi. Je
samoziejmé, %o se nepodafi analysovat pigmenty z pouhych nékolika desitek bundk Fas, i kdy#z
minimalni potfebné mnozstvi materialu pro papirovou chromatografii je nejméné 10 x mensi
nez pro déleni na sloupei.

Extrakece pigmenta: Jsouli fasy ve vodném prostiedi, musime je pred extrakei
zahustit. Vyhodné je predbézné zahusténi centrifugaci a pak filtrace pies 1 —2 em tlustou vrstva
kiemenného pisku (napi. jemny bily sklarsky pisek nebo preparat Lachema ,,Morsky pisek
Cisty ), predbéiné zjemnéného rozetienim v tieci misce. Pisek se umisti na filtraénim papire
v Biichnerové, nélevee nebo na sintru hustoty S 2 az S 4 a filtruje se za odsdvani vodni vyvévou.

K vrstvé pisku se zahu$ténym vzorkem ras nebo ke vzorku odebranému draténym odkem
8 povrchu agarové plotny (po doddni malého mnoZstvi pisku) pak v malé tieci misce (primér
5 ecm a mensi) priddme Spetku MgCO,; k neutralisaci kyselin v bunkach (u vétsiny druht fas
viak tento pridavek neni nutny) a zvlhéime bezvodym acetonem (uzivame acetonu distoty
pro analysi nebo purum, ktery jednou piedestilujeme). Pak roztirame tak dlouho, az je piskova
kage stejnomérné zbarvena, bez §mouh (tj. asi 2 az 3 min.). Pak pridavame po 2 az 3 ml dav-
kéch aceton (zprvu bezvody — pak 856 9%, — a nakonec bezvody) a extrakt pres husty sintr S 4
(G 4) filtrujeme za snizeného tlaku do 10 ml kalibrované zkumavky, umisténé ve 250 ml odsavaci
barice. (Dalsi podrobnosti o extrakei pigmentii z fas a sinic viz SesTAx 1958b).

Zmeéreni koncentrace chlorofyla v extraktu: Protoze dokonalost roz-
déleni zavisi na mnozstvi chlorofyla, naneseném na délkové jednotee skvrny na startu chromato-
grafického papiru, je vyhodné zmérit piedem celkovou koncentraci chlorofyli v zakladnim
extraktu. Zpusobii kolorimetrického stanoveni je celéd fada; uvedu jako priklad méfeni na Pulfri-
chové fotometru. Extrakt se méri ve srovnani s vodou, v kyveté tloustky 1 c¢m, s pouZitim
filtru 8§ 64. Dbame toho, aby hodnoty extinkce nepresahovaly cca 0,50; je-li extinkce vyssi,
odebereme malou ¢ast extraktu, piisluéné ji ziedime a teprve potom kolorimetrujeme. Hodnoty
extinkce pfevedeme na vahové mnozstvi chlorofyla podle grafu na obr. 1. Graf je sestaven podle
méreni chromatograficky ¢istych preparatii chlorofylt a a b, které laskavé poskytl dr. E. Wie-
demann ze Svycarska. K vyhodnoceni pouZijeme kiivky pro chlorofyl a; predpokladdme-li, Ze
jde o extrakty ze zelenych fas, je piesnéjsi pouzit kiivky pro smés chlorofyla (@ + b) v poméru
3 : 1. Pritomnost chlorofyla ¢ a d chybu prepoétu zvétsi jen nepatrné. Na ose x odecteme mnoz-
stvi chlorofyli pro 10 ml objem roztoku, které pfepoéitéme pro objem studovaného extraktu.
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Obr. 1. — Kalibra¢ni kiivky pro stanoveni mnozstvi chlorofylu a (— — — --), chlorofylu b(—.—.)
a jejich smési v poméru a/b = 3/1 (—— ), sestavené podle preparita od K. Wiedemanna.
Lze pouzit pro méreni acetonovych roztokt na Pulfrichové fotometru v kyvetdch tloustky 1 em
asfiltrem S 64. Osa x — mnoZstvi chlorofylt v 10 ml objemu roztoku; osa y — extinkénf hodnoty,

Abb. 1. — Kalibrationskurve zur Bestimmung der Menge von Chlorophyll @ (— — — — ), Chloro-

phyll b (—.—.—) und deren Gemisch im Verhiiltnis a/b = 3[1 ( —————), zusammengestellt nach

Priiparaten von E. Wiedemann. Kann zum Messen von Azetonlésungen auf Pulfrich-Photometer

in Kiivetten mit 1 em Schichtdicke mit dem Filter S 64 beniitzt werden. Abszisse: Chlorophyll-
menge in 10 ml Volumen der Lésung; Ordinate: Extinktionswerte.



Zahugténi extraktu: Acetonovy extrakt muZeme piimo nandfet na chromato-

graficky papir. Mazeme také pievést pigmenty do etheru: etherovy roztok se rychleji nanasi
vzhledem k niziimu bodu varu etheru i k mensimu obsahu vody v extraktu. Acetonovy extrakt
se tedy nalije do d¢lief batiky malého objemu, napi. 50 ml, nebo lépe do specidlné zhotovené
valcovité deliel banky objemu cea 20 ml. K acetonovému extraktu se piida vice ne# poloviéni
mno#stvi etheru. Protiepe se a podlije se nasycenym nebo méné koncentrovanym roztokem
NaCl. Tim se odddli dvd vistvy — svrehni etherova vrstva obsahuje viechny lipofilni pigmenty,
do spodni vodné vrstvy piechézi aceton a piipadné fykobiliny a jiné pigmenty rozpustné ve
vodd. Pitomnost NaCl zabhratiuje vzniku emulsi. Spodni vrstva se vypusti, etherovd vrstva
v bance so 33 aZz 5% promyje destilovanou vodon (bez trepanil), kterou je nejlépe pozvolna
prokapavat ctherovou vrstvou z pipety nebo z druhé déliei banky. Thn se odstrani aceton
i zbytky soli a etherovy roztok pigmenti se ¢dsteéné zkoncentruje. Etherovy roztok se pak
pielije do kalibrované zkumavky: dal#i zahu§téni maZeme provést odpafovanim za sniZzencho
tlaku nebo foukdnim proudu dusiku z tlakové nddoby na hladinu roztoku. Cim koncentrovantjii
je roztok pigmenti, tim rychleji se nandsi na chromatograficky papir.

Nandadeni{ extraktu na chromatograficky papir: Vzhledem k ne-
stalosti rostlinnych barviv neni mo#né extrakt uchovavat napi. do druhé¢ho dne. Proto se roztok
pigmentt ihned nanese na papir. Pouzije se kapilarni sklenéné pipetky, vytazené ze sklenéné
trubi¢ky. Objem pipetky je tieba zmétit pomoci kalibrované mikropipety a vyznacit — vhodné
jsou pipetky objemt 20 az 2(0pl. Usti pipetky musi byt tizké, roztok musi vytékat az pii dotyku
8 papirem.

K déleni je vyhodné uzit papiru Whatman &. 1 (tenky) nebo ¢. 3 (thusty), podle toho, jak
velkd mnozstvi barviv budeme dclit. Na papire ¢. 3 jsou vzhledem k vétsi tloustee papiru skvrny
oddélenych barviv ztetelndjsi. Papir vystiithneme ve tvaru obdélniku, ¢tvrtkruhu nebo kruhu -
viz jednotlivé metody. Na ¢aru startu nanasime extrakt ve formé tsecky dlouhé obvykle 2 em,
a to tak, aby na 1 em délky startu byl nanesen extrakt se 2 az 5 ug chlorofylu (papir Whatman 1
nebo s 5 a% 10 yg chlorofyl (Whatman 3). Pomoci jednoduché rovnice muzeme vypoéitat, kolik
mikrolitrit pfipraveného etherového roztoku obsahuje 1 ug ehlorofyli:

10
X = — av,
a,.c
x = hledany pocet ul vysledného etherového roztoku, ktery obsahuje 1 pg chlorofyld;

ay = celkovy objem vysledného etherového roztoku v ml;
a, = pavodni objem tohoto mnozZstvi acetonového extraktu, které bylo pfevedeno do etheru,
v ml;

¢ = mnozstvi chlorofyli v mg, odeétené podle zméiené extinkce acetonového extraktu na ose x
na obr. 1.

Vypottené mnoistvi etherového extraktu — x — pak zndsobime délkou usedky na startu,
na kterou nandsime, a dale dvéma a? péti pro papir Whatman 1 a péti aZ deseti pro papir What-
man 3. Protoze déleni chloroplastovych pigmentii na papife se ¥idi pfevasné principy adsorpént
chromatografie, postupuji skvrny chlorofylt rychleji, je-li na jednotee startu naneseno veétsi
mnozstvi chlorofyli. Cheeme-li tedy srovnat pigmentové sloZeni riiznych ras, musime ze studo-
vanych vzorkt nanaget takovd mnozstvi extrakth, aby na délkové jednotce startu bylo vidy
stejné mnozstvi chlorofylit. Nejlepsim zptisobem je nanést dvé skviny porovnédvanych vzorku
a doprostied mezi né jejich smés: pri tom koncentrace chlorofylii ve smésné skvimé musi byt
stejnd jako v obou jednotlivych skvrnach.

Odpafovani rozpoustédla béhem nanaseni urychlujeme proudem chladného vzduchu (napf.
z osufovace vlasit) nebo lépe proudem dusiku z tlakové nddoby. Pii nandseni dbdme toho, aby
skvrna na startu méla co nejuZsi tvar.

Zptsoby vyvijeni chromatogramu: Pro ni& el jsou vhodné postupy, pri
nichz se barviva rozdéli rychle a na malé plose papiru. Lze doporudit tii zptsoby:

a) vzestupné vyvijeni na obdélnikovém papiie,

b) vzestupné vyvijeni na kuzelové plose papiru (podle Osawy 1957),

¢) kruhové vyvijeni.

Vyviji se ve tmé (staci zakryt vyvijeci komoru ¢ernou latkou).

a) Vzestupné vyvijeni na obdélnikovém papiie Vyvijime ve skle-
néné kyveté rozméru napt. 190 < 80 % 260 mm se zabrouenym vikem. Pod vikem upevnime
vodorovné po délee kyvety dvé sklenéné tycinky, jejichZ oba konce jsou zapustény v provria-
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nych gumovych zatkach. Zabrouseny horni okraj kyvety a vika se nama%ou hustou vaselinou,
aby byl prostor uvnit¥ kyvety tésné uzavien. Na dno kyvety nalijeme asi 30 ml vyvijeei roz-
pousteédlové soustavy (viz nize).

Na papite rozméru 140> 270 mm oznacime (obyc¢ejnou tuzkou!) rovnobézné 2 em od okrajo
kratsi strany ¢dru startu, kterou rozdélime na 5 vsecek délky 2 em, s 0,56 em mezerami mezi
tseckami a 1 em mezerou od okraji papiru. Na usecky naneseme analysované vzorky. Po vysu-
Seni nanesenych skvrn papir spodnim okrajem (blizko ¢ary startu) ponoiime opatrné do vyvijeci
soustavy (asi 30 ml) na dné kyvety, horni okraj pichneme pies sklenénou tyéinku upevnénou
v horni éasti kyvety. Uzavienou kyvetu prekryjeme ¢ernou latkou a vy vijime tak dlouho, dokud
se ¢elo vyvijeel soustavy nepiiblizi na vzdalenost asi 1 em od ohybu papiru (cea 1 hod.). Pak
chromatogram vyjmeme a ihned zakreslime obrysy oddélenych skvrn a jejich barvu.

b) Vzestupné vyvijeni na kuzelové plose papiru. Z listu chromato-
grafického papiru vystifihneme kruh o poloméru 23 cm, ktery rozstiibneme na 4 ¢étvrtkruhy.
Céru startu tvoii soustfednd kruznice o polomdéru o 2 em mensim. Extrakty pigment nandsime
na tsecky 2 az 3 em dlouhé, s mezerami 0,5 a% 1 cm. Od konet ¢ary startu vynechame po 3 cm.
Papir pak stocime do kuzele tak, aby se okraje prekryvaly dole sifkou cea 1 em. spojime pro-
pichnutim spendlikem a postavime do Petribo misky praméru 12 em, v niz je vyvijeci soustava.
Petriho miska stoji na sklenéné desce: miska s kuZelem se prekryje obrdcenym sklendnym
vileem se zabrousenym a vaselinou potrenym okrajem. Vyvijeni se ukonéi po cca 1 hod., kdyZ
éelo vyvijeel soustavy dosahlo vzdalenosti asi 2,6 az 3 ¢m od vreholu kuzele.

¢) Kruhov¢é vyvijeni. Z chromatografick¢ho papiru so vystfihne kruh o primdéru
21 em, Soustiednd kruznice o pramdéru 3 cm tvoii ¢aru startu, na které lze nanaset extrakty
na kratké tscecky (1 az 2 cm) nebo ve tvaru tecek. Ve stfedu papirového kruhu se udeld asi
3 mm otvor, jim# se prostréi zespodu smotek filtraéniho papiru. Papir se pak vlozi vodorovnd
mezi zabroudené okraje dvou stejné velkych polovin Petriho misek. Na dné spodni misky stoji
miska malého priméru (5—10 em), v niz je nalita vyvijeci soustava. Do ni musi dosahovat smotek
papiru. Vyvijeci soustava jim stoupa ke stiedu papiru a radidlné (v mirném ovélu vzhledem ke
sméru vldken papiru) postupuje k okraji papiru. Vyvijeni se ukoné¢i po ceca 30 minutéch, kdyz
je ¢elo rozpoustédlové soustavy asi 0,56 em od stény misky.

Zpusob a) je spolehlivym zpisobem standardnim. Pri zptisobu vyvijeni b) se skvrny pigmenti
zuzuji a zahustuji, coz zvyraziiuje oddéleni zejména karotenoida. Pii zpusobu ¢) se plocha
naopak rozsifuje a tak mdlo koncentrované pigmenty se Uplné ztréceji (napi. karotenoidy).
Postup ¢) je vsak velmi rychly, skvrny jsou pomérné ostie odlisené, kompaktni a bez ,,ocast’’;
proto se hodi tam, kde je tieba urcit pouze pritomnost chlorofylii,

Vyvijeci soustavy: Vyvijecich soustav byla v literatuie popsdna celd fada (viz
napi. SesTAk 1958a); jsou to vesmds kombinace nepoldrniho rozpoustédla s malym podilem
polarniho rozpoustédla.

Pro béznou praci staéi tii soustavy, které poskytuji odligné rozdeéleni: je vyhodné délit stejné
vzorky paralelné ve vsech trech soustavach rozpoustédel a vysledky porovnat.

1. Toluen p. a. Chlorofyly zistanou &patné rozlisené jako dvé zony blizko startu, zato oddclené

karotenoidy jsou dobfe patrné;

2. toluen-methanol (400 : 1) (modifikovand soustava podle Caizy a Noaucuino 1954). Methanol
lze nahradit n- i isopropanolem. MnoZstvi alkoholu v soustavé nesmi byt vyssi, nez je udano.
Chlorofyly jsou dobre oddéleny, oviem vétdinou neni bezbarvd zona mezi chlorofylem a a b.
Karotenoidy jsou dobte oddéleny;

smés podle Hacrra (1955): benzin—benzen — chloroform — aceton — isopropanol (50 : 35 : 10 :
: 0,5 : 0,17). Dobre se od sebe oddéli skvrny chlorofylii @ a b, které viak veétsinou prekryvaji
skvrny xanthofyli.

)

Detekece skvrn: Jednotlivd barviva ur¢ujeme visuélné, podle barvy a polohy (od cela
rozpouitédla): smeésnd skvrna karotent (oranZove zlutd); feofytiny (Sedoolivova, malo vyraznd
skvrna, vznikajici z chlorofylt destrukei kyselinami); 3 az 4 skviny xanthofyli — postupndé
oxydovanéjsi typy (barvy Zluté, oranzové Zluté i ¢ervené a purpurové Cervend); chlorofyl a
(modrozeleny); chlorofyl b (zlutozeleny); na startu chlorofylidy a dalsi derivaty chlorofyli roz-
pustné ve vodé i piidatna hydrofilni barviva (fykobiliny a anthokyany), pokud zbyly v etherovém
roztoku po promyvani vodou. Polohu karotenoidu je treba ihned zakreslit, protoze nékteré se
na vzduchu rychle destruuji a uz 1/2 hod. po skonéeni vyvijeni nejsou zictelné. Chlorofyly
a jejich derivaty lze uréit podle ¢ervenofialové fluorescence pod ultrafialovym zafenim (lampa
Phylora s Woodovym sklem) — jsou takto zietelné i po vyblednuti barvy.

Presné urdéeni a kvantitativni analysa pigmentu: Podle polohy
skvrn lze jen hrubé uréit, k jakému typu xanthofyli pigmenty ve skvrnéch patii. Cheeme-li
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urc¢it karotenoidy presné, podle absorpénich spekter, musi se na tlustém papiie (Whatman ¢&. 3)
rozdélit velké mnozstvi extraktu (mnoho skvrn), z vystrizenych é4sti papiru se skvrnami vy-
eluovat pigmenty hexanem a stanovit jejich spektrilni kiivku spektrofotometricky. Toto stano-
veni se musi délat opatrns, v atmosféfe dusiku. Cheeme-li se oviem podrobnéji vénovat spektro-
fotometrickému stanoveni karotenoidii, je vyhodndjsi pouzit chromatografie na sloupei adsor-
bentu.

Chlorofyly pro kvantitativni kolorimetrické stanoveni eluujeme z vystiizenveh skvrn etherem
nobo acetonem.

Pokusny material

Jako material slouzily kultury na agaru i ve vodném prostiedi ze Shirky
kultur autotrofnich organismi CSAV, vedené akad. S. Pratem (vide PRAT
1948). Kultury laskavé pripravovaly prom. biol. J. Dvorakova a M. Basle-
rova. Kultury byly analysovany v nékolika pokusnych sériich v letech 1958
az 1961. Byly to kultury (vpravo uvedeno shirkové ¢islo — viz BASLEROVA
a DvoRAKROVA 1962):

Anabaena cylindrica LinMmM, C 373
Botrydiopsis alpina VISCHER A 294
Botrydiopsis intercedens VISCHER et PASCHER A 12
Calothrix sp. C 377
Chlamydomonas agloeformis PASCHER A 34
Chlorella pyrenoidosa CHICK A 82
Chlorella vulgaris var. viridis CHODAT A 87
Chlorocloster engadinensis VISCHER A 296
Chlorococcum humicolum (NaEa.) RAB. A 90
Cryptomonas ovata NHRENB. A 291
Dunaliella salina TEODORESCO A 281a
Euglena gracilis KLEBS A 259a
Haematococcus pluvialis Frotow et WiLLe A 63
Heterococcus caespitosus VISCHER A 6
Heterococcus crassulus VISCHER A 306
Heterothriz solida VISCHER A 214
Mesotaentum caldariorum HANsa. A 225
Murieclla decolor VISCHER A 118
Nephrodiella brevis ViscHER A 297
Oocystis pusilla HaNsa., A 213
Pleurochloris magna BoyE-PETERSEN A 316
Pleurochloris meiringensis VISCHER A 386
Porphyridium aeruginosum (kmen od O. Starra, Indiana
University, Bloomington, USA)
Porphyridium cruentum (Ag.) NArEG. A 126
Vaucheria sp. A 374

Nérost rozsivek, prakticky bez znedidténi Fasami z jinych taxonomickych skupin, vyrostly
na betonovém podklads v Prazské kanalisaci a ¢istirnd odpadnich vod v Praze 6, Papirenska 6,
mi poskytl prom. biol. J. Popovsky.

Vysledky pokusia a diskuse!
"V ysledky ziskané na 107 chromatogramech, jsou schematicky shrnuty
na obr. 2, ktery ukazuje nalezené rozdily mezi fasami z rtiznych taxonomickych
gkupin.

U viech studovanych druht fas z kmene Chlorophyta byly nalezeny pig-
menty stejného typu jako jsou u vysSich rostlin. Velmi podobné sloZzeni pig-
mentt ma Huglena gracilis, kterd se od zelenych tas liSila nepiitomnost i
xanthofylu typu luteinu (x,), zato obsahovala vysoce oxydovany xanthofyl.
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Obr. 2. — Schematické znazornéni chromatogramu, ukazujiciho nalezené sloZenf pigmenti
u raznych taxonomickych skupin fas: 1 — Chlorophyta (Chlorella, Chlamydomonas, Chlorococcum,
Dunaliella, Haematococcus, Mesotaenium, Muriella, Qocystis); 2 — FEuglenophyta (Euglena);
3 — Rhodophyta (Porphyridium); 4 — Cyanophyta (Anabaena, Calothrix); 5 — Diatomeae;
6 — Heterokontae (Botrydiopsis, Heterococcus, Heterothrixz, Pleurochloris, Vaucheria). Stupnice
vpravo ukazuje jednotlivé typy pigmentii: k — karoteny (u 4 — Cyanophyta a 5 — Diatomeae
oranZzové ¢ervens zbarvené — ziejmé vyhradni pritomnosti f-karotenu); f — feofytiny (zakresleny
jen u 1. skupiny Fas); x, — xanthofyly typu luteinu (so 2 atomy kysliku v molekule); x,R — spe-
cificky xanthofyl u Porphyridium; x; — oranZové zluty xanthofyl Heterokontae (nenalezen u He-

terothriz a Pleurochloris); x, — xanthofyly typu violaxanthinu; x; — specifické xanthofyly
Heterokontae; x;5 — specifické xanthofyly u Huglena; fx — fukoxanthin; a — chlorofyl a;

b — chlorofyl b; x;51 — specificky xanthofyl Heterokontae.

Abb. 2. — Schematische Darstellung des Chromatogramms, welches die ermittelte Pigment-
zusammensetzung bei verschiedenen Algenarten darstellt: 1 — Chlorophyta (Chlorella, Chlamydo-
monas, Chlorococcumn, Dunaliella, Haematococcus, Mesotaenium, Muriella, Oocystis); 2 — Kugleno-
phyta (Buglena); 3 — Rhodophyta (Porphyridium); 4 — Cyanophyta (Anabaena, Calothriz);

5 — Diatomeae; 6 — Heterokontae (Botrydiopsis, Heterococcus, Heterothriz, Pleurochloris, Vau-
cheria). Die Skala rechts zeigt die einzelnen Pigmenttypen: k — Carotine (bei 4 — Cyanophyta
und 5 — Diatomeae orangerot gefiirbt — wahrscheinlich durch die ausschliessliche Gegenwart

von f-Carotin); f — Phaeophytine (nur bei der ersten Algengruppe eingezeichnet); x, — Xantho-
phylle des Typs Lutein (mit 2 Sauerstoffatomen im Molekiil); x,p — spezifisches Xanthophyll
bei Porphyridium; x, — orangegelbes Xanthophyll der Heterokontae (ist bei Heterothriz und
Pleurochloris nicht gefunden worden); x, — Xanthophylle des Typs Violaxanthin; x; — spezi-
fischo Xanthophylle der Heterokontae; X553 — spezifische Xanthophylle bei Huglena; fx — Fuco-
xanthin; a — Chlorophyll a; b — Chlorophyll b; x41 — spezifisches Xanthophyll der Heterokontae.

129



Xanthofyly se 2 atomy kysliku v molekule, které pro Huglenophyta uvadi
GoopwiN (1955), nebyly nalezeny. STRAIN (1958) zjistil u Huglena chroma-
tografii na sloupei dva xanthofyly, z nichz i méné adsorbovany byl vice
adsorbovan nez zeaxanthin nebo jiné xanthofyly se 2 kyslikovymi atomy v
molekule. To souhlasi s vysledky mych pokusi.

U fas z dalsich studovanych kmeni nebyl nalezen jiny chlorofyl, nez chlo-
rofyl a. Chlorofyl ¢, uvadény u rozsivek fadou autort (viz napt. STRAIN 1951),
se nepodatilo zjistit.

U ruduch z rodu Porphyridium byl zjistén oranzové zluty xanthofyl, podle
adsorpénich vlastnosti xanthofyl se 2 atomy kysliku v molekule. Podle
STRAINA (1958) jde o zeaxanthin; to souhlasi s Gdaji JENSENA a JENSENA
(1959) o vétsi adsorbovatelnosti zeaxanthinu nez luteinu. V souhlase se
STrRAINEM (1958) jsem u rodu Porphyridium nenalezl chlorofyl d.

Skvrna karotentt u analysovaného vzorku rozsivek byla charakteristicky
oranzové barvy, coz svéddi o piitomnosti pfevazné f-karotenu. Kromé skvrny
fukoxanthinu se oddélila jedté skvrna xanthofylu typu violaxanthinu.

U obou studovanych sinic (Anabaena, Calothriz) nebyly kromé oranzové
skvrny karotenu (podle STRAINA 1958 i GooDWINA 1955 vyhradné f-karoten)
nalezeny dalsi karotenoidy; na nékterych chromatogramech byla tésné pod
skvrnou karotenu slaba skvrna snad nékterého malo oxydovaného xanthofylu.

U studovanych heterokontnich fas byly zjistény 4 skvrny xanthofyld.
Nejméné adsorbovany xanthofyl byl oranzové Zluty a nebyl ptitomen ve
viech analysovanych druzich (chybél u Heterothrix solida VISCHER a u Pleuro-
chloris magna BoyE-PETERSEN). Prostiedni xanthofyl ptipomina svymi vlast-
nostmi violaxanthin. Ttet{ xanthofyl netvofil smésnou skvrnu pii soudasném
vyvijeni s extrakty z jinych typt fas. Posledni zlutohnédy pigment tvofil
uzkou zonu blizko startu. Sledovani v ultrafialovém zafeni svéd¢éi pro xanthofyl:
pigment fluoreskoval matné zluté, slabé rtzové zbarveni bylo ziejmé zpiiso-
beno znedidténim malymi mnozstvimi chlorofylu a. Pii eluci této skvrny
a opakované chromatografii se pigment rozkladal. Je velmi pravdépodobné,
ze jde o 4 dosud nepojmenované xanthofyly, specifické pro heterokontn{ fasy,
jak ostatné dokazuje STRAIN (1958), ktery zméfil i jejich spektra. Analysy
pigmentt z Vaucheria sp. potvrdily jeji prisluSnost k heterokontnim fasam,
kterou v poslednich letech prokazovali podle piitomnosti pouze chlorofylu
a (byt ve dvou vazebné odlisnych formach) SAcroMsKY (1957) a RIETH a
SAGROMSKY (1959) na zakladé studia druht Vaucheria dichotoma (LiNNE)
AcArDH. a V. synandra WORONIN ze dvou ekologicky i zemépisné odlisnych
stanovist. Stejné xanthofyly jako u zelenych fas jsem pozoroval u hetero-
kontni fasy Chlorocloster engadinensis VISCHER, ktera si vyzaduje jesté dal-
gfho studia.

Pouzitelnost metody papirové chromatografie k taxonomickému studiu se
ukazala u fasy Nephrodiella brevis VISCHER, kterda se v literatute fadi mezi
Heterokontae. Papirovou chromatografii byla u ni jasné proluwana pritomnost
chlorofylu b i ptitomnost xanthofylta typickych pro zelené fasy.

Nejméné informaci je v literatufe o pigmentech fas z kmene Pyrrhophyta
(viz GoopwiN 1952). U analysované kultuxy C’ryptmnonaa ovata, JLHRENB.
jsem nalezl chlorofyl a, neidentifikovany oranzové zluty xanthofyl a karoten.

Podrobnéjsiho studia by si zasluhovaly zmény sloZeni pigmentd béhem
ontogenetického vyvoje fas, pii starnuti kultury. Snad by se tak vysvétlila
obcasnd pritomnost silné adsorbovaného xanthofylu, pravdépodobné se 6 atomy
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Obr. 3. Vliv starnuti kultury na sloZeni pigmentt u Haematococcus pluvialis FrLorow et WiLLe,
Stari kultury ve dnech oznaceno pod schematickym nékresem. Prvni dvé kultury péstoviny
v tekutém mediu, posledni na agaru. Oznaceni typa pigmenta (vpravo) jako na obr. 2, x — znaci

smés karotenoidu zlutého, oranzového az ¢ervenofialového zbarveni,
Abb. 3. — Einfluss des Alterns der Kultur auf die Pigmentzusammensetzung bei Haematococcus

pluvialis Frorow et WiLLe. Das Alter der Kultur in Tagen ist unter der schematischen Zeichnung

angegeben. Die erston 2 Kulturen wurden auf fliissigem Medium, die letzte auf Agar kultiviert.

Die Bezeichnung des Pigmenttyps (rechts) wie in Abb. 2, x — bedeutet ein Gemisch von Caroti-
noiden gelber, orange bis rotvioletter Firbung.
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kysliku v molekule, kterou jsem zjistil u nékolika zelenych tas (Chlorococcum,
Chlorella, Dunalvella, Mesotaenium, Oocystis). Jde ziejmé o neoxanthin ne-
bo jemu podobny xanthofyl.

Zajimavé zmény byly pozorovany béhem starnuti kultury Haematococcus
pluvialis Frorow et WiLLe (viz obr. 3). V kultufe staré 31 dni byly viechny
buiiky zelené, slozeni pigmenttt bylo stejné jako u jim’mh druhti zelenych fas.
Po 54 dnech lze pod mikroskopem ZJIStlt postupn(‘ ¢ervenani chloroplastu,

anthofsl x, se ztraci, xanthofyl x, a karoten zad¢ina prekryvat nckolik zlutych
az Gervenofialovych karotenoidi, které konedéné u staré kultury pievladnou.
U staré kultury zmizely i chlorofyly, zejména i chlorofyl a. Chloroplasty této
kultury jsou jiz zcela dervené.

Na piikladu tasy Haematococcus pluvialis Frorow et WrinLw lze ukazat,
ze rozpory mezi raznymi idaji v literatute o karotenoidech fas (viz Goopwin
1952) mohou byt zpusobeny stavem analysované kultury. Podobné chlorofyl d
byl STRATNEM (1958) nalezen jen u nékterych druhi ruduch, i v tychz tiidach.

Nejasnou otdzkou zistavaji také zmény pigmentt, zejména karotenoidi,
pti tschove extrakti (i za skladovani ve tmé pti teploté okolo 0° C). Tak napf
u extraktl z fasy Porph yridium cruentum (Ac.) NarG. byla hned po pfipraveni
extraktu pozorovana jen jedna skvrna xanthofyld, prfwdcpodobne zeaxanthin
(viz STRAIN 1958), kdezto 2. a 3. dne byla pozorovana jesté dalsi skvrna,
svédéici pro xanthofyly typu violaxanthinu. Kromé moznosti premén karo-
tenoidu in vitro je oviem velmi pravdépodobné uplna destrukce nékterého
pigmentu béhem skladovani vzorku a ptipadné i béhem piipravy extraktu,
takze urc¢ity malo koncentrovany pigment nemusi byt pii chmmdtograﬁckem
déleni vibec zjistén.

Pigmenty Fas a dynamika jejich vyskytu jsou oblasti dosud pomérné malo
prozkoumanou a zaslouZily by si v&tsi pozornosti. Neni pochyby, Ze podrobné
studium pigmentového slozeni fas vyjasni i mnoho taxonomickych otazek
v algologii.

Souhrn

Metoda papirové chromatografie plastidovych pigment umoziiuje rychlé orienta¢ni stanoveni
pritomnosti chlorofyli a karotenoida, které lze pouzit jako vyznamny znak v algologii. Proto
jsou podrobné popsany zpusoby piipravy extraktu pigmenta ¥as, techniky vyvijeni chromato-
gram( (vzestupné vyvijeni na obdélnikové a kuZelové plose, horizontalni kruhové vyvijent),
vhodné rozpoustédlové soustavy (toluen; toluen-methanol v poméru 400 : 1 a Hacrrova smés)
a zpusoby detekee oddélenych pigment. Pigmentové slozeni dvou druhti fas lze srovnat na
jednom chromatogramu nanesenim oddélenych skvrn extraktt z jednotlivych druhii a jejich
smésné skvrny. Uvadi se vysledky analys 25 druht fas, patticich mezi Chlorophyta, Euglenophyta,
Cyanophyta, Diatomeae a Heterokontae. Byla potvrzena piislunost rodu Vaucheria mezi Hetero-
kontae. U druhu Nephrodiella brevis VISCHER, Fazeného dosud mezi heterokontni fasy, byl na-
lezen chlorofyl b a xanthofyly shodné s xanthofyly zelenych tas. U druhu Haematococeus plu-
vialts Trotow et WinLe byly sledovany zmény pigmentového sloZeni pri starnuti kultur a éerve-
nani chloroplasta.

Podékovani: Za cenné rady v otdzkéich algologickyeh co nejsrdeéndji ddkuji prof. dr. B. Fottovi.
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Zdentk Sestak:

Die Anwendung der Papierchromatographie der Chlorophyle
und Carotinoide in der Algologie

Institut fiir experimentelle Botanik, Tschechoslowakische Akademie der Wissenschaften, Prag 6

Es ist vorteilhaft, beim Studium der Pigmentzusammensetzung, welche ein
wichtiges Bestimmungsmerkmal der Algen ist, die Papierchromatographie
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anzuwenden, da diese schneller und weniger miihsam als die Methode des
chromatographischen Teilens auf einer Adsorbentsiule ist. Sie ergibt auch
besser vergleichbare Ergebnisse bei cca 10mal kleinerer Materialmenge.

Die Pigmente werden aus den Algen nach Zerreiben mit Sand (SEstik 1958b) mit Azeton
extrahiert, dann werden sie in eine Atherlésung iiberfithrt. Diese wird mit Hilfe cines Kapillar-
pipettchens am Start des chromatographischen Papiers (Whatman Nr. 1 oder 3) aufgetragen.
Die Pigmentzusammensetzung von zwei Algenarten kann auf einemn Chromatogramm durch
Auftragen von getrennten Flecken der Extrakte aus den einzelnen Arten und des Flockes der
Mischung beider verglichen werden. Da die Vollkommenheit der Teilung von der Pigmentmenge,
die auf einer Liingeneinheit des Fleckes am Start des Papiers aufgetragen wird (beim Papier
Whatman Nr. 1 2 bis 5 ug Chlorophyll auf 1 em dor Fleekliinge, bei Whatman Nr. 3 5 bis 10 ug),
abhéngig ist, ist es vorteilhaft, vor dem Auftragen die Pigmentkonzentration im Iixtrakt fest-
zustellen (siehe Abb. 1). Die Chromatogramme werden aufsteigend auf rechteckigem Papier
oder auf einer Kegelfliche (Osawa 1957) oder mit Hilfe der Horizontal-radial-Technik ent-
wickelt. Es werden Toluen, ein Gemisch von Toluen-Methanol (oder Propanol) im Verhiltnis
400 : 1 oder das Gemisch nach Haumr (1955): Benzin — Benzen — Chloroform - Azeton — Isopro-
panol (im Volumenverhéltnis 50 : 30 : 10 : 0,5 : 0,17) angewendet.

In den eigentlichen Versuchen wurden 25 Algenarten untersucht, die zu
den Chlorophyten, Euglenophylen, Rhodophyten, Cyanophyten, Diatomeen und
Heterokonten gehoren und aus der Sammlung von Kulturen autotropher
Organismen der Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften in Prag
(ihr Verzeichnis ist auf S. 128) stammten, und eine Probe eines Diatomeen-
aufwuchses von einer natiirlichen L()l\ahmt Die Ergebnisse der Analysen
gind in Abb. 2 zu sehen. Bei Griinalgen wurden Pigmente gleichen Typs wie bei
hoheren Pflanzen gefunden. Bei Huglena wurde ausser einem Xanthophyll
des Typs Violaxanthin ein hoch oxydiertes Xanthophyll gefunden. Das orange-
gelbe Xanthophyll der Gattung Porphyridium ist wahrscheinlich Zeaxanthin
(nach STrAIN 1958). Bei beiden untersuchten Blaualgen wurde significant
nur f-Carotin und (,hlomphyll a festgestellt. Bei den ])I(lt()?))ﬁbn wurde Chloro-
phyll @, Fucoxanthin, ein Xanthophyll des Typs Violaxanthin und g-Carotin
gefunden. Von den vier Xanthophylltypen der Heterokontae ist der am we-
nigsten oxydierte Typ orangegelb gefiarbt; dieser wurde nicht bei Heterothrix
solida Viscner und Pleurochloris magna BOYH PrrersEN festgestellt. Zwischen
dem Start und dem Chlorophyll ¢ -~ Fleck wurde bei den Helerokonten ein am
starksten adsorbiertes gelbes Pigment, eher ein Xanthophyll mit 6 Sauer-
stoffatomen im Molekiil als ein Pigment des C ‘hlorophylltyps gefunden. Bei
Cryptomonas ovata KARENB. fand ich Chlorophyll a, ein nicht identifiziertes
orangegelbes Xanthophyll und Carotin.

Beim Altern von einigen Algenkulturen verianderte sich wesentlich deren
Pigmentzusammensetzung. Bei einer 31, 54 und 141 Tage alten Kultur der
Griinalge Haematococcus pluvialis TI()TOW et WiLLE verschwanden nach und
nach die Chlorophylle (zuerst Chlorophyll @) und das Xanthophyll des Typs
Violaxanthin; Carotin und das Xanthophyll des Typs Lutein wurden durch
eine bunte Skala von gelben, orangefarbigen bis rotvioletten Carotinoiden
itherdeckt (siche Abb. 3).
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