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UvoD otizka hledini novych, ckonomicky zajimavych zdroji
pfirodnich barviv. Jako jeden z perspeklivnich se jevi

S rostoucim tlakem vefejnosti proti pouZivini synte-  biomasa fotoautotrofnich mikroorganismil, fas a sinic [1].
tickych barviv v potravindfstvi se stivi stile akwdlndjsi  Pro perspektivu jejich pouZiti hovofi nkolik skutecnosti.
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Rasy a sinice predstavuji skupinu organismi, Citajici
nckolik desitek tisic druhti, kieré obsahuji ve své biomase
pestrou paletu barviv, od Zlutych a oranZovych xantofyli,
pies Cervené karoteny a [yloerytryny, modré fytokyaniny
aZ po zelené chlorolyly [2]. Kritkd generacni doba téchio
mikroorganismii umozZije, ve srovndni s vyS$imi rostli-
nami pomémné rychle pfipravovat genetickymi mani-
pulacemi mutanty se zménénym pomérem a mnozstvim
barviv v biomase [3]. Za desctileti vyzkumu fotosyniézy,
kdy fasy slouZily jako modclové organismy, je pomérné
dobfe zpracovand metodika jejich kullivace, genctiky
a analyzy jednotlivych slozeck biomasy, mezi nimi
i vlastnich pigmentd.

Klasickou metodou analyzy pigmentd je spektro-
fotometrické stanoveni celkového obsahu pigmentd za
pouZiti empirickych rovnic sestavenych riznymi autory
[4,5]. Tato metoda je zatim ncjrozSifendjsi pro svou
rychlost a jednoduchost, neposkytuje viak naprosto Zidné
informace o zastoupeni jednotlivych pigmenti. Pomi-
neme-li takové metody, jakymi jsou tenkovrsivi [6] a kolo-
novd chromatografic [7,8], jeZ bud’ ncumoZiuji
kvantitativni stanoveni nebo jsou zdlouhavé, coz zvySuje
riziko rozkladu jednotlivych pigmentd, je jedinou vhodnou
metodou, spliiujici vSechny poZadavky na rychlost
a kvantitativni analyzu, vysokoucinnd kapalinovd chro-
matografic (HPLC).

Moderni HPLC systémy nabizeji fadu pfednosti ve
srovnini s uvedenymi metodami, avSak ani pomoci 1élo
metody neni jednoduché separoval a stanovilt viechny
pigmenty vyskytujici se v autotrolnich fasich. Pfi¢inou
tohoto stavu je na jedné strané velky rozsah polarit foto-
syntetickych pigmentit a na strané druhé omezend selekti-
vita chromatografickych kolon.

V literatufe existuje fada ddaji o separaci loto-
syntetickych pigmentli na normilnich fizich jako je sili-
kagel [9,10,11] Al;O3 [12] nebo MgO [13).

Vedle normilnich [izi nasly velmi Siroké uplatnéni pii
scparaci fotosyntetickych pigmentd 1zv. reverzni fize,
predeviim silikagel s chemicky vazanymi okladecylovymi
zbytky. Kolony s takto modifikovanym povrchem maji
opacnou polaritu a tedy i jednollivé pigmenty sc cluuji
v obriceném pofadi neZ na normélnich Gizich. Vedle urdi-
tych nevyhod, mezi n¢z patii relativné mald retencni akti-
vita pro polirni xantolyly a naopak znaéni pro nepoliri
karoteny, jsou tyto kolony schopny uspokojit separacni
niroky pro prakticky viechny fotosyntetické pigmenty
vyskytujici se v autotrofnich fasich [ 14-21].

MATERIAL A METODY
1. Kultivace

Pro analyzy byla pouZita biomasa sladkovodnich
mikroskopickych fas rodu Chlorella vulgaris kmen 109 z¢
sbirck Oddé&leni autotrolmich mikroorganismi MBU
CSAV v Ticboni. Biomasa byla kultivovina na
venkovnich otevienych kultivacnich zafizenich [22
v minerdlnim médiu tohoto sloZeni:

MgS04.7H:0, 1.00 g.I"'; KNOs, 1.25 g.I''; Mg,PO;,
1.25 gI'"; CaCly, 0.084 g.I''; HiBO;3, 0.114 g.1''; ZnSO;.
H20, 0.088 g.I™'; FeS04.7H,0, 0.050 g.1"'; MaCl2.H-0,
0,014 g.I'"; (NH4)2M00Os, 0.007 g.I"'; CuS04.5 H20, 0,016
g.1"'; Co(NO3)2.6 H20, 0.005 g.I'". Jako zdroj uhliku slouzil

technicky CO2 ztlakovych lihvi. Priméma denni produkce
pii stfedni ozifenosti 3 500 Wh.m? byla 15 g.m 2.den™.

2. Extrakce

Pro extrakci [otosyntetickych pigmentd z fasové
biomasy byla pouZila modifikovani metoda podle [23].
10 ml Fasové suspenze o koncentraci 1 - 5 g suSiny na litr
se centrifuguje pfi 5 000 x g po dobu 5 min, sediment se
dezintegruje sklenénymi kulickami ¢.3 o priméru 0,3 mm
v pfitomnosti 0,5 ml foslitového pufru o pH 7,7 po dobu
3 minut. Nislednym krokem je inaktivace chlorofylasy,
kterd se providi pfidavkem 1 ml izopropanolu. Vlastni
extrakee se providi 90% acetonem tfikrit po sobé, extrakty
s¢ spoji a po doplnéni na pfesny objem se pfimo nanaseji
na analytickou kolonu.

3. Pristrojové vybaveni

HPLC analyzy byly providény na kapalinovém chro-
matogralu Beckman, sestivajiciho ze dvou vysokotlakych
Cerpadel (model 114M) a kontroleru gradientu. Pro detekci
chromatogralickych piki bylo pouZito detektoru diodo-
vého pole (Waters, model 991), pfipojeného k poéitaci
NECAPC IV s firemnim programem pro sbéra zpracovani
chromatogralickych dat a spekter.

Pro stanoveni obsahu celkovych xantofyli a karotend
v acelonovém extrakiu byl pouZit dvoupaprskovy spektro-
fotometr Shimadzu UV 2000 a vypocet koncentrace byl
providén podle UNESCO-SCOR.

4. Chromatografické podminky

Pro separaci pigmentii v acetonovém extrakiu fas byla
pouZita kolona Ultrasphere ODS (Altech) 250 x 4,6 mm,
naplnéni silikagelem s chemicky vizanymi okta-
decylovymi skupinami o zméni 5 pm. Mobilni [ize A
sestavala ze smési acetonitril: methanol: 0.2 mol/l Tris pufr
pH 7, 74:6:1 (obj.), mobilni fdzc B ze smési metha-
nol:hexan, 5:1 (obj.). Gradicnt: 0-4 min.100%A, pak
linedmi gradient z 0% na 100% béhem 2 min, nisleduje
10 min izokraticky 100% B a pak zpét lincdrnim
gradicntem na 100% A béhem 2 min. Mezi jednotlivymi
nastiky je nutno 4 min ekvilibrovat kolonu mobilni fizi A,
prutok 2 ml/min.

Vsechny pouZité chemikilic a rozpousiédla byly p.a.
Cistoly. Standardy pigmenti chloroflyl a, chlorofyl b, a-
karoten, f-karoten byly od [irmy Sigma, zcaxantin od
firmy Holfman La Roche. Veskeré operace byly provi-
dény za chladu, tlumeného svétla a pokud moZno
v almos(éfe dusiku.

5. Identifikace jednotlivych pigmentt

Identifikaci jednotlivych pigmentii jsme provadéli na
ziklad¢ cluéniho pofadi v reverznim systému a na zikladé
absorpcnich spekier. Obeené 1ze eluéni pofadi v reverznim
systému stanovil nisledujicim zpisobem podle Klesajici
polarity |2]:

- vlivstupné nenasycenosli:

C=C=C>CaC-C>C=C-C>C-C-C
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vliv koncovych skupin:
Py >y > e>f

vliv oxoskupin:
-COOH > -OH > =C=0 > -OR

Elu¢ni pofadi stanovené na ziklad¢ chro-
matografického chovini v reverznim sysiému jsme kore-
lovali s absorpénimi spekiry jednotlivych pikd, jak na
zikladé literirnich dat, tak i s dostupnymi standardy.
Konfiguraci cis izomerti jsme urcili na ziklad¢ hodnoty
Dp/Dy; [24], kterd uddvd pomér absorpéniho maxima cis
piku v oblasti 300 - 350 nm a prostfedniho hlavniho
absorpCniho pisu.
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Obr.1 Separace Jotosyntetickych pigmentii extrahovanych z Fasy
Chlorella vulgaris za dodrieni vsech podminek sprdavné
vedené extrakce
(osa x - doba analyzy [min]; osa y - absorbance detektoru
pfi 440 nm [j.])
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Obr.2  Separace fotosyntetickych pigmentii extrahovanych : fasy
Chlorella vulgaris bez inaktivace chlorofyldzy.

(osa x - doba analyzy [min]; osa y - absorbance detektoru
pfi 440 nm [j.])

6. Kvantitativni stanoveni jednotlivych pigmenti

Kvantitativni stanoveni karotenoidl pomoci HPLC je
kriticky krok v celém analytickém postupu. PouZivi sc
metody jak externiho, tak interniho standardu. Mctoda

externi kalibrace vyZaduje mit k dispozici standardy viech
pigmentd, jez se vyskytuji v analyzovaném vzorku. Tato
metoda je zalizena znacnou chybou vlivem rozdilného
postupu pfipravy vzorkl standardd a vlastniho extraktu
z biologick¢ho materidlu. Tento nedostatek sice odstrafiuje
metoda vaitfniho standardu, avSak vzhledem k tomu, Ze se
zna¢né lisi absorpéni koeficienty a tim i odezva detekioru
na jednotlivé karotenoidy, je i v tomto pfipadé nutno mit
k dispozici standardy jednotlivych karotenoidil a stanovit
1zv. odezvovy faklor.

Z uvedenych diivodil jsme pro kvantitativni stanoveni
jednotlivych pigmenti zvolili metodu pfimého vypociu
absolutniho poctu mold, proslych méfici celou detektoru,
na zikladé Lambert-Beerova zikona a chro-
matografickych dat [25]. Tato metoda dovoluje vypocet
poctu mold analytu (N,) z ploch piki (A;), pritoku mobilni
fize (F), optické délky méfici cely detektoru (1) a hodnoty
molirnich absorpénich koeficienti (€), jeZ jsou pro vétSinu
pigmentd tabeloviny, podle rovnice:
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Obr.3  Separace fotosyntetickych pigmentii extrahovanych z rasy

Chlorella vulgaris bez inaktivace chlorofyldzy soucasné
bez stabilizace pll fosfatovym pufrem.

(osa x - doba analyzy, [min]; osa y - absorbance detektoru
pfi 440 nm, [j.])

Celkovi suma karotenoidi a chlorofyli vypocteni
podle vySe uvedené rovnice, byla porovnina s hodnotami
stanovenymi klasickym zplisobem pomoci spektroskopie.

VYSLEDKY

Vzhledem K tomu, Ze fasy obsahuji Siroké spektrum
pigmentli od polirnich xantolyl, pies chlorofyly az po
nepolirmi karoteny, je pouZiti gradientové eluce nezbyiné
pro dosaZeni poticbného rozdéleni v pfijatelném case
analyzy. Separa¢ni i¢innost predklidaného systému a vliv
riiznych podminek extrakee jsou ilustroviny na tfech chro-
matogramech, (obr. 1, 2 a 3). Na obr. 1 je uveden piiklad
separace acclonového extrakiu z fasy Chlorella vulgaris,
extrahované za dodrZeni viech podminek spravné vedené
extrakce. Naproti tomu obr. 2 demonstruje extrakéni
postup bez kroku inaktivace chlorofylasy. Na uvedeném
chromatogramu se objevuji piky 1 a 2, jeZ reprezentuji
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chlorolylidy a a b, vznikI¢ odtrZenim [ytolového fetézee
pusobenim uvedencho enzymu. OdirZenim nepolirniho
fytolového fetézee se vyrazné zméni polarita takto
vzniklych chlorofylidi, a 1¢é10 skute¢nosti naprosto piesné
odpovidi i jejich chromatogralické chovini, kdy se cluuji
v reverznim systému jeSt¢ pied polimimi xantofyly.

Tab. I. Elucni poradi jednotlivych pigmentii

Pik ¢. Nizev 1R [min.) Dy / Dy
1 Chlorofylid b 3.01 -
2 Chlorofylid a 3.12 -

3 Neoxantin 349 0,10
4 Violaxantin 4,02 0,12
5 all-trans-1utein 6.05 0.17
6 all-trans-Zeaxantin 6.15 0.19
7 13-cis-lutcin 6.75 0.54
8 13-cis-Zeaxantin 6.95 0.51
9 Chlorolyl b 9.54
9 Chlorolyl b, alomer 10,03
10 Chlorolyl a 11,27 -
10° Chlorofyl a, alomer 11,32 -
11 Feofytin b 12,03 -
12 Feofytin a 13.68 -
13 a -karoten 15.22 0.16
14 B -karoten 15.34 0.09

Tab. II. Obsah jednotlivych pigmenti v biomase fas (% vztaZena
na susinu rasové biomasy)

Pik & Nizev [mgA] %
1 Chlorofylid b - -
2 Chlorofylid a - -
3 Neoxantin 0385 0.043
4 Violaxantin 093 0.048
5 all-trans-1utcin 4.55 0.240
6 all-trans-Zeaxantin 0.22 0.015
7 I3-cis-Luein 0.20 0.015
8 13-cis-Zeaxantin 0.02 0.002
9 Chlorofyl b 15.00 0.750
9" Chlorofyl b, alomer - -
10 Chlorofyl a 53.10 2,650
10° Chlorofyl a, alomer
11 Feofytin b = -
12 Feolytin a - -
13 a -karoten 0.10 0.007
14 B -karolen 0.68 0.030
2 Xantofylu a karotenu 155 0.400
¥ Chlorofylu 63,10 3,400
¥ Pigmentu 75.65 3.300

Na obr. 3 je pripad zcela nevhodnd vedené extrakee,
jak bez inaktivace chlorolylasy, tak bez stabilizace losli-
lovym pufrem za soucasn¢ho piisobeni svétla. Na tomto
chromatogramu sc objevuji jak piky 1 a 2, odpovidajici
vySe diskutovanym chlorolylidim, tak predeviim dalsi
piky 9a 10, jeZ reprezentuji alomery chlorolyli, a dile piky
11 a 12, jez predstavuji feolytiny b a a. Oba uvedend typy
degradacnich produkii vznikaji vlivem okyseleni vzorku

behem dezintegrace bunck bez stabilizace pH [osfatovym
pulrem, kdy dochizi k uvolnéni kyselého bunééného obsa-
hu. Na tomto chromatogramu je 1€z patrny vzristajici
obsah piki 7a 8, jez byly identifikoviny na zikladé Dg/Dy
hodnot, kieré udivaji pomér absorpéniho maxima cis piku
v oblasti 300 - 350 nm a prostiedniho hlavniho absorpéniho
pisu jako cis izomery luteinu a zcaxantinu,

Piky chlorolylidi a chlorolylii byly identifikovdny na
ziklad€ srovndni ziskanych absorp&nich spekier se spektry
Cistych standardii. Piky jednotlivych xantofyli odpovidaji
svym polirnim charakierem obeenému pofadi v reverznim
sysiému, a 1€7 i jejich spektra s dobfe vyvinutou jemnou
struklurou jsou v souladu s literdrnimi ddaji. Eluéni poradi
jednotlivych pigmentd je shrmuto v tab. I a koncentrace
jednotlivych pigmentd v tab. 1.
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Kopecky, J. - Kajan, M. - Tichy, V.: Analyza potraviniisky
vyznamnych barviv ze sladkovodnich Fas metodou HPLC.
Kvas. prim., 39, 1993, ¢. 4,s. 102 - 106

V prici je prezentovina metoda kvalitativi a kvantitativi
analyzy potravinirsky zajimavych barviv v biomase sladkovodni
fasy Chlorella vulgaris. Mctoda umoZiiuje stanoveni chlorofyld
véetné jejich degradacnich produktd, xantofyll a karotend pomo-
ci gradicntové vysokodcéinné kapalinové chromatografic na
reverzni fazi. Identifikace jednotlivych pigmentd a jejich degra-
daénich produktil byla proviidéna porovnianim spekier ziskanych
pomoci detektoru diodového pole s Gdaji publikovanymi v lite-
ratuie. Soucasné je dokumentoviin vliv extrakénich podminek na
kvalitu analyzy a tvorbu degradacnich produkid pigmentd.

Koneykwu, H. - Kaan, M. - Tuxu, B.: AHaAu3 3HaUMTEABHBIX
NPOoAOBOABCTBEHHBLIX KPACALJHUX BELJECTB H3 MPECHO-
BOAHBIX BoAOpOcAed meroaom HPLC.Ksac. npym., 39, 1993, N°
4, ctp. 102 - 106

TlpeACTaBARIOTCA METOAbl KAYECTBEHHONO M KOAMYECTBEHHONO
AHAAM3A KPACALYMX BELECTB, MHTEPECHBIX C TOYKH 3pEHHA CBOEro
NpUMEHEHMA B MULYEBOM NPOM3BOACTBE, B G1oMacce npecHOBOAHOM
BOAOPOCAM.

MeToa NO3BOARET ONpeAeAeHHE XAOPO(HUAAOB, BKAIOYAA NPOAYKTHI
WX Aerpasaynu, KCaHTO(MAAOB M KapPOTEHOB NpPH MOMOLYM Tpas-
MEHTHOM BbICOKO3EKTHBHOM XMAKOCTHOR XpoMaTorpadun Ha
pesepcusoft daze. MaeHTHPHKAYHA OTAEABHBIX MUTMEHTOB W
NPOAYKTOB MX AETPajalMH NPOBOAHAACH CONOCTABAEHHEM CNEKTPOB,
MOAYHEHHBIX € MOMOLYBIO AETEKTOPAa AMOZHOTO MOAA C AAHHBIMH,
ony6aukoBannmMu B AuTepaType. OAHOBPEMEHHO AOKY-
MEHTHPYETCA BAMAHME YCAOBMA IKCTPAarnpoBaHWA HAa Ka4eCcTBO

aHaAn3a u oGpasoBaHue NPOAYKTOB AErpajalui NUrMEHTOB.

Kopecky, J. - Kajan, M. - Tichy, V.: Analysis of Alimentary
Dyes [rom Fresh-Water Algae by HPLC Method. Kvas. prim.
39, 1993, No. 4, pp 102 - 106

The method of the qualitative and quantilative analysis of
alimentary dyes in a biomass of the [resh-water algae Chlorella
vulgaris is described. The method permits the determination of
chlorophylls including their degradation products, xanthophylls
and carolenoids using the gradient HHPLC on the reverse phase.
Anidentification of the individual pigments and their degradation
products was performed by a comparison of the spectrum obtai-
ned with the detector of diode field with the data published in
a literature. Further, the elfect of extraction conditions on the
quality of analysis and the formation of pigment degradation
products is discussed.

Kopecky, J. - Kajan, M. - Tichy, V.: Analyse der [ir die
Lebensmittelindustrie wichtigen Farbstoffe aus den
Siiwasser-Algen mittels der HPLC-Methode. Kvas. prim. 39,
1993, Nr. 4, S. 102 - 106

Vorgestellt wird dic Methode der qualitativen und quanti-
tativen Analyse der vom Standpunkt der Lebensmittelindustrie
interessanten FarbstolTe in der Biomasse der SiBwasser-Alge
Chlorella vulgaris. Die Methode ermbglicht die Bestimmung der
Chlorophylle samt ihrer Degradationsprodukle, der Xantophylle
und Karotene durch die hochwirksame Gradient-
Fliissigkeitschromatographic aul der Reversphase. Die Identi-
fikation der einzelnen Pigmente und ihrer Degradationsprodukle
wurde aul’ Grund des Vergleichs der mittels des Detektors des
Dioden-Feldes gewonennen Spekira mit den Angaben aus der
Literatur durchgeliihrt. Gleichzeitig wird der EinfluB der
Extraktionsbedingungen aul’ die Qualitil der Analyse und die
Bildung der Degradationsprodukte der Pigmente dokumentiert.



