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WSTEP

Obiekty wodne na swym pierwotnym dnie zbudowanym z réznych utwordéw skal-
nych maja zdeponowang pewng ilo§¢ autochtonicznego i allochtonicznego materiatu mine-
ralno-organicznego. Autochtoniczne sktadniki osadow stanowia opadajace na dno szczatki
organizméw roslinnych i zwierzgcych zasiedlajacych okreslone §rodowisko wodne, resztki
niestrawionych pokarmow i odchody wickszych zwierzat, wytracajace si¢ z wody rozpusz-
czone 1 koloidalne zwigzki chemiczne oraz materiaty pochodzace z abrazji brzegdw. Mate-
rial allochtoniczny sktada si¢ gléwnie z produktéw erozji podtoza zlewni [379].

Materia organiczna zawarta w osadach dennych jest mieszaning lipidow, weglowoda-
now, protein i innych zwiazkéw pochodzacych ze szczatkdéw organizméw zyjacych weze-
$niej w jeziorze 1 jego zlewni. Z tej mieszaniny w procesie przemian diagenetycznych
formowane sa substancje humusowe, stanowiace od 60 do 70% materii organicznej
w osadach mlodych i ponad 90% w starszych. Resuspensja i splyw w glab misy jeziornej
przenosza materiat z plytkiego litoralu do glebszych partii zbiornika. Przemiany mikrobio-
logiczne zachodzace w wodzie i osadach powoduja zmniejszanie si¢ udzialu materiatu
wyjsciowego i zastepowanie go zwigzkami syntetyzowanymi przez mikroorganizmy [283].
Pula materii organicznej deponowana w osadach dennych zasilana jest przez detrytus,
ktorego zrodlem sg jednokomorkowe glony zyjace w strefie fotycznej. Jednak w wielu
przypadkach znaczacy moze by¢ takze udziat detrytusu pochodzacego z roslin ladowych.
Na wzgledne udziaty materii z tych dwoch glownych zrodet wpltywaja produkcja zacho-
dzaca w jeziorze, produkcja roslin ladowych oraz procesy transportu [280]. Zakumulowana
w osadach materia organiczna odzwierciedla oba typy i ilosci materialow ze zrodet pier-
wotnych oraz stopien przemian i degradacji materiatu wyjsciowego [24, 281, 284].

Materia organiczna podlega réznym procesom, ktére moga zmienia¢ jej sktad we
wzglednie krotkim czasie pomiedzy jej synteza a dlugoterminowym zdeponowaniem na
dnie zbiornika. Mniej reaktywne formy materii organicznej zaczynaja dominowac,
podczas gdy bardziej reaktywne i rozpuszczalne w wodzie sg wykorzystywane jako
pokarm przez mikroorganizmy oraz odzywiajace si¢ osadami zwierzeta.

Woezesne fazy diagenezy wystepujace przed sedymentacja moga istotnie modyfi-
kowaé wilasciwosci materii organicznej. Eadie i wspol. [104] w badaniach prowadzo-
nych na jeziorze Michigan stwierdzili, ze 85% weggla organicznego, ktory byt wigzany
w procesie fotosyntezy w strefie fotycznej, bylo mineralizowane przed opuszczeniem
epilimnionu, czyli czgéci stupa wody powyzej termokliny. Okoto 94% wodnej produk-
cji pierwotnej tego jeziora bylo ponownie wilaczane do obiegu przed wzbogaceniem
powierzchni osadu znajdujacej si¢ na glgbokosci 100 m. W jeziorach ptytszych materia
organiczna opada w krotszym czasie i1 dlatego jest krocej wystawiona na procesy utle-
niania w stupie wody. Ze wzgledu na zachodzace procesy pozostatosci syntetyzowanej
przez mikroorganizmy materii organicznej sa dolaczane do mieszaniny, niektdre sg
modyfikowane lub niszczone, lecz inne sa zachowywane. Ostatecznie materia organicz-
na osadow jest tylko niewielka frakcja poczqtkowego materiatu [282, 291].

Zaraz, po wzbogaceniu osadow materia organiczna jest przedmiotem dodatkowych
procesow prowadzacych do rozktadu i przemian spowodowanych utlenianiem. Wydhuze-
nie czasu wystawienia materii organicznej na utlenianie powoduja takze procesy resu-
spensji i mieszania biologicznego. Organizmy bentosowe powodujg dalszg degradacje
poprzez wykorzystanie materii organicznej jako pokarmu. Tylko niewiclka cz¢$¢ materii
organicznej wyprodukowanej w ekosystemach wodnych zostaje ostatecznie pogrzebana
w osadach. W wyniku zachodzacych procesow zanikaja labilne produkty biosyntezy
i formowane sg substancje bardziej odporne na procesy diagenezy [48, 282].



Pomimo catkowitego rozktadu struktur morfologicznych w osadach dennych zo-
stajg zachowane zsyntetyzowane przez glony, fototroficzne bakterie i rosliny wyzsze
barwniki roslinne oraz ich pochodne [57, 245]. Chlorofile, karotenoidy oraz ich po-
chodne zostaty wyizolowane i zidentyfikowane juz w latach czterdziestych ubieglego
stulecia [120]. Niezmodyfikowane karotenoidy pochodzenia glonowego odnajdywane
byly w osadach morskich liczacych 56 tysigcy lat [416], podczas gdy perhydrokaroten
(catkowicie nasycona pochodna karotenoidow) zostat wyizolowany z tupkéw ilastych
zdeponowanych w ptytkich jeziorach ponad 50 milionéw lat temu [292]. 1lo$¢ zdepo-
nowanych w osadach jeziornych barwnikéw pochodzacych z epilimnionu i hypolimnio-
nu zalezy przede wszystkim od sktadu gatunkowego i biomasy fitoplanktonu oraz bak-
terii fototroficznych [182, 297, 308, 353], makrofitow [30], jak rowniez doptywu ze
zrodet ladowych. Podstawowa produktywno$¢ jezior jest bardzo zmienna, co jest kon-
sekwencja indywidualnych cech zbiornikow, typu zlewni, zmian w uwarstwieniu wod
oraz szeregu czynnikéw naturalnych oraz powodowanych przez cztowieka, wptywaja-
cych na poziom wody i retencje¢, obecnos$¢ drobnoustrojow, procesy zachodzace w shu-
pie wody; produktywnos¢ zalezy takze od klimatu [88, 115, 315, 352].

Poczatkowo barwniki roslinne w badaniach paleolimnologicznych wykorzystywano
jedynie jako wskazniki obecnos$ci okreslonych populacji organizméw fototroficznych czy
zmian w produkcji biologicznej jezior [20, 118, 183, 402]. Z czasem jednak zakres zasto-
sowan barwnikéw i ich pochodnych jako wskaznikéw w badaniach ekologicznych i pa-
leolimnologicznych znacznie rozszerzono. Badania jako$ciowych i iloSciowych stosun-
kéw roéznych grup barwnikéw wykorzystywane sa do oceny biologicznego stanu wod
zarowno ptyngcych, jak i stojacych. Pomimo Ze niektore barwniki takie jak chlorofil a
i B-karoten sg bardzo powszechne, obecno$¢ takich barwnikoéw jak alloksantyna, luteina,
fukoksantyna i zeaksantyna, ktore sg markerami okreslonych grup glondéw, pozwala okre-
$li¢ ich liczebno$¢ [47, 107, 195, 336, 398] lub dynamike¢ zmian ilosciowych [232, 396].
Szczegblne znaczenie dla zrozumienia procesow zachodzacych w samych jeziorach majg
badania dotyczace zbiornikéw, do ktorych nie doptywa materia allochtoniczna, a takze
wolnych od oddziatywan cztowieka [412]. Na podstawie zachowanych w osadach den-
nych barwnikéw i produktow ich rozktadu mozna okresli¢ historyczng obecno$é i obfitos¢
poszczegdlnych grup glondéw [92, 114, 156, 233, 245, 331, 347, 372, 373, 400, 413, 415],
zmiany klimatyczne [6, 148, 168, 377] oraz zmiany trofii [13, 45, 93, 100, 146, 147, 153,
339, 450-452]. Barwniki obecne w osadach stanowig takze zapis warunkéw tlenowych
panujacych w hypolimnionie jezior [78, 146, 454] i oddzialywania ros$linozercow [13,
300]. Badania barwniko6w moga stanowi¢ cenne uzupehienie badan palinologicznych
[342, 345, 423]. Gdy uwzgledni sig fakt, ze relacje migdzy barwnikami fotosyntetycznymi
pochodzacymi z osadow dennych sa zwykle odmienne od stosunkdéw panujacych w stupie
wody, co jest spowodowane zr6znicowaniem tempa ich rozktadu i stopniem zachowywa-
nia [263, 436], okazuje si¢, ze barwniki mogg by¢ uzyteczne, stanowigc biomarkery do
Sledzenia diagenetycznych przemian detrytusu glonowego [437]. Analiza zawartych
w rdzeniach barwnikow pozwala na wydzielenie w historii jezior okreséw dominacji
glonéw, sinic czy makrofitow [414] badz postgpujacego zakwaszenia [143, 425]. Han
i wspot. [157] na podstawie przeprowadzonych analiz osadéw dennych (zawartosci wegla
organicznego, weglanéw, barwnikow, wartosci 8°C) okreslili zmiany klimatyczne
i zmiany poziomu wody w jeziorze w ciggu analizowanych 700 lat. W okresach suchych
i cieptych wzrastata zawarto$¢ sinic, co odzwierciedlato si¢ w zwigkszonym zachowywa-
niu oscillaksantyny i miksoksantofilu, natomiast zachowywaniu chlorofilu sprzyjaty okre-
sy zimniejsze i bardziej mokre (tab. 1).

W pracy przedstawiono wystepowanie i wlasciwosci poszczegdlnych grup barw-
nikéw, procesy ich degradacji oraz podstawowe metody ich oznaczania.
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1. ZRODLA BARWNIKOW DEPONOWANYCH
W OSADACH DENNYCH

Do gtéwnych zrédel barwnikéw w ekosystemach wodnych zaliczy¢ nalezy makro-
fity, populacje fototroficznych bakterii, sinice oraz zespoty glonéw planktonowych
i bentosowych [68, 141, 188, 209, 245, 272, 297, 376, 417]. W wodach moga wystgpo-
waé réowniez barwniki zwigzane z materialem detrytusowym donoszonym z ladu lub
resuspendowanym z osadow [69, 240, 427].

1.1. MAKROFITY

Makrofity w wodach stojacych reprezentowane sg przez liczne gatunki roslin, po-
czawszy od ziemnowodnych amfifitdéw, a skonczywszy na pleustonie (tab. 2). Strefowe
rozmieszczenie roslin naczyniowych wystepuje w réznych zbiornikach $rdédladowych,
jednak tylko w jeziorach osigga pelne zréznicowanie przy duzym bogactwie form ro-
slinnych. W wodach wyrdznia si¢ nastepujace zbiorowiska roslinne (fitocenozy):

— amfifity (Schroder, 1902) — rosliny ziemnowodne, rozwijajace si¢ na granicy wody
i ladu, przystosowane do zycia zarowno w ptytkiej wodzie, jak i na ladzie. Strefa ich
wystgpowania lezy na pobrzezach okresowo znajdujacych si¢ pod woda;

— helofity (Warming, Raunkiaer) — rosliny zakorzenione w dnie i wznoszace si¢ ponad
wode pedami wegetatywnymi i owocujacymi. Wyrdznia si¢ wsrod nich dwie
podgrupy — szuwary i oczerety:

e szuwary (Starmach, 1954) — rosliny wystgpujace w ptytkiej wodzie, na terenach
zabagnionych i przejsciowo znajdujacych si¢ pod woda. Sa to rosliny btotne,
przystosowane do okresowego zalewania przez wode,

e oczerety (Starmach, 1954) — ro§liny rozwijajace si¢ na plyciznach przy-
brzeznych, a czasami $rodjeziornych. Na tawicy przybrzeznej wystawionej na
falowanie oczerety rosng w pewnej odlegtosci od brzegu, nosza wtedy nazwe
oczeretow wielkojeziornych. W miejscach ostonigtych dochodza do samego
brzegu, a na terenach podmoktych czgsto rosng na ladzie;

— nimfeidy (Du Rietz, 1921) — rosliny rozwijajace si¢ na dnie, o liSciach ptywajacych
na powierzchni wody. Ogonki lisciowe tych ro$lin sg dlugie, elastyczne i si¢gaja do
powierzchni wody. Ich masywne i silnie rozwini¢te ktacza tkwia gleboko w osadach
dennych, zabezpieczajac rosliny przed wyrwaniem. Wystepuja przewaznie po ze-
wnetrznej stronie oczeretow w zatokach i ostonigtych miejscach jezior, a czasami
1 wérdd mniej zwartych oczeretow. Jedynie w matych, zacisznych i czgsto zamknig-
tych jeziorach moga zajmowac¢ znaczne przestrzenie, wypierajac inne gatunki roslin.
Wszystkie rosliny o lisciach ptywajacych zle znosza wigksze ruchy wody (falowa-
nie, prad) oraz gwaltowne zmiany poziomu wody;

— elodeidy (Du Rietz, 1921) — ro$liny catkowicie zanurzone w wodzie, ich todygi
asymilacyjne i owocujace wznoszg si¢ nad dno, ale nigdy nie wyrastaja ponad wodg
i nie tworzg lisci ptywajacych, jedynie kwiaty moga wystawac¢ z wody. Rosliny na-
lezace do tego zbiorowiska czesto tworza rozlegle taki podwodne, stanowigce dolne
pietro litoralu;
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— isoetidy (Du Rietz, 1921) — rosliny rozwijajace si¢ przy samym dnie, ktore nigdy nie
dorastaja do powierzchni wody. Zwykle tworza podwodne darnie na niewielkich
glebokosciach. Zbiorowisko to tylko w niektorych jeziorach zajmuje wigksze prze-
strzenie. Przewaznie sg to stosunkowo mate ptaty ro§linnosci na tawicy przybrzezne;j
rozlegltych jezior — zazwyczaj na ptyciznach miedzy brzegiem a oczeretami wielko-
jeziornymi lub na plyciznach §rodjeziornych na tak zwanych gorkach podwodnych.
Niektore rosliny wehodzace w sktad tego zbiorowiska (poryblin, jezierza) mogg wy-
stepowac takze w miejscach glebszych;

— pleuston (Schrdoder, 1902) — rosliny makroskopowe, niezakorzenione, lecz wolno
unoszace si¢ na powierzchni wody lub w wodzie. Nie tworza statych zbiorowisk,
czesto rozwijaja si¢ pod ostong roslin zakorzenionych [25].

Makrofity cechuje specyficzny (tab. 3), odmienny od glonéw sktad chemiczny
(tab. 9) i w porownaniu z nimi charakteryzuja si¢ niewielka liczbg barwnikéw, bowiem
obecne s3 u nich jedynie chlorofile a i b oraz B-karoten, a-karoten, luteina, zeaksantyna,
neoksantyna i wiolaksantyna [245, 249, 317, 374]. Badajac rozktad materiatu organicz-
nego pochodzacego z roslin zanurzonych, Bianchi i Findlay [29] stwierdzili obecno$é¢
fukoksantyny u Potamogeton sp. 1 Vallisneria americana. Szersze omoéwienie budowy
oraz wlasciwosci chlorofili i karotenoidow wystepujacych u roslin wyzszych przedsta-
wiono w czesci poswigconej barwnikom obecnym u glonow.

1.2. BAKTERIE I SINICE

W srodowisku wodnym znaczaca role w produkcji materii organicznej odgrywaja bak-
terie autotroficzne, natomiast bakterie heterotroficzne biorg udziat w mineralizacji detrytusu,
stanowigc wazne ogniwo w procesach obiegu materii i przeptywu energii [87, 312].

Tabela 3. Sktad chemiczny trzech glownych typow roslin [423]

Typ ekologiczny Biatka Weglowodany ]eitlzsrt;;l;t Celuloza
roslin S = - -
% materii organicznej
Wynurzone 13 >0 2,1 32
(3,5-26,7) (23-69) (0,4-6,1) (17,6-45.4)
O lisciach 26,5 42 4,0 27
pltywajacych (18-44) (31-64) (2,8-5,7) (14-38)
Zanurzone 22 o1 2,2 27
(7,5-34,7) (20-70) (4,4-5,1) (14,0-61,6)
Srednia dla grup 19 50 2,4 29

W tabeli 4 zaprezentowano czgstotliwos¢ wystepowania przedstawicieli niekto-
rych rodzin bakterii w wodach stojacych. Biomasa i liczba bakterii sa najwigksze
w epilimnionie, gl¢biej zmniejszaja si¢, a minimum osiagaja w matalimnionie i goérnej
czesci hypolimnionu, aby ponownie wzrosnag¢ w dolnej jego czesci, szczegolnie, gdy
panuja tam warunki beztlenowe [423]. Najwigcej bakterii nieprzetrwalnikujacych wy-
stepuje w wodach eutroficznych, natomiast w wodach mezotroficznych i dystroficznych
przewazaja bakterie, ktore wytwarzaja przetrwalniki [312]. W tabeli 5 przedstawiono
zroznicowanie liczby bakterii, ich objgtosci 1 biomasy w wodach jezior o r6znej produk-
tywnosci. Liczba bakterii na ogot zwigksza si¢ wraz ze wzrostem trofii, ale nalezy pa-
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migtac, ze zalezy to od jeziora, sezonu czy roku [423]. Bakterie zarowno fotosyntetyzu-
jace, jak i niefotosyntetyzujace sa bogate w karotenoidy, ktore moga stanowi¢ nawet
3% ich suchej masy (np. u Streptomyces mediolani). Najczegsciej u bakterii wystgpuja
fitoen, fitofluen, neurosporen, likopen oraz B3-, y- i ¢-karoteny (rys. 1), natomiast u bak-
terii zyjacych w warunkach beztlenowych dosy¢ powszechne sa karotenoidy metoksy-
lowane (tab. 6), ktorych brak u glonow, podczas gdy nie wystepuja karotenoidy epok-
sydowe. Sporadycznie obecne s3 karotenoidy o charakterze kwasnym. Karotenoidy
aromatyczne takie jak chlorobakten, izorenieraten czy okenon wystepuja tylko u niekto-
rych rodzajow bakterii [188, 268]. Ogodlnie u bakterii stwierdzono obecnos$¢ okoto 100
karotenoidoéw, z czego 24 to karoteny. Karotenoidy wystepujace u bakterii zawieraja
w czasteczce najczgsciej 40 atomoéw wegla, rzadziej trzydziesdcei, czterdziesci pigé czy
pigédziesiat.

Tabela 4. Czestotliwo$¢ wystepowania przedstawicieli niektorych rodzin bakterii w wodach

stojacych [312]
Grupa fizjologiczna Takson Cze;stothwos'c
wystepowania
Bacillceae +++
Bacteriaceae ++
Pseudomonadaceae ++
Micrococcaceae +++
Amonifikatory Mycobacteriaceae +++
Micromonoaporaceae ++
Actinomycetaceae +
Chromobacteriaceae ++
Caulobacteriaceae ++
Chlamydobacteriaceae +
Denitryfikatory Pseudomonadaceae ++
Nitryfikatory Nitrobacteriaceae +
Bakterie wigzace azot atmosferyczny Azotobacteriaceae N
Clostridium ++
Chromathiaceae ++
Bakterie siarkowe Achromathiaceae +
Thiobacillaceae ++
Redukujace siarczany Desulfovibrio desulfuricans ++
Bakterie wodorowe Hydrogenomonas +
Chlamydobacteriaceae +
Bakterie Zelaziste Qallzonella N
Siderocapsaceae ++
Hyphpomicrobiaceae ++
Spirochaetaceae ++
Rozktadajace zwiazki organiczne Bacillaceae +
typu weglowodanow Mpycobacteriaceae +
Actinomycetaceae +
Bacteriaceae +
Rozktadajace weglowodory Pseudomonadaceae +
Mycobacteriaceae ++

+ malo, ++ $rednio, +++ duzo
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Tabela 5. Liczba, obj¢tos¢ oraz biomasa bakterii w jeziorach o zréznicowanej produktywno$ci
[423] (pisownia nazw jezior zgodna z oryginatem)

Tvp i iezi Liczba Objetosce Biomasa
yp i jeziora 10%-ml! um om’
Oligotroficzne
Zelenetskoye 0,175 0,265 0,06
Baikal 0,20 - -
Krivoye 0,67 0,43 0,21
Onezhskoe 0,29 - -
Ladozhskoe 0,35 - -
Pert 0,13 — —
Mezotroficzne
Krasnoye 0,70 0,43 0,30
Naroch 0,64 0,50 0,32
Dal'nee 1,50 0,67 1,00
Sevan 0,39 112 0,43
Glubokoe 1,20 — 0,97
Eutroficzne
Drivyaty 1,84 0,76 1,40
Myastro 2,20 0,50 1,10
Batorin 6,40 0,50 3,20
Beloe 2,23 — —
Chernoe 4,00 — —
B. Krivoe (stone) 12,3 — —
4 stone jeziora afrykanskie 3,7-360 — —
Zbiorniki
Rybinsk 1,70 0,60 1,00
Bratsk 0,85 0,90 0,77
Kiev 4,10 0,84 3,35
Kremenchung 3,50 0,60 2,10
Kakhov 4,00 0,47 1,90
Dneprodzerzhin 3,40 0,65 2,20
Kashkorenskoe 7,8-57,9 — —
Rybovodnye (staw) 1,0-40,0 — —
Kramet-Niyaz (staw)
bez nawozenia 2,0-6,0 - 2,0-6,0
Z nawozeniem 5,0-20,0 - 5,0-25,0
Dystroficzne
Chaernoe 1,07 — —
Piyarochnoe 0,43 — —
Serpovidnoe 0,1-0,5 - -
Wartosci Srednie
Oligotroficzne 0,50 0,2-0,4 0,15
Mezotroficzne 1,00 0,4-1,2 0,70
Eutroficzne 3,70 0,5-0,9 2,30

Pod wzgledem budowy i struktury chemicznej wigksze zréznicowanie jakosciowe
wystepuje u bakterii niefotosyntetyzujacych, natomiast najwicksze zrdéznicowanie
w strukturze chemicznej wsrdd bakterii fotosyntetyzujacych wykazuja bakterie siarko-
we oraz z rodzaju Rhodopseudomonas 1 Chromatium. U bakterii beztlenowych tworza
si¢ gldwnie karoteny oraz ubogie w tlen ksantofile hydroksylowane lub metoksylowane
przy weglu w pozycji 1.
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Rys. 1. Wzory przyktadowych karotenoidow wystepujacych u bakterii [53]

Tabela 6. Charakterystyka struktury gtownych grup karotenoidéw u bakterii [87]

Bakteric Rodzaje karotenoidéw
alifatyczne| monocykliczne | bicykliczne | aromatyczne | metoksylowane
fotosyntetyzujace + + — + +
niefotosyntetyzujace + + + + +
Rodzaje karotenoidow
Bakterie hydroksylowane przy weglu Karbonylowe Karboksylowe
(&) (8]

fotosyntetyzujace — + + —
niefotosyntetyzujace + + + ()

(+) wystepowanie niepewne lub limitowane

U bakterii tlenowych nad karotenami ilo§ciowo dominuja ksantofile bogate w grupy
hydroksylowe, ketonowe, aldehydowe, metoksylowe i karboksylowe [87]. Oprocz organi-
zmow, ktore prowadza oksygeniczny typ fotosyntezy (z wydzieleniem tlenu), istnieja grupy
bakterii, dla ktorych zrodtem elektronow nie jest woda, lecz zwiazki siarki lub proste zwigz-
ki organiczne, i ten typ fotosyntezy przebiega bez wydzielenia tlenu (anoksygeniczny typ
fotosyntezy). W przeciwienstwie do organizmoéw prowadzacych oksygeniczny typ fotosyn-
tezy bakterie charakteryzuja si¢ wystgpowaniem tylko jednego fotouktadu. Optimum spek-
tralne bakterii lezy w zakresach w znikomy sposob wykorzystywanych przez fitoplankton:
700-760 nm dla zielonych bakterii siarkowych i > 800 nm dla bakterii purpurowych [234].

W komorkach bakterii wystepuja nie tylko karotenoidy, obecne sg rowniez bakterio-
chlorofile, ktorych podstawowe wlasciwosci spektrometryczne zestawiono w tabeli 7.
Zroznicowany przebieg widm absorpcyjnych bakterichlorofili a i b przedstawiono na
rysunku 2, natomiast na rysunku 3 zamieszczono ich wzory strukturalne. Do najczgsciej
wystepujacych nalezy bakteriochlorofil a. U wigkszosci bakterii purpurowych obecny
jest on zar6wno w antenach, jak i w centrum reakcji.
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Tabela 7. Gtéwne maksima absorpcji bakteriochlorofili w rozpuszczalnikach organicznych [172]

. . . Maksima absorpcji, nm
Zwiazek | Wzo6r i masa czasteczkowa | Rozpuszczalnik Soret Q. Q
BChl 4 CssH7N,OsMg eter dietylowy 358 577 773

910 metanol 365 605-608 772
BChl b CssH7uN,OsMg aceton 372 592 791
908 eter dietylowy 368 578 794
cter dietylowy 429 - 659
BChle aceton 428 - 660
cter dietylowy 423 - 651
BChld aceton 424 - 654
Bchl e aceton 458 — 647
Bchl g C55H74N406Mg eter dletylowy 364, 404 565 767
886 aceton 365, 405 566 762
A B
% %
s 5
5 g
2 <
350 450 550 650 750 850 350 = 450 | 550 | 650 750 850
Diugos¢ fali (nm) Diugos¢ fali (nm)

Rys. 2. Przebieg widm bakteriochlorofili @ (A) i b (B) [350]

c

00CH,

COOR

Rys. 3. Wzory strukturalne bakteriochlorofili a (A) i b (B) [350]

Bakteriochlorofil a wystepuje takze w antenach i centrach reakcji u zielonych bakte-
rii siarkowych. Gléwnymi barwnikami antenowymi sa bakteriochlorofile ¢, d i e (tab. 8).
Strukturalnie i spektrometrycznie te bakteriochlorofile przypominajg bardziej chlorofile
a 1 b roslin niz bakteryjne chlorofile a, b i g. Bakteriochlorofil g jest natomiast glownym
barwnikiem u heliobakterii. Bakteriochlorofilu f'nie odnaleziono dotychczas w naturze.

Obecnie do krolestwa Bacteria zalicza si¢ takze sinice, ktore jednak w przeciwien-
stwie do bakterii zawieraja chlorofil a i karotenoidy, takie jak miksoksantofil czy echi-
nenon, ale rowniez rozpuszczalne w wodzie biliproteiny [17, 207, 219, 225].
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1.3. GLONY

Glony to fotosyntetyzujace rosliny zyjace glownie w wodach stodkich i stonych,
rzadziej w miejscach wilgotnych. Charakteryzuja si¢ wysoka produktywnoscia, wytwarza-
ja bowiem okoto 70% ogodlnej materii organicznej i tlenu na kuli ziemskiej. W tabeli 9
przedstawiono sktad chemiczny wybranych gatunkéw glondéw, nalezy jednak mie¢ na
uwadze, ze w duzej mierze jest on zalezny od warunkéw Srodowiskowych [19, 311].
Nie ulega jednak watpliwosci, Zze glony w poréwnaniu z makrofitami charakteryzuja si¢
wyzsza zawartoscia bogatych w azot biatek. Stosunkowo niskie wartosci stosunku C/N
stwierdzane dla glonow powoduja, ze materia organiczna pochodzenia glonowego bar-
dzo szybko ulega procesom degradacji [283].

Tabela 9. Sktad chemiczny glonéw [19]

Gatunek Biatka | 0nglovs.fodany | Lipidy
% suchej masy
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Chlorella pyrenoidoisa 57 26 2
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
fitoplankton $rednio* 13 41,5 1,3

* na podstawie [311]

W tabeli 10 przedstawiono zréznicowanie wybranych gromad glondéw stono- oraz
stodkowodnych.

Tabela 10. Zr6znicowanie organizmoéw wystepujacych w fitoplanktonie morskim i stodkowod-

nym [195]
Gromada/Klasa Rodzaje Przy blizona hCZPa
zyjacych gatunkow

Linia glonéw ztotobrazowych (chlorofile a i ¢)
Bacillariophyta 210 % 51(1)1(()3_2111 (? (I)l g 07)
Dinophyta 550 4000
Chrysophyta

Chrysophyceae 120 1000

Raphidophyceae 4 9
Haptophyta

Prymnesiophyceae 50 500
Xanthophyta 90 600
Cryptophyta 8 > 50
Eustigmatophyta 6 12
Linia glonéw zielonych (chlorofile @ i b)
Chlorophyta

Chlorophyceae 350 2500

Prasinophyceae 13 120
Euglenophyta 43 650-800 (?)
Linia glonéw czerwonych (chlorofil « i biliproteiny)
Rhodophyta | 3 | 10 (?)
Zielononiebieskie Procaryota (chlorofil a i biliproteiny)
Cyanobacteria w trakcie oceny (>10000 spp.?)
Prochlorophyta 3 3
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Na podstawie tych danych mozna stwierdzi¢, ze glony sa bardzo liczng i nie do
konca poznang grupa organizméw rozniacych sie pod wzgledem rozmiaréw i budowy
(tab. 11, 12). W zaleznosci trofii wod zmienia si¢ zaréwno sktad fitoplanktonu, jak
i jego produkcja pierwotna oraz zwigksza si¢ jednoczesnie zawartos$¢ chlorofilu a. Nale-
zy jednak pamigta¢, ze w jeziorach o niskiej trofii produkcja biologiczna zachodzi
z malg intensywnoscia, ale moze odbywaé na wigkszych glebokosciach dzigki glebo-
kiemu przenikaniu §wiatla (tab. 13, 14).

Fitoplankton zawiera trzy typy barwnikow zwiazanych ze zbieraniem $wiatta
i fotoprotekcja: chlorofile, karotenoidy i biliproteiny. Ich struktury chemiczne i whasci-
wosci przedstawiono szerzej w pracach Keely'ego [211], Rowana [334] i Scheera [350].

Tabela 11. Zakres wielkosci fitoplanktonu [364]

Srednica Objetosc
. komorki Organizm Organizm
Kategoria lub kolonii jednol%om(’)rk}(l)we koglonijney
pm pm’
bakterie
fotosyntetyzujace
Pikoplankton 0,2-2 42:10°3-42 sinice —
Synechococcus
Synechocystis
sinice
Nanoplankton 220 42-42-10° | kryptomonady -
Cryptomonas
Rhodomonas
bruzdnice .
Mikroplankton 20-200 42:10°-42:10° | Ceratium okrzemki
e Asterionella
Peridinium
sinice
Makroplankton >200 >4.2-10° - Anabena
Microcystis

Wartosci objetosci zostaly oparte na kuli (objetosé = 4/3nr’)
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Tabela 14. Zakresy produkcji pierwotnej fitoplanktonu jezior o zréznicowane;j trofii [208, 423]

Srednia Biomasa
produkcja Chlorofil a Dominujacy
Typ troficzny pierwotna fitoplanktonu fitoplankton
mg C-m>d’ mg-m” mg-m>
Ultraoligotrofia <50 <50 0,01-0,5 Chrysophyceae
Oligotrofia 50-300 20-100 0,3-3 Cryptophyceae
Mezotrofia 250-1000 100-300 2-15 Dinophyceac,
Bacillariophyceae
Eutrofia > 1000 >300 10-500 | Bacillariophyceae,
Cyanobacteria
Hipertrofia >> 1000 > 300 > 500 Chlorophyceac,
Euglenophyceae
Dystrofia < 50-500 <50-200 0,1-100 Conjugatophyceae




2. CHARAKTERYSTYKA BARWNKOW

2.1. CHLOROFILE

Wszystkie fotosyntetyzujace glony, sinice i rosliny wyzsze zawieraja w chloropla-
stach jeden lub wigcej typow chlorofilu jako cze$¢ komplekséw zbierajacych swiatlo.
Na rysunku 4A przedstawiono struktur¢ oraz system numeracji dla chlorofilu a (Chl a)
z czterema pierscieniami (A-D) makropierscienia tetrapirolowego, z cyklopentanono-
wym pier§cieniem (E) polaczonym z pierscieniem C i z bocznym tancuchem w postaci
kwasu propanowego przy C-17, zestryfikowanego fitolem (alkoholem C,j). Centralny
atom magnezu jest zwigzany z atomami azotu pierscieni pirolowych [350, 366].

Rozne rodzaje chlorofili roznig si¢ od siebie stopniem utlenienia makropierscienia,
typem tancuchdéw bocznych i, jezeli jest obecny, typem estryfikujacego alkoholu. Ma-
kropierscien moze by¢ porfiryng z pierscieniami A-D catkowicie nienasyconymi — ro-
dzina chlorofili ¢, a chloryng (17,18-dihydoporfiryng) ze zredukowanym pierscieniem
D — chlorofile a, b i d lub bakteriochloryna a (7,8,17,18-tertahydoporfiryng) ze zredu-
kowanymi pierscieniami B i C — bakteriochlorofile a, b i g [350]. Chlorofil b (rys. 4B)
w odroznieniu od chlorofilu a w pozycji C-7 pierscienia B zamiast grupy metylowej ma
grupe aldehydowsa. Wptywa to na jego wlasciwosci spektrometryczne, zwigksza takze
jego polarnos¢ i stabilno$¢. W formach diwinylowych chlorofili @ i b grupa etylowa
przy C-8 jest zastgpiona druga grupg winylowa (w formach monowinylowych grupa
winylowa wystepuje przy weglu C-3). W fitoplanktonie zidentyfikowano dziewigé
rodzajow chlorofilu ¢, wystgpujacych glownie w gromadzie Haptophyta [446]. Podsta-
wowa cechg odrdzniajacag chlorofile ¢ (rys. 4C) od chlorofilu a jest obecnos¢ kwasu
akrylowego, a nie propanowego przy weglu 17. w pierscieniu D, z wyjatkiem chlorofilu
ces-170, W ktorym pozostat kwas propanowy. W chlorofilach a i b grupa karboksylowa
jest zestryfikowana fitolem, natomiast w grupie chlorofili ¢ pozostaje zwykle niezestry-
fikowana [366]. W tabeli 15 przedstawiono witasciwosci gtownych typow chlorofilu
[194].

Liczne pochodne chlorofilu znajdowane sa zarowno naturalnie, jak i jako artefakty
powstate podczas ekstrakcji poprzez modyfikacj¢ czasteczki chlorofilu. Naleza do nich:
feofityny (-Mg), chlorofilidy (-fityl), feoforbidy (-Mg-fityl), piropochodne (-grupa
COOCH; przy C-13%) (rys. 5), epimery (reorganizacja przy C-13%) i allomery (utlenia-
nie) [184, 313, 350].



0
COOH COOCH,

Rys. 4. Wzory strukturalne chlorofilu a (A), b (B) i ¢; (C) [193]

Tabela 15. Zestawienie wiasciwosci podstawowych rodzajow chlorofilu [194]

Skrot . . Masa Glowne maksima
Nazwa wedlug Wzor chemiczny czasteczkowa absorpeji**
SCOR*
Chlorofil a Chl a CysHN,O-Mg 893,50 430,3; 662,1
Chlorofil b Chl b CssH70N4OsMg 907,49 456.,9; 645,5
Chlorofil C1 Chl Cy C35H30N405Mg 61 0,95 446, 1 5 629, 1
Chlorofil Cy Chl Cy C35H28N405Mg 608,94 444,6, 629,6
Chlorofil C3 Chl C3 C36H28N4O7Mg 652,95 452,1, 626,3
Chlorofil d*** _ Cs4Hy N, OMg 895,48 445.0; 693,0

*

** w 100% acetonie

**%* Jensen 1 Aasmundrud 1963 [200]

SCOR - Scientific Committee on Oceanic Research
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%, ”,
CH3 H

CH, H

Rys. 5. Wzory pochodnych chlorofilu a — feofityna a (A), pirofeofityna a (B), chlorofilid a (C),
feoforbid a (D) [193]

Chlorofile charakteryzuja si¢ wystepowaniem w widmach absorpcyjnych dwodch
glownych pasm (rys. 6): w zakresie Swiatla niebieskiego (pasmo Soret — N) oraz $wiatta
czerwonego (Q, — C). Warto$¢ stosunku intensywnosci tych pasm (N/C) jest charakte-
rystyczna dla danego zwigzku i uzalezniona od stosowanego rozpuszczalnika; dla chlo-
rofilu a warto$ci te wahaja si¢ od 0,96 w metanolu do 1,30 w eterze dietylowym [193,
197]. W tabeli 16 przedstawiono wartosci stosunku N/C dla chlorofilu i jego pochod-
nych [334]. Chlorofile i ich pochodne wykazuja takze wtasciwosci fluorescencyjne.
Pochtaniajac $wiatto w zakresie $wiatla niebieskiego, emituja $wiatlo czerwone.
W tabeli 17 przedstawiono maksima fluorescencji dla chlorofili i ich pochodnych. Zja-
wisko to jest wykorzystywane w analizie chromatograficznej barwnikéw z zastosowa-
niem detektora fluorescencyjnego.
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Absorbancja

5341

350 400 450 500 550 600 650 700 750
Dlugos¢ fali (nm)

Rys. 6. Przebieg widma chlorofilu a [371]

Tabela 16. Maksima absorpcji oraz warto$¢ stosunku absorbancji dla pasm niebieskiego i czer-
wonego (N/C) [334]

Maksima absorpcji, nm

Barwnik Rozpuszczalnik nichieskie (N) czerwone (C) Wartos¢ N/C
1 2 3 4 5
4275 660 1,32
. 430 660 1,21
eter dietylowy 130 73] 1.30
428,9 662 1,34
430 660 1,26
_ - 1,59
aceton (100%) — 662 —
— 663 —
430,2 662,0 —
Chlorofil a — 663 —
- 665 —
aceton (90%) — 665 —
432 664 —
430 662 —
430 663 1,11
aceton (80%) — 664 —
433 665 1,21
metanol (100%) 432,5 665 1,21
452.5 642,5 2,82
455 642,5 2,74
eter dietylowy 455 644 2,82
Chlorofil b 453 62 2.92
453 642,5 2,77
aceton (100%) 455 645 2,84
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1 2 3 4 5
- 646 -
0,
aceton (90%) — 648 3.05
Chlorofil b o 460 645 2,66
aceton (80%) 460 648,5 3,05
metanol (100%) 475 650 2,81
cter dictvlo 444.5-445 8 627,8-628,2 9,93-10,21
tylowy 438 625 8.7
442,2-443.5 629,8-630,5 6,71
o > 5 5 5 5
Chlorofil ¢, aceton (100%) — 620.1 8.8
— 630,6 7,11
0, E) )
aceton (90%) YL 629 73
448,2-449 4 628,2-629,4 13,4-15,2
eter dietylowy 451,5 624,5 11,25
445 628 9,3
444.2-444.7 630,1-630,6 9,64
0 s ) ) ) )
aceton (100%) — 629.6 8.69
— 630,9 9,25
o B 5
Chlorofil ¢, aceton (90%) 450 629 8.8
451,1-453.3 634,8-635,0 9,32-9,99
0 ) ) ) ) > )
metanol (100%) 451 33 04
tetrahydrofuran 4572 634,8 14,70
pirydyna 466,0 641,6 14,45
dioksan 4542 631,4 14,37
eter dietvlo 4513 625,9 32,1
Chlorofil ¢; tylowy 451,3-451,5 623,9-624.5 -
aceton (100%) 451,7 626,7 30,77
eter dietylo 447 688 0,89
Chlorofil d tylowy 445 636 0.88
aceton (100%) 445 693 1,01
410 665 2,14
eter dietylowy 408.5 667 2,07
Feofityna a 408 669 2,03
410 663 2,62
0, )
aceton (80%) 409 666,5 2,30
Feoforbid a eter dietylowy 408,5 667 2,01
. 433 653 5,35
S eter dietylowy 434 655 5.08
R4 aceton (100%) 433 657 5,88
aceton (80%) 436 655 5,07
Feoforbid b eter dietylowy 432 654 4,79
Feofityna ¢, eter dietylowy 421 568 11,3
eter dietylowy 432 572 12,3
Feofityna ¢ 1= ton (90%) 431 574/596 13,0
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Tabela 17. Maksima emisji fluorescencyjnej chlorofili i ich pochodnych [334]

Barwnik Rozpuszczalnik Wzbudzenie, nm Emisja, nm
aceton (100%) 430 668
o 435 667
aceton (90%) 437 676
Chlorofil a aceton (80%) 432 674
eter dietylowy 430 668
420 669
metanol — 674
aceton (100%) 459 652
aceton (90%) 470 651
Chlorofil b 167 659
aceton (80%) 466 659
. 453 648
eter dietylowy 454 649
aceton (100% 450 633
Chlorofil ¢, eter dietylowy) 443 632
aceton (100%) 453 635
eter dietylowy 446 632
etanol 450 638
445 693
eter dietylowy 447 696
447 695
aceton (100%) — 700
Chlorofil c, aceton (30%) - 704
metanol (100%) — 714
etanol (100%) — 715
etanol (80%) — 713
benzyna lakowa — 688
pirydyna — 708
dioksan - 693
- 673
aceton (90%) 390 667
420 672
Feofityna a aceton (80%) 398 676
eter dietylowy 409 673
400 673
o 435 657
aceton (90%) 440 666
aceton (80%) 398 676
Feofityna b 434 661
eter dietylowy — 661
416 661
Feofityna d eter dietylowy — 701
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2.2. KAROTENOIDY

Obok chlorofili w komdrkach organizméw fotosyntetyzujacych wystepuja takze
barwniki okreslane jako pomocnicze. Pierwsza ich grupe stanowia karotenoidy. Sg to
pochodne izoprenu i mozna w$rdd nich wyrdzni¢ pomaranczowoczerwone weglowodo-
rowe karoteny i zOlttopomaranczowe zawierajace tlen ksantofile. W wigkszosci tych
zwiazkow znajduja si¢ dwa pierscienie jononowe polaczone tancuchem weglowodoro-
wym, w ktérym wystepuja na przemian wigzania podwdjne i pojedyncze, tworzac uktad
wigzan sprz¢zonych. System numeracji oraz typy grup koncowych karotenoidéw przed-
stawiono na rysunku 7, natomiast wzory przyktadowych karotenoidow — na rysunku 8.
Do charakterystyki karotenoidéw stosuje si¢ okreslenia epifazowe i hipofazowe. Wyni-
ka to z podziatu wyekstrahowanych karotenoidéw migdzy eter naftowy a 90% metanol.
Karotenoidy zawierajace dwie lub wigcej grup hydroksylowych podczas podziatu prze-
chodza do metanolu i sa nazywane hipofazowymi, natomiast karotenoidy pozbawione
grup hydroksylowych rozpuszczaja si¢ w eterze naftowym i sa okreslane epifazowymi.
Zwiazki z jedna grupa hydroksylowa wykazuja wlasciwosci posrednie [118]. Widma
absorpcyjne karotenoidéw charakteryzuja si¢ wystgpowaniem zroéznicowanej ilosci
pikéw. Przebieg widm oraz dlugosci fal, przy ktdrych wystepuja charakterystyczne
maksima absorpcji (rys. 9, 10), uzaleznione sg od zastosowanego rozpuszczalnika. Pa-
rametrem opisujacym ich przebieg jest warto$¢ stosunku intensywnos$ci pikow III i 11
wyrazona jako %lIILII (rys. 11) [210] (tab. 18). Utlenianie, niska badz wysoka wartos§¢
pH, $wiatlo 1 cieplo lub kombinacja tych czynnikéw moga powodowac zmiany we wia-
Sciwosciach karotenoidow podczas ekstrakcji, zatem warto§¢ parametru %lIIL:II moze
postuzy¢ do okreslenia stopnia ich degradacji [52, 254, 255].

17 18
1. 3 5
N A N
a 3
]

Rys. 7. Schemat numeracji i grupy koncowe karotenoidow [53]
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a-karoten
CaoHse

B-karoten
CyoHss

NIRRT NN

diadinoksantyna
Cy0Hs405

dinoksantyna
C4pHs505

OCOCH,

fukoksantyna
C42Hs506

OH

luteina
CyoHs602

neoksantyna
CyoHs604

3

peridinina
CsoHs007

wiolaksantyna
Cy0Hs604

HO

Rys. 8. Wzory strukturalne wybranych karotenoidow [53]
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Rys. 9. Przebieg widma peridininy [193]
A: heksan B: aceton
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Rys. 10. Przebieg widma wiolaksantyny [193]
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Absorbancja

350 400 450 500 550
Dtugos¢ fali (nm)

Rys. 11. Przebieg widma likopenu [210]

Tabela 18. Zestawienie wartosci %IIL:1I dla r6znych rozpuszczalnikow [193]

Barwnik Rozpuszczalnik

aceton heksan metanol etanol
o-karoten 53 62 - -
B-karoten 21 36 - _
Diadinoksantyna 61-63 57 54 67
Diatoksantyna 35-42 31 - -
Fukoksantyna 3-4 — — 0
Luteina 67 76 - 62
Neoksantyna 83-90 94-97 — —
Peridinina 0 75-85 - 0
Wiolaksantyna 76-95 100 - 93-96

W 1979 roku odnotowano okoto 450 naturalnie wystgpujacych karotenoidow,
a obecnie zidentyfikowano juz ponad 750 karotenoidow u roslin ladowych, bakterii,
sinic, grzybow i zwierzat [53, 374, 401]. Organizmy te (z wyjatkiem zwierzat) moga
syntetyzowac wiele rodzajow karotenoidow w procesie zroznicowanej karotenogenezy.
Karotenoidy i drogi karotenogenezy moga by¢ wykorzystywane jako markery chemo-
taksonomiczne [43, 195, 252, 253, 267, 334]. Na rysunku 12 przedstawiono drogi bio-
syntezy karotenoidow u tlenowych fototroféw i sinic [395].

Karotenoidy wchodza w sktad systemow zbierajacych $wiatto, absorbujac $wiatto
niebieskie i zielone (420-550 nm) (diadinoksantyna i diatoksantyna u Chromophyta
oraz wiolaksantyna, anteraksantyna i zeaksanyna u Chlorophyta). Glony s3 bardzo
zasobne w karotenoidy i wedtug danych literaturowych ich zawarto$¢ w suchej masie
moze wynosi¢ u euglenin — 0,44%, okrzemek — 0,58%, zielenic — 0,64% i ztotowiciow-
cow — 1,67% [86]. Podzial karotenoidéw oraz ich wystgpowanie u glonoéw i sinic przed-
stawiono w tabeli 19 [417].
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Rys. 12. Drogi karotenogenezy u fototrofow (A) i sinic (B) [395]
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Niektore z tych barwnikéw pehnia funkcj¢ ochronng przed procesami fotooksyda-
cji. Jezeli wzbudzony stan singletowy czasteczki chlorofilu nie zostanie wykorzystany
do przeprowadzenia reakcji fotochemicznej, to ulega przemianie do stosunkowo diugo
zyjacego stanu typletowego, ktory moze generowaé powstawanie bardzo reaktywnej
formy tlenu — tlenu singletowego. Ochronna rola karotenoidow polega na przejmowaniu
energii stanu trypletowego chlorofilu i jego dezaktywacji termicznej, co zapobiega
powstawaniu tlenu singletowego. Szczegoélne znaczenie w ochronie aparatu fotosynte-
tycznego przed nadmiarem energii ma zeaksantyna, tworzaca si¢ w silnym $wietle
z wiolaksantyny w wyniku reakcji cyklu ksantofilowego. Polega on na odwracalnej
przemianie wiolaksantyny przez anteraksantyn¢ w zeaksantyne [17, 219, 366].

Sapozhnikov i wspot. [346] jako pierwsi stwierdzili znaczne zmniejszenie si¢ za-
wartosci wiolaksantyny w liSciach réznych roslin pod wplywem intensywnego §wiatta.
Yamamoto i wspol. [441] powiazali ten spadek zawartosci wiolaksantyny ze wzrostem
zawartosci anteraksantyny i zeaksantyny. Nastepnie Hager [149] oraz Yamamoto
i wspot. [440] dowiedli, ze pula wiolaksantyny zostaje odtworzona z zeaksantyny
w ciemnosci lub przy niskiej intensywnosci $wiatla, co potwierdza wewnetrzne prze-
miany barwnikow w cyklu nazywanym ksantofilowym (rys. 13A, tab. 20).

A Wiolaksantyna OH
O
’E:fo\)\ R e N et -

HO

Anteraksantyna

Deepoksydacja
Nadmiar $wiatta

Epoksydacja

Niedobor $wiatta

Zeaksantyna

== e R N = = =
HO

5,6-epoksyluteina _OH

HO
Epoksydacja

Deepoksydacja Niedobdr $wiatta

Nadmiar $wiatta W,OH
HO Luteina

Rys. 13. Przebieg zaleznych od $wiatla cykli: ksantofilowego (A) i 5,6-epoksyluteiny (B) [310]
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Tabela 20. Wystepowanie rdznych typow cyklu ksantofilowego u organizmoéw fotoautotroficz-
nych [61, 123, 362, 384]

Cykl Cykl Cykl Cykl ksantofilowy

wiolaksantyny diadinoksantyny epoksyluteiny nie wystepuje

Roéliny wyzsze Bacillariophyceae Cuscuta reflexa Cyanobacteria
. . .| Bakterie
Paprocie Chrysophyceae Amyema miquelli fotosyntetyzujace
Wigkszosé

Mchy Xanthophyceae Quercus sp. Rhodophyta
Phaeophyta Rhaphidophyta Inga sp. Cryptophyta
Chlorophyta Dinophyceaa — — - —
Niektore Rhodophyta Euglenophyta - - - -

Cykl ten wystgpuje nie tylko u roslin wyzszych, paproci, mchow czy porostow
[97], ale takze u glondéw [150, 362], u ktorych obserwowano rozne efekty w zaleznosci
od wystepujacych barwnikow. Zarowno u Chlorophyta (zielenic), jak i u Phaeophyta
(brunatnic) zachodzi cykl podobny do wystepujacego u roslin wyzszych. U niektorych
Rhodophyta (krasnorostow), ktore sa pozbawione wiolaksantyny, wystepuje czesciowy
cykl ograniczony do przemiany anteraksantyna — zeaksantyna. Czasami zeaksantyna
jest jedynym obecnym barwnikiem cyklu i przemiana barwnikéw nie nastepuje, np.
sinice takie jak Spirulina sa bogate w zeaksantyne, ktora stanowi ponad 40% zawartych
w ich sktadzie karotenoidéw, ale nie stwierdzono u nich wyst¢powania zadnej formy
cyklu ksantofilowego, natomiast u Cryptomonas rufesnes nie ma zadenego z barwnikow
cyklu ksantofilowego [328, 329, 366]. U niektorych glonow moze zachodzi¢ cykl
diadinoksantyny, w ktérym w 1-stopniowej reakcji diadinoksantyna jest przeksztalcana
w diatoksantyne¢ [384]. Wariantem cyklu ksantofilowego jest cykl, w ktorym deepoksy-
dacji ulega 5,6-epoksyluteina (rys. 13B) [61, 123, 191].

2.3. FIKOBILINY

Druga grupe barwnikow pomocniczych stanowig wystepujace u sinic, kryptofitow
i krasnorostow fikobiliny (tab. 21). Zbudowane sa z 4 pierScieni pirolowych potaczo-
nych w ukfad liniowy i nie zawieraja magnezu oraz fitolu (rys. 14). W odrdznieniu od
chlorofili i karotenoidow sa rozpuszczalne w wodzie. W potaczeniu z biatkami tworza
struktury antenowe zwane fikobilisomami, dostarczajace energi¢ wzbudzenia do chloro-
fili fotouktadu II. Znaczna wigkszo$¢ wszystkich fikobiliprotein sktada si¢ z dwoch
podjednostek polipeptydowych, z ktorych jedna jest nieco mniejsza i oznaczana jako
podjednostka o, natomiast druga — wigksza i okreslana jako PB. U niektérych organi-
zmow podjednostki o i B moga mied taka samg wielkos$¢ [83, 84].

Na podstawie wlasciwosci absorpcyjnych mozna wyroznic trzy typy fikobiliprote-
in — fikoerytryny, ktore absorbuja $wiatlo przy 495 nm i 540-570 nm, fikocyjaniny
z maksimum absorpcji przy 610-620 nm oraz allofikocyjaniny absorbujace $wiatto
w zakresie 650-655 nm. Ze wzgledu na rozpuszczalno$§é w wodzie i bardzo szybki roz-
ktad po obumarciu komérek barwniki te nie wystepuja w materiale detrytusowym [236,
334, 381].

W tabeli 22 przedstawiono wystgpowanie podstawowych barwnikéw fotosynte-
tycznych u glonow [423].
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Rys. 14. Wzory strukturalne fikobilin [219]
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3. PROCESY DEGRADACJI BARWNIKOW

Ze wzgledu na swoja budowe barwniki fatwo podlegaja procesom degradacji. Pro-
cesy, na ktore sktadaja si¢ utlenienie chemiczne, degradacja powodowana przez bakterie
i wyzeranie przez bezkrggowce oraz zmiany zwigzane ze starzeniem si¢ komorek, moga
przebiegac juz w shupie wody, jak i po zdeponowaniu barwnikéw w osadach. Miejscami
szczegolnie wrazliwymi na dziatanie mikroorganizméw sg grupy funkcyjne i wiazania
podwojne [68, 129, 175, 214, 238, 271, 274, 278, 419]. Zmiany zachodzace w barwni-
kach moga trwac od kilku godzin do wiekdw. Szybko$¢ procesow degradacyjnych zale-
zy od wielu czynnikoéw, takich jak zakwaszenie, pochodzenie barwnikow, ilos¢ Swiatla,
stezenie tlenu, glebokos$¢ wody czy intensywnos$¢ wyjadania przez zooplankton, ale tez
od stabilnosci samych barwnikow (rys. 15) [16, 31, 56, 57, 68, 81, 89, 137, 143, 160,
215,222,226,227, 231,237,239, 245, 289, 290, 344, 394].

Produkcja
in situ

Produkcja Pula glonéw Zooplankton | msb Trawienie
litoralowa ) —

zawieszonych
Fotooksydacja I
Czas péitrwania Utlenianie + | Odchody |

Reor

I Godziny-dni
B Tygodnie-
miesiace Osady Utlenianie
I sezon-rok ﬂ Nasycenie
Wieki- Reorganizacja

—_— tysiaclecia l
Skamieliny =)  Nasycenie

Rys. 15. Przeplyw autochtonicznych karotenoidéow i chlorofili pochodzenia glonowego w jezio-
rach stodkowodnych [238]

3.1. STARZENIE SIE KOMOREK

Naturalnym procesem, podczas ktérego dochodzi do degradacji barwnikow, jest
starzenie si¢ i obumieranie komoérek. Mechanizm degradacji karotenoidow w starzeja-
cych si¢ komodrkach roslin wyzszych czy glondéw nie zostat doktadnie ustalony. Zech-
meister [448] stwierdzit, Ze izomeryzacja cis barwnikow frans moze zmniejsza¢ ich
stabilno$¢ w rozpuszczalnikach organicznych. Cis-izomery syntetyzowane sg w rozkta-
dajacych si¢ lub przechowywanych tkankach roslinnych [367]. Powstawanie tych izo-
mero6w moze wynika¢ z suszenia tkanek, nadmiaru ciepta, §wiatla czy zakwaszenia.
Obecnos¢ cis-karotenoidow stwierdzono réwniez w osadach jeziornych. Biorgc pod
uwage fatwos$¢ detekceji zwigzana z ich wysokimi st¢zeniami, mozna je uznac za pierw-
szy etap w procesie degradacji karotenoidow. Ostatecznie degradacja do zwigzkow
bezbarwnych (An.x < 380 nm) wymaga zniszczenia systemu wigzan w taki sposob, aby
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pozostato mniej niz siedem sprz¢zonych wigzan podwdjnych [96]. Podczas starzenia si¢
komoérek roslin wyzszych zawarto$¢ barwnikéw zmniejsza si¢ bardzo szybko. Liscie
ro$lin ladowych sa w rézny sposéb wnoszone do ekosysteméw wodnych. Przeprowa-
dzone badania dowiodly, Zze barwniki w nich zawarte nawet w matych jeziorach ulegaja
degradacji przede wszystkim przed depozycja w osadach dennych [137, 138, 392].

Procesy rozktadu chlorofilu podczas starzenia si¢ roslin wyzszych zostaty obszernie
przedstawione w pracach Hortensteinera [175] oraz Matilego i wspoét. [274]. Katabolizm
chlorofilu, obejmujacy przynajmniej sze$¢ reakcji, badany byt w starzejacych si¢ lisciach
i dojrzewajacych owocach bardzo wielu gatunkow roslin [139, 169, 176-178, 351] (rys.
16). Pierwsze cztery reakcje odpowiedzialne sa za przemiang chlorofilu w pierwotny
fluorescencyjny katabolit (pFCC). Poczatkowo dzigki dziataniu chlorofilazy odlaczany
jest fitol zaréwno od chlorofilu a, jak i chlorofilu . Powstajacy w tej reakcji chlorofilid
b jest nastepnie redukowany w reakcjach z NADPH i ferredoksyna do chlorofilidu a,
ktéry zasila pule chlorofilidu a pochodzacego od chlorofilu a. Potem przy udziale de-
chelatazy usuwany jest centralny atom magnezu z chlorofilidu; produkt tej reakcji —
feoforbid a — jest ostatnim barwnym (zielonym) posrednim katabolitem. W kolejnej,
dwustopniowej reakcji makropierscien jest otwierany i przejsciowo powstaje czerwony
katabolit chlorofilu (RCC); koncowy produkt tej reakcji pFCC to fluorescencyjny li-
niowy tetrapirol. Dalsze reakcje obejmujace hydroksylacje w pozycji C(8%) zwiazku
pFCC oraz nieenzymatyczng tautomeryzacj¢ w pierscieniu D prowadza do powstania
ro6znigcych si¢ budowa niefluorescencyjnych katabolitow chlorofilu (NCC).

| chlorofil a/b |
chlorofilaza +H,0 |- fitol

| chlorofilid a/b |
dechelataza +2H |-Mg*

| feoforbid a |
oksygenaza +0,
feoforbidu a +2[H] l

czerwony katabolit
chlorofilu (RCC)
reduktaza RCC +2[H] |
pierwotny fluorescencyjny katabolit
chlorofilu (pFCC)

hydroksylacje
demetylacje l
koniugacje

| zmodyfikowane FCC |
nieenzymatyczna
tautomeryzacja l

niefluoryzujace katabolity chlorofilu
(NCO)

Rys. 16. Degradacja chlorofilu w starzejacych si¢ liSciach [175]

Na rysunku 17 przedstawiono podstawowe produkty reakcji rozktadu chlorofilu.
Czas poéltrwania chlorofili w starzejacych si¢ liciach drzew lisciastych wynosi od 7 do
15 dni. 90-98% wszystkich chlorofili jest juz zdegradowanych, gdy liScie opadaja [56],
natomiast barwniki obecne w makrofitach moga by¢ czeSciowo zachowywane w osa-
dach jeziornych.
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Chlorofil
a: R=CH,; b: R=CHO Feoforbid a

Rys. 17. Struktura posrednich i koncowych katabolitow chlorofilu; podstawniki R;, R,, Ry — zalez-
nie od gatunku rosliny (R; — winyl, dihydroksyetyl, R, — wodér, malonyl, glukozyl,
R; — wodor, metyl) [274]
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Proces degradacji chlorofilu u glonéw jest poznany znacznie slabiej niz u roslin
wyzszych. Podczas starzenia si¢ glonéw degradacja chlorofilu moze zachodzi¢ poprzez
utrate atomoéw magnezu z makropierscienia (typ I degradacji [56]). Stwierdzono, ze
rozktad glonéw prowadzi do szybkiej przemiany chlorofilu a (+Mg*") do feofityny a
(-Mg?"), jednak liza komoérek nie jest wystarczajacym czynnikiem do tego, aby zaszla
konwersja chlorofilu ¢ do feoforbidu a [89, 90]. Ustalono réwniez, ze degradacja chlo-
rofilu @ u obumierajacych okrzemek zachodzi gtéwnie przez chlorofilid a do feoforbidu
a. Degradacja chlorofilu do barwnych pochodnych w rozktadajacych si¢ glonach wyda-
je si¢ by¢ katalizowana przez chlorofilaz¢ i prawdopodobnie enzym umozliwiajacy
usunigcie Mg®" [298]. Mniej poznany jest mechanizm przeksztalcania chlorofili lub
feobarwnikéw do bezbarwnych zwiazkéw w ciemnosci (II typ degradacji), ktory inaczej
niz zniszczenie pierScienia porfirynowego wymaga przypuszczalnie tlenu czasteczko-
wego [56, 163].

3.2. DEGRADACJA BARWNIKOW W SLUPIE WODY
I OSADACH DENNYCH

Degradacje barwnikéw u glonoéw, glownego zrodta barwnikow w srodowiskach
wodnych, cechuje trojetapowy przebieg. Najszybciej degradacja zachodzi podczas
obumierania komorek oraz podczas opadania detrytusu, w tym czasie okoto 99% karo-
tenoidow i chlorofili moze zosta¢ zdegradowanych [180]. Kolejny, wolniejszy juz etap
degradacji nastgpuje po depozycji materialu na powierzchni osadu, a szybko$¢ proce-
sow zalezy przede wszystkim od stopnia degradacji barwnikow w stupie wody, warun-
kow chemicznych i wystepujacej fauny [182, 321]. Trzeci etap degradacji zachodzi
bardzo wolno i obejmuje procesy trwajace nawet tysiaclecia, ktore powoduja postepuja-
ce zmniejszanie si¢ zawartosci pochodnych karotenoidéow i chlorofili [318, 416].

W latach czterdziestych ubieglego stulecia w badaniach laboratoryjnych ustalono,
ze czynnikiem, ktory w decydujacy sposob wptywa na degradacje barwnikow, jest tlen.
Fox i wspoél. [120] stwierdzili, ze B-karoten obecny w wodorostach morskich nie podle-
gat degradacji podczas 180 dni inkubacji w wodzie morskiej pozbawionej tlenu, pod-
czas gdy zmniejszata si¢ zawarto§¢ materii czasteczkowej. Cranwell [81] natomiast
stwierdzit, ze -karoten oraz echinenon ulegaly degradacji o polowe wolniej w materii
organicznej pochodzacej z sinic w warunkach beztlenowych, tymczasem w obecnos$ci
tlenu tempo degradacji wzrastato dwukrotnie. Takze Leavitt [237] zanotowat niewielki
ubytek karotenoidow obecnych u sinic po 37 tygodniach inkubacji w warunkach beztle-
nowych, podczas gdy w warunkach tlenowych zniszczeniu uleglto do 62% karotenoi-
dow. Jednak w przytoczonych badaniach Cranwella [81] oraz Leavitta [237] nie stwier-
dzono, ze ubytek ksantofili znacznie przekraczal rozktad karotenéw. Chociaz mecha-
nizm dziatania tlenu nie zostat szczegdtowo okreslony, to wykazano, ze tlen moze po-
wodowaé straty karotenoidow zar6wno przez bezposrednie utlenianie sprzezonego
chromoforu [367], jak i poprzez pobudzanie aktywnosci mikroorganizméw i roslinozer-
cow [237, 388].

W zdrowych komoérkach chlorofil zwykle jest dobrze chroniony przed negatyw-
nym wptywem $wiatla, niestety ochrona ta zanika juz we wczesnej fazie starzenia si¢
komoérek. Zarowno chlorofile, jak i karotenoidy sg szybko odbarwiane przez $wiatto
w obecnosci tlenu [226, 227]. Absorpcja swiatta przez chlorofile moze skutkowaé wy-
soko reaktywnym, metastabilnym, wzbudzonym trypletowym stanem czasteczki.
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Trypletowo wzbudzony chlorofil moze przechodzi¢ reakcje redoks, ktore prowadza do
tworzenia rodnikdw (np. anionorodnika ponadtlenkowego, reakcje 1-3 [17]), katalizuja-
cych niszczenie komorki, w tym utlenianie barwnikéw. Alternatywnie wzbudzony chlo-
rofil moze oddzialywaé z tlenem i tworzy¢ chlorofil w stanie podstawowym oraz tlen
singletowy, ktory szybko reaguje z wickszoscia zwigzkoéw, zawierajacych wigzania
podwdjne (reakcje 4, 5 [17]).

U — U* (reakcja 1)
fotosensybilizator wzbudzony fotosensybilizator

U*+SH - HU + S (reakcja 2)

HU +0,—>U+0%+H" (reakcja 3)

'U—U* (reakcja 4)

‘U*+°0, - 'U+'0, (reakcja 5)

O7, — anionorodnik ponadtlenkowy
'0, — tlen singletowy

Karotenoidy sg szybko odbarwiane przez dotgczenie tlenu do tancucha polienowe-
go [17, 228], nastgpnie odbarwiane sg chlorofile. Fotoutlenianie barwnikéw jest zalezne
od temperatury, a wspolczynnik temperaturowy (Q;o) tej reakcji waha si¢ od 1,26 do 1,8
[198, 375]. Charakterystyka zabarwionych na czerwono produktow posrednich wskazu-
je, ze degradacja chlorofilu rozpoczyna si¢ od rozszczepienia mostkéw metinowych
w czasteczce hemu, podczas gdy atom Mg®* i fitol zostaja zachowane [199], jednak
szczegdlowe mechanizmy degradacji chlorofilu nie zostaly jeszcze dokladnie poznane
[163].

Ogdlnie wydaje sie, ze fotooksydacja jest najwazniejszym procesem degradacji
barwnikow w sedymentujgcym materiale detrytusowym. Wedlug SooHoo i Kiefera
[374] niskie zawarto$ci feobarwnikéw w powierzchniowych wodach morskich wynika-
ja z fotooksydacji barwnikow w malych, wolno opadajacych czastkach. Oczywiscie
szybkos¢ procesu fotooksydacji zalezy od skladu gatunkowego planktonu, obecnos$ci
kwasow huminowych i innych zwiazkow absorbujacych §wiatto. W wielu przypadkach
czas wymagany do odbarwienia jest krotszy niz czas potrzebny do opadnigcia zwigza-
nych z detrytusem barwnikéw do strefy pozbawionej §wiatta. Dlatego osadowe barwni-
ki moga pochodzi¢ gtéwnie z szybko tongcego materiatu lub z potozonej glebiej czesci
strefy fotycznej [68, 242, 419]. Przeprowadzone przez Carpentera i wspol. [68] badania
nad tempem fotooksydacji dowiodly, ze degradacja chlorofili @ i @' (epimer) zwigza-
nych z detrytusem zachodzi znacznie szybciej w porownaniu z feobarwnikami (feofity-
ng a i feoforbidem a) (tab. 23).

Uzyskane wartosci $rednie wynosity k = 0,0665 dla chlorofili a i a1 k = 0,0235 dla
feobarwnikow. Szybkos¢ fotodegradacji mozna okreslic w procentach na dzien oraz cza-
sach potrwania barwnikéw w dniach. Srednia dzienna fotodegradacja dla chlorofilu a’
wynosita 75+3% i 40+2% dla feobarwnikéw, natomiast $rednie czasy poitrwania wyno-
sity odpowiednio 0,52+0,05 dla chlorofilu @' i 1,5+0,1 dnia dla feobarwnikéw. Nie
ulega watpliwosci, ze barwniki zwigzane z detrytusem zawieszonym w epilimnionie
dhuzej niz kilka dni bgda silniej zdegradowane i ich udzial w puli barwnikow zawartych
w osadach bedzie niewielki.
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Tabela 23. Wartosci statych fotodegradacji barwnikéw [68]

Barwnik State fotodegradacji
m*Einst”!
0,0307; 0,0959
Chlorofil a jeziora Peter i Paul, odpowiednio
, 0,0572; 0,0716
Chlorofil a jeziora Peter i Paul, odpowiednio
Feofitvna a 0,0107; 0,0250
ty jeziora Peter i Tuesday, odpowiednio
. 0,0120; 0,0392
Feoforbid a jeziora Peter i Paul, odpowiednio

W tabeli 24 przedstawiono zestawienie danych dotyczacych doptywu i odptywu
barwnikow ze stupa wody dla jezior Paul, Peter i Tuesday [68]. Otrzymany budzet chlo-
rofilu a i jego pochodnych wskazuje, ze zarowno produkcje, jak i doptyw z nanoplank-
tonu, fotodegradacje oraz sedymentacje nalezy uwazaé za procesy istotne w przepltywie
barwnikow, a roznice w doptywie i odplywie odzwierciedlajg akumulacje barwnikow
w stupie wody podczas trwania badan [68].

Tabela 24. Srednie doptywy i odptywy barwnikéw ze stupa wody badanych jezior [68]

Frédlo Wartos$ci
pmol-m™
Doplyw
. 72;229
produkcja chlorofilu jeziora Paul i Peter, odpowiednio
216; 606
doplywy nanoplanktonowe jeziora Tuesdey i Paul, odpowiednio
. 358; 835
calkowity doplyw jeziora Tuesdey i Paul, odpowiednio
Odplyw
. 212; 367
fotodegradacja jeziora Peter i Paul, odpowiednio
sedymentacja
10; 33
chlorofil a jeziora Tuesday i Peter, odpowiednio
' 4; 15
chlorofil a jeziora Tuesday i Peter, odpowiednio
feofityna a o 9.; 29 L.
jeziora Tuesday i Peter, odpowiednio
. 26; 352
feoforbid a jeziora Tuesday i Paul, odpowiednio
suma 49; 389
jeziora Tuesday i Paul, odpowiednio
catkowity odptyw 317; 756

jeziora Tuesday i Paul, odpowiednio

Fotooksydacja jest tez najbardziej istotnym procesem degradacji barwnikow, ktore
zostaty juz zdeponowane w osadach. Szybkos¢ przebiegu tego procesu zalezy od sktadu
planktonu, obecno$ci kwaséw huminowych i innych absorbujacych $wiatto zwigzkow
wystepujacych w stupie wody ponad osadem, a takze od temperatury [68, 238, 242,
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419, 420]. Istotnymi czynnikami mogg by¢ zaréwno aktywno$¢ bezkr¢gowcow w osa-
dach plytkich jezior [31, 241], jak i warunki fizykochemiczne i biologiczne panujace
w stupie wody [181, 241].

Do dna w jeziorach glebokich zwykle przenika mniej $wiatta niz w jeziorach ptyt-
kich, a czgsto osady sa go calkowicie pozbawione; wystepuja tez niedobory tlenu. Dla-
tego degradacja barwnikéw zachodzaca w procesie fotooksydacji i powodowana przez
mikroorganizmy jest mniejsza niz w jeziorach plytkich i barwniki moga by¢ zachowy-
wane w wigkszym stopniu w poréwnaniu z osadami jezior ptytkich [343-345, 392].
Cranwell [81] na podstawie badan stwierdzil, ze tempo rozktadu B-karotenu oraz echi-
nenonu bylo mniejsze w warunkach bezswietlnych. W jeziorach glebokich barwniki
dluzej pozostaja w stupie wody, co moze réwnowazy¢ korzystne zachowywanie
w srodowisku osadow. W warunkach naturalnych, gdy $§wiatlo jest intensywne, a tlen
wystepuje w wysokim stezeniu (np. w nieproduktywnych jeziorach holomiktycznych),
karotenoidy i chlorofile sa szybko transformowane do zwigzkow bezbarwnych, nato-
miast w jeziorach meromiktycznych barwniki zachowywane sa w duzo wigkszym stop-
niu [226, 227, 237]. Glony ze wzgledu na sktad chemiczny (wysoka zawarto$¢ biatka)
charakteryzuja si¢ niskimi warto§ciami stosunku wegla do azotu i bardzo tatwo ulegaja
procesom degradacji, natomiast ro§liny naczyniowe zawierajace celuloze cechuja si¢
zdecydowanie wyzszymi warto$ciami tego stosunku i procesy ich rozktadu zachodza
znacznie wolniej. Badania dekompozycji materialu organicznego pochodzacego z roslin
naczyniowych poswigcane sa w glownej mierze procesom rozktadu materii doptywaja-
cej do strumieni z ladu, a takze rozktadowi wystepujacych w rzekach makrofitow [18,
116, 378]. Badania tego typu koncentruja si¢ glownie na tempie zachodzacych zmian
(tempo dekompozycji zwykle analizuje si¢, umieszczajac w badanym cieku lub zbiorni-
ku woreczki z uprzednio zwazonymi li§¢mi) i oddzialywaniu r6znych grup organizmow
na postegpujace procesy rozktadu [22, 73, 117, 326, 393].

Badania dotyczace wod stojacych sa prowadzone rzadziej i obejmuja gldwnie pro-
cesy rozktadu materialu organicznego zachodzace w strefie litoralu [21, 305-307]. Nie-
stety szersze badania nad rozkladem materii organicznej pochodzacej z makrofitow
z uwzglednieniem procesow zwiazanych z degradacja barwnikoéw sa stosunkowo rzad-
kie [29, 31, 74, 360]. Bianchi i Findlay [29] okreslili state rozktadu materiatu roslinnego
oraz barwnikow zawartych w tym materiale dla wynurzonych roslin wodnych (Typha
angustifolia 1 Scirpus fluviatilis) oraz roslin zanurzonych (Potamogeton sp. i Vallisne-
ria americana). Analizowane ros$liny charakteryzowaly si¢ znacznymi réznicami warto-
$ci molowego stosunku C/N. W czasie doswiadczenia trwajacego 104 dni stwierdzono,
ze najszybciej ulegaly dekompozycji probki nurzanca amerykanskiego (Vallisneria
americana), natomiast najwolniej rozktadata si¢ patka waskolistna (Typha angustifolia)
(tab. 25). Rozktad chlorofili a i b nastepowat szybciej w materiale roslinnym pochodza-
cym z roélin zanurzonych (Potamogeton sp. i Vallisneria americana). W niektdrych
przypadkach stwierdzono nawet wzrost zawartosci chlorofilu (rys. 18), co bylo spowo-
dowane szybszym rozktadem materiatu, ktéry nie zawierat barwnikow.

Tabela 25. State rozktadu (dzien™) oraz wartosci molowego stosunku C/N dla 4 analizowanych
makrofitow [29]

Materiat ro§linny Stata rozktadu (k) C/N
Typha angustifolia -0,0024+0,0007 37,73£1,37
Scirpus fluviatilis -0,0087+0,0012 51,15+1,15
Potamogeton sp. -0,0133+0,0012 12,17+0,48
Vallisneria americana -0,0334+0,0032 11,72+0,10
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Rys. 18. Stezenie barwnikow (nmol-gy, ") w rozktadajacych si¢ makrofitach [29]

Obserwowano réwniez poczatkowy wzrost, a w dalszym etapie do$wiadczenia
spadek zawarto$ci pochodnej chlorofilu a — feofityny a; stopniowo zwigkszala si¢ na-
tomiast zawarto$¢ feoforbidu a. Na podstawie przeprowadzonej analizy karotenoidow
stwierdzono, ze najwolniej zachodzit rozklad luteiny, podczas gdy oznaczona tylko
w roslinach zanurzonych fukoksantyna ulegata rozkladowi najszybciej (rys. 18).

W osadach dennych zostaja zachowane karotenoidy, chlorofile, zwigzki petniace
role fotoprotekcyjna oraz inne rozpuszczalne w lipidach zwiazki syntetyzowane przez
organizmy fototroficzne w ekosystemach wodnych i ich zlewniach. Analizujgc proces
zachowywania barwnikow w osadach, nalezy mie¢ na uwadze, ze po pierwsze barwniki
pochodzace ze zlewni zwykle nie docierajg do jeziora w pierwotnej formie i ze barwniki
pochodzenia autochtonicznego podlegaja intensywnej degradacji, jezeli nie zostang
szybko wlaczone do osadow. W strefie fotycznej catkowita fotodegradacja pochodnych
chlorofilu moze zaj$¢ w ciagu trzech dni [68, 136, 392]. Po drugie czasteczkowa cha-
rakterystyka proceséw degradacji chlorofili r6zni si¢ od degradacji karotenoidéw. Te
drugie sa przeksztalcane poczatkowo w cis-karotenoidy, a dalsza degradacja prowadzi
do powstania zwigzkoéw bezbarwnych bez zniszczenia systemu sprzgzonych wigzan
podwojnych, natomiast chlorofile ulegaja degradacji do feofityn przez utratg¢ atomu
magnezu z pierscienia tetrapirolowego, feoforbidow po odtagczeniu tancucha fitolowego
i roznych grup funkcyjnych [238, 301].
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W tabeli 26 przedstawiono dane dotyczace wzglednej stabilno$ci wybranych
barwnikow 1 ich pochodnych. Powszechnie wystgpujace B-karoten, zeaksantyna oraz
luteina sg najbardziej stabilnymi karotenoidami i moga pozosta¢ nienaruszone nawet
w warunkach tlenowych [35], natomiast do najbardziej nietrwatych naleza peridinina
i fukoksantyna. Niskie stezenia fukoksantyny stwierdzane w osadach moga wynikaé
zardwno ze stosunkowo niskiej odpornosci tego karotenoidu na degradacje, jak rowniez
z konsumpcji przez zooplankton [29, 31, 180, 181, 238, 241, 242, 321, 322].

Tabela 26. Wzgledna stabilno$¢ barwnikow (od 1 — najbardziej stabilne do 4 — najmniej stabilne,
— stabilnos¢ nie zostata okreslona) [245]

Barwnik Stabilnoé¢ Barwnik Stabilnos¢

Karotenoidy Karotenoidy

B-karoten 1 oscillaksantyna 2
a-karoten 2 afanizofil 2
B-izorenieraten 1 luteina 1
izorenieraten 1 neoksantyna 4
alloksantyna 1 wiolaksantyna 4
fukoksantyna 2 okenon 1
diatoksantyna 2 astaksantyna 4
diadinoksantyna 3 Chlorofile i ich pochodne

dinoksantyna — chlorofil a 3
peridinina 4 chlorofil b 2
echinenon 1 feofityna a 1
zeaksantyna 1 feofityna b 2
kantaksantyna 1 feoforbid a 3
miksoksantofil 2 piro-feo(barwniki) 2
scytonemina — chlorofil ¢ 4

Degradacja chlorofilu a jest zwykle silniejsza niz karotenoidow, ale moze ulegac
zmianie w zaleznos$ci od struktury tancucha pokarmowego w zbiorniku wodnym. Niezde-
gradowane chlorofile sa obecne tylko wtedy, gdy pozostatosci glonéw zostang szybko
pogrzebane w zimnym i pozbawionym tlenu srodowisku [68, 69, 106, 238, 242, 419,
420]. Szacuje si¢, ze rocznie na ladach i w oceanach degradacji ulega okoto 10° ton chlo-
rofilu. Jest to jednak wielko$¢ przyblizona, bowiem podawane w literaturze wartosci wa-
haja si¢ od 10° do 10" ton. W tabeli 27 przedstawiono wielkos¢ degradacji chlorofilu
zachodzacej w ciggu roku oraz tempo jego obiegu w ekosystemach wodnych i ladowych.
Na podstawie tych danych mozna stwierdzi¢, ze o ile ekosystemy ladowe charakteryzuja
si¢ znacznie wyzsza produkcja netto materii organicznej, to jednak ekosystemy wodne
cechuje wyzsza produkcja chlorofilu i szybsze tempo jego wymiany [163, 164].

Tabela 27. Catkowita roczna degradacja oraz tempo obiegu chlorofilu w ekosystemach wodnych
i ladowych [163]

Warto$ci Wodstigdomls;(c(i)owe Ogolnie
Produkcja netto suchej materii organicznej — tony-10'° na rok 5,55 11,47 -
Udzial tkanek fosyntetycznych w organizmach 0,90 0,30 -
Produkcja netto tkanek fotosyntetycznych — tony-10" na rok 4,99 3,44 —
Stezenie chlorofilu — tony- 107-tona™! s.m. 17,3 8,5 -
Roczna produkeija netto chlorofilu — tony-10° (P) 8,63 2,92 11,55
Biomasa chlorofilu — tony-10° (B) 0,19 2,25 2,44
Tempo wymiany w ciaggu roku (P/B)-1 44,4 0,3 3,73
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Karotenoidy znajdujace si¢ w stupie wody podlegaja szybciej procesom rozktadu
w poroéwnaniu z chlorofilami, natomiast po zasileniu osadéw sa od nich bardziej stabil-
ne. Brak istotnych dowodéw na znaczacy rozktad karotenoidéw po pogrzebaniu w osa-
dach; jezeli nastepuje, to jest podobny do rozkladu materii organicznej jako catosci.
Jednak w osadach moga zachodzi¢ procesy reorganizacji wewnatrz czasteczek, ktore
w przypadku diadinoksantyny prowadzg do powstania stabilnej diatoksantyny [337].
Odpornos¢ na dalszy rozktad feofityn, feoforbidow i chlorofilidow (pochodnych chloro-
filu) jest zblizona i wystepuja one w wyzszych stezeniach niz niezdegradowany chloro-
fil, ktory w znacznych iloéciach obecny jest tylko w $wiezo odlozonych osadach [342,
392]. Szybkos$¢ rozktadu w osadach pozbawionych tlenu jest zwykle o polowe mniejsza
niz w interfazie woda — osad w $rodowiskach dobrze natlenionych z powodu braku
mozliwosci bezposredniego utleniania i zmniejszonej aktywno$ci organizméw bento-
sowych [28, 31, 181, 387, 397, 435]. Rozpatrujac procesy degradacji barwnikéw, nale-
zy mie¢ na uwadze, ze wszystkie te przemiany mogg zachodzi¢ w tym samym czasie
i trudno je przedstawia¢ i analizowa¢ jednostkowo.

Reakcje diagenetyczne karotenoidow obejmuja migdzy innymi tworzenie ,,perhy-
dro” pochodnych poprzez uwodornienie tancucha polienowego zachowanych karoteno-
idow, takich jak B-karoten, y-karoten, likopen, B-izorenieraten i innych [7, 213, 292].
Obecnos¢ tego typu zwiazkoéw odnotowano w ropie naftowej. W przypadku -karotenu
i izorenieratenu stwierdzono rowniez powstawanie innych diagenetycznych produktow
zawierajgcych od jednego do czterech dodatkowych pierscieni aromatycznych [180,
243, 319-322, 410, 450]. Takze rézne osadowe zwigzki organiczne siarki majg szkielet
weglowy izorenieratenu i f-karotenu. W procesie dalszych przemian zwiazki pocho-
dzenia barwnikowego wlaczane sg do kerogenu (makromolekularnej materii organicz-
nej, nierozpuszczalnej w wodzie i rozpuszczalnikach organicznych). Szersze oméwienie
procesow zachodzacych podczas diagenezy karotenoidow przedstawili Sinninghe Dam-
sté i Koopmans [369].

Barwniki rzadko ulegaja catkowitej degradacji, bowiem zmiany diagenetyczne za-
chodzace w tych zwiazkach, takie jak transformacja chlorofili do porfiryn i wprowadze-
nie do czasteczki niklu lub wanadu czy uwodornienie wigzan podwdjnych wegiel —
wegiel karotenoidow (formowanie alkanéw izoprenowych), moga je stabilizowac [282,
334, 350]. Obecnos¢ nienaruszonych karotenoidow, izorenieratenu [212] i nicokreslo-
nego diaromatycznego karotenoidu [65] stwierdzono w utworach pochodzacych z mio-
cenu. Na ogdt jednak stezenia niezdegradowanych karotenoidow istotnie zmniejszaja
si¢ wraz z glebokos$cia, przy czym szybciej degradacji ulegajg karotenoidy zawierajace
tlen (hydroksy-, okso-, epoksy-) [49, 120, 416]. Karotenoidy mogg by¢ tatwo utleniane
i dlatego niskie stgzenie tlenu zardéwno w stupie wody, jak i w osadzie jest waznym
czynnikiem warunkujacym zachowywanie karotenoidow w osadach [342]. Pomimo
szybkich diagenetycznych reakcji transformacji, jakim moga podlega¢ karotenoidy
zardbwno w shupie wody, jak i w osadach dennych, kopalne karotenoidy mozna wyko-
rzystywa¢ do badan zmian w $rodowisku, w ktorym zachodzi depozycja, przede
wszystkim w pozbawionych tlenu partiach jezior i moérz [108, 233, 243, 320, 385, 410,
450]. W wodzie pobranej z Morza Czarnego z glgbokosci 80 m stwierdzono wystepo-
wanie diaromatycznego karotenoidu izorenieratenu, ktory jest syntetyzowany przez
zielone bakterie siarkowe (Chlorobiaceae). Ze wzglgdu na to, ze Chlorobiaceae s3
organizmami fotoautotroficznymi, $cisle beztlenowymi i wymagajacymi siarkowodoru,
obecno$¢ tego karotenoidu wskazuje na naktadanie si¢ stref fotycznej i beztlenowe;.
Zapis zawartosci izorenieratenu w osadach Morza Czarnego wykorzystano do oceny
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tych warunkéw w przesztosci, co pozwolito na odtworzenie zmian w gigbokosci che-
mokliny [320]. Pomimo zachodzacych procesow diagenezy niezmienione karotenoidy
byly odnajdywane w osadach morskich i stodkowodnych zdeponowanych 20 000 lat
temu [404, 416].

Czynnikiem wptywajacym w sposob znaczacy na zachowywanie barwnikow jest
wyzeranie przez ro§linozercow. W tabeli 28 przedstawiono szybko$¢ filtracji wody
przez rozne gatunki zooplanktonu. Mozna stwierdzi¢, ze szybko$¢ filtracji zalezy
w duzej mierze od wielko$ci zwierzecia, ale takze temperatury i rozmiaru fitoplanktonu
[423]. Podczas przechodzenia przez przewod pokarmowy zwierzat chlorofil a zostaje
przeksztatcony w feofityne i feoforbid, w zwigzku z czym moze zaniknaé¢ nawet 70%
chlorofilu i jego pochodnych [32, 79, 89, 90].

Tabela 28. Tempo filtracji u réznych gatunkéw zooplanktonu [423]

. Zakres wielko$ci zwierzat Srednie tempo filtracji
Gatunki dhugodé e Y
gos¢ w mm ml-zwierzg -dzien
Daphnia rosea 1,3-1,6 3,6-5,5
Daphnia galeata 1,5-1,7 3,7-6,4
Daphnia parvula 0,7-1,2 3,8
Daphnia longispina — 2,3
Ceriodaphnia quadrangula 0,7-0,9 4,6
Diaphanosoma brachyurum 0,9-1,4 1,6
Bosmina longirostris 0,4-0,6 0,44
Chydorus sphaericus 0,1-0,2 0,18

Podobne wyniki uzyskali Head i Harris [160] oraz Mayzaud i Razouls [275].
W prowadzonych przez nich badaniach wyzeranie przez widlonogi powodowato degra-
dacje chlorofili do zwigzkow bezbarwnych. W badaniach nad degradacjg materii orga-
nicznej pochodzacej z réznych zrddet (planktonu, roslinnosci litoralowej i ladowej)
Bianchi i wspét. [31] odnotowali istotnie wyzsze tempo transformacji chlorofilu a
w feoforbid a w obecnosci roslinozercow z rodzaju Gammarus (rys. 19), natomiast
formowanie feofityny czy 5,6-epoksydu luteiny nie bylo istotnie skorelowane z ich
obecnoscia.

Degradacja karotenoidéw wystgpuje glownie podczas przechodzenia barwnikow
przez przewdd pokarmowy roslinozercow i moze si¢ga¢ 80% [239]. Porownujac degra-
dacyjne mozliwo$ci stodkowodnych wio$larek i wrotkow, Carpenter i Bergquist [67]
sugerowali, ze wyzeranie powoduje znaczacg, lecz nieselektywng degradacje barwni-
kéw, 1 ze zawarto§¢ barwnikéw na jednostke materii organicznej moze wzrasta¢ po
przejséciu przez jelito roslinozercow. Head i Harris [160] na podstawie badan nad mor-
skimi widlonogami stwierdzili, ze stopien degradacji barwnikow zalezy zaré6wno od
gatunku glonéw, jak i gatunku roslinozercow. Nelson [294] odnotowat degradacj¢ karo-
tenoidow po ich zjedzeniu przez makrozooplankton o duzych rozmiarach (np. ostonice),
natomiast nie potwierdzil degradacji po trawieniu przez makrozooplankton o matych
rozmiarach (np. widtonogi). Leavitt i wspot. [243] sugerowali, ze wydalanie przez duzy
zooplankton moze istotnie wplywac¢ na zwigkszone zachowywanie barwnikow i ich
pochodnych w osadach jeziornych.
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Rys. 19. Stezenia barwnikéw w osadach (nmol- gy, osade ) [31]
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W badaniach prowadzonych przez Pasternak i Dritsa [304] analizowano przebieg
zmian zawartosci chlorofilu i jego pochodnych w przewodzie pokarmowym oraz od-
chodach morskich widlonogéow Calanus pacificus. Jako zrédto pokarmu i zarazem chlo-
rofilu postuzyly okrzemki Phaeodactylum tricornutum. Na podstawie otrzymanych
wynikoéw stwierdzono, ze zawarto$¢ chlorofilu i jego pochodnych szybko zmniejszata
si¢ podczas przechodzenia przez przewod pokarmowy przy jednoczesnym wzro$cie ich
zawarto$ci w odchodach, tymczasem sumaryczna zawarto$¢ analizowanych zwigzkow
(S+S") nie zmniejszata sie istotnie (tab. 29). Odmienne wyniki otrzymali Conover
i wspot. [77], ktorzy zaobserwowali degradacje 99% barwnikow.

Tabela 29. Srednia zawarto$é¢ chlorofilu i jego pochodnych (chl + feo) w przewodzie pokarmo-
wym (S) i odchodach (So) Calanus pacificus (ng-ml-1 ekstraktu) [304]

Stezenie chlorofilu podczas eksperymentu
Czas N] T
min 4,8 ng-ml 1,8 ng-ml
Stehl + feo) S°(eht + feo) S+8° Stehi+feo) | S%chi+ feo) S+8°
0 1,17£0,15 - — 0,23+0,04 — —
30 0,77+0,17 0,13 0,90 0,07+0,04 0,21 0,28
60 0,21+0,16 0,53 0,74 0,04+0,03 0,24 0,28
120 0,04+0,02 0,67 0,71 0,01 0,25 0,26

Straty karotenoidow moga wynikac¢ takze z absorpcji przez roslinozercow. Herring
[165, 166] stwierdzil, ze czyste barwniki, ktorymi karmiono rozwielitki, byty wlaczone
do tkanek zwierzecych jako karotenoproteiny, ulegaty degradacji do zwigzkow bez-
barwnych lub przechodzily przez jelito nienaruszone. Inne dos§wiadczenia potwierdzity,
ze wiele skorupiakéw jeziornych moze wchlania¢ i metabolizowaé proste karotenoidy
(np. B-karoten czy echinenon) do zlozonych, specyficznych dla zwierzat barwnikow,
takich jak astaksantyna lub kantaksantyna [134, 217]. Przyswojone karotenoidy moga
by¢ przechowywane w ciatach lipidowych i jajach jako karotenoproteiny [72]. Badania
sugeruja rowniez, ze karotenoidy pozostaja metabolicznie aktywne po asymilacji. [los¢
wchlanianych karotenoidow, a wiec i stezenie w organizmach uzaleznione jest od prze-
zroczystosci wody [167], dostepnosci pozywienia [77, 155, 218, 278] oraz obecnosci
innych absorbujacych $wiatto barwnikow w tkankach roslinozercow [167, 238].
W przeciwienstwie do karotenoidéow barwniki chlorofilowe prawdopodobnie nie sg
asymilowane przez bezkregowce wodne.

Interesujace wyniki badan otrzymali McLeroy-Etheridge i McManus [278], ktorzy
analizowali degradacje¢ barwnikoéw (chlorofili i karotenoidow) powodowang przez wi-
dlonoga Acartia tonsa (doroste zenskie osobniki) w zaleznosci od gatunku pozywienia
i jego dostgpnosci. Niezaleznie od gatunku fitoplanktonu destrukcja barwnikow byta
wicksza w przypadku ograniczonego dostepu do pokarmu (tab. 30, 31). Otrzymane
wyniki potwierdzily takze stosunkowo matg odporno$¢ na degradacje fukoksantyny
1 wysoka stabilno$¢ luteiny.



Tabela 30. Degradacja (do feobarwnikéw) i destrukcja (do produktow bezbarwnych) przy odzy-

wianiu widlonogdéw w sposob ograniczony i nieograniczony [278]
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Odzywianie nieograniczone

Odzywianie ograniczone

Fitoplankton % degradacji | % destrukcji % degradacji | % destrukcji

Chlorofil a

Thqlasszoizra 7 73 ) 93
weissflogii

Rhodomonas lens 9 60 16 70
Chroomonas salina 14 57 22 64
Tetraselmis sp. 3 0 19 52
Tetraselmis PLY 429 6 13 21 71
Dunaliella tetriolecta 11 53 29 70
Chlorofil b

Tetraselmis sp. <1 3 <1 20
Tetraselmis PLY 429 <1 43 3 78
Dunaliella tetriolecta 4 40 7 87

Tabela 31. Destrukcja karotenoidow (%D) i szybko$¢ odzywiania I (liczba komoérek potknietych
przez widlonoga w trakcie godziny) [278]

Odzywianie Odzywianie

Fitoplankton Barwnik nieograniczone ograniczone

%D 1 %D I
Thalassiosira weissflogii fukoksantyna 63 4275 99,9 933
Rhodomonas lens alloksantyna 56 5062 65 2905
Chroomonas salina alloksantyna 37 8049 52 2092
Tetraselmis sp. luteina 0 9707 31 3002
Tetraselmis PLY 429 luteina 2 7229 80 4307
Dunaliella tetriolecta luteina 35 6080 80 3496

Pomimo Ze wyzeranie przez zooplankton moze prowadzi¢ wedtug niektorych au-
torow do znaczacej degradacji barwnikow, to jednak wyzeranie komoérek glonéw po-
woduje, ze barwniki nie ulegajg degradacji fotochemicznej, a wydalane z ekskrementa-
mi szybko sedymentuja bez przechodzenia powazniejszych zmian [71, 89, 90, 238,
242]. Glowne drogi degradacji chlorofilu w ekosystemach morskich z uwzglednieniem
wplywu proceséw konsumpcji oraz starzenia si¢ komorek przedstawiono na rysunku 20

[82].
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Rys. 20. Gléwne drogi degradacji chlorofilu w strefie eufotycznej [82]

Wszystkie wymienione czynniki w rdzny, czgsto bardzo istotny sposob wplywaja
na zawarto$¢ 1 wlasciwosci zachowywanych w osadach barwnikoéw i ich pochodnych.
W tabeli 32 przedstawiono przeglad barwnikoéw roslinnych najczesciej odzyskiwanych
z osadow dennych jezior. W badaniach bardziej szczegdélowych, ukierunkowanych np.
na produkty przemian chlorofili czy karotenoidow liczba oznaczanych barwnikéw jest
oczywiscie znacznie wigksza.
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W tabeli 33 przedstawiono zakresy zawartosci barwnikow i ich pochodnych noto-
wane w osadach dennych jezior. Porownywanie dostgpnych w literaturze wynikow
utrudniajg: po pierwsze — zrdznicowane metody ekstrakcji barwnikow i analizy chroma-
tograficznej, po drugie — jednostki, w jakich przedstawiane sa otrzymane wyniki. Glg-
bokosci (pomiary dokonywane od powierzchni osadu), na ktorych stwierdzana jest
obecnos¢ poszczegdlnych barwnikow, zaleza od rodzaju srodowiska wodnego, jego
glebokosci 1 produktywnosci. Zroéznicowanie glgbokosci wystepowania barwnikow
w osadach dennych jezior, estuariow i morz zaprezentowano w tabeli 34.

Tabela 33. Zawarto$¢ barwnikéw roslinnych w powierzchniowej warstwie osadow dennych

jezior
Barwnik Zawartos_? Zrodlo
nmol-g,,,
B-karoten 0,008-2000 [102, 142, 144, 148, 171, 246, 260, 272, 324, 413]
B-izorenieraten 30-60 [47, 209, 260]
Alloksantyna 0,062-400 [102, 148, 171, 245, 272, 324, 413, 415]
Fukoksantyna 2,8-1145,4 [102, 142, 148, 209, 260, 272, 324, 413]
Diatoksantyna 0,049-1200 [102, 171, 245, 324, 413, 415]
Diadinoksantyna 33-550 [209, 260, 272, 324]
Dinoksantyna 13-50 [209, 272]
Peridinina 100-300 [148, 209]
Echinenon 0,5-300 [142, 148, 209, 247, 260, 272, 324]
Zeaksantyna 50-1000 [209, 247, 272]
Luteina + zeaksantyna 0,4-900 [102, 142, 324, 413]
Kantaksantyna 3-100 [209, 247, 272, 413, 415]
Miksoksantofil 5,9-180 [102, 209, 272, 324, 413]
Oscillaksantyna 80-300 [209, 272]
Luteina 0,088-3000 [148, 171, 209, 245, 272]
Okenon 5-2000 [142, 148, 260]
Astaksantyna 48-100 [142, 209]
Scytonemina 0,5-10 [142, 412, 415]
Chlorofil a 0,028-700 [102, 171, 247,272, 324, 413, 415]
Chlorofil b 8-140 [102, 247, 272, 324, 413]
Feofityna a 42-831,4 [102, 324,412, 415]
Feofityna b 0,4-40 [102, 245, 324, 413]
Feofityny 500 [272]
Feoforbid a 0,20-3,5 [171, 245]
Feoforbidy 400 [272]
Chlorofil ¢ 600 [272]
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4. ANALIZA BARWNIKOW I PRODUKTOW
ICH DEGRADACIJI

Barwniki roslinne wystepujace w organizmach roslinnych i osadach dennych sta-
nowig grupe zwigzkow o zréznicowanych wiasciwosciach, takich jak rozpuszczalnosc,
podatnos¢ na degradacje czy stopien rozktadu. Powoduje to, ze w badaniach prowadzo-
nych nad barwnikami wykorzystuje si¢ réznorodne procedury analityczne, poczawszy
od przygotowania probek do ekstrakcji poprzez wybor rozpuszczalnika az do uktadu
eluentéow 1 rodzaju kolumny uzywanych w chromatografii cieczowej. Utrudnia to za-
réwno wybor procedury, jak i porownywanie otrzymanych wynikow z danymi literatu-
rowymi.

4.1. EKSTRAKCJA BARWNIKOW

Pierwszym etapem badan laboratoryjnych jest przygotowanie probek do ekstrakcji.
W przypadku probek wod jest to ich przesaczenie, natomiast podczas analizowania
osadow dennych moze to by¢ liofilizacja lub suszenie w temperaturze pokojowej. Jed-
nak Leavitt i Hodgson w pracy [245] wskazuja, ze barwniki zawarte w osadach wysu-
szonych s3 bardziej podatne na degradacje podczas oczekiwania na ekstrakcj¢. Kolej-
nym etapem jest ekstrakcja barwnikow, podczas ktorej nalezy zapewni¢ takie warunki,
aby zastosowana metoda ekstrakcji byla mozliwie wydajna, barwniki w ekstrakcie —
stabilne, a otrzymana mieszanina dawata si¢ dobrze rozdzieli¢ [45, 58, 66, 158, 268,
2717, 285, 339, 344, 409]. Dalsze komplikacje procedur powodowane sg temperatura,
w jakiej powinna by¢ prowadzona ekstrakcja, czasem jej trwania oraz stosowaniem
sonikacji.

W przypadku probek takich jak glony mozna zastosowac nastgpujace techniki eks-
trakcji: moczenie probek w rozpuszczalniku, rozcieranie i sonikacja. Ekstrakcja przez
moczenie jest tatwg i odpowiednig metoda, gdy nalezy przygotowa¢ duza liczbe probek
do badan spektrometrycznych. Metoda ta wymaga zrdéznicowanego czasu ekstrakcji
w zalezno$ci od przyjetych warunkdéw i rodzaju rozpuszczalnika — od 10 minut w tem-
peraturze 65°C przy zastosowaniu dimetylosulfotlenku (DMSO) [63], przez noc, gdy
uzyty jest 90% aceton [358], do 40 godzin w temperaturze 4°C z wykorzystaniem in-
nych rozpuszczalnikéw [380]. Jedng z wczes$niejszych metod jest rozcieranie z zasto-
sowaniem homogenizatoréw. Zniszczenie komoérek glonéw co prawda utatwia ekstrak-
cj¢ barwnikow, jednak stosowanie szklanych homogenizatorow moze by¢ niebezpiecz-
ne dla osob obstugujacych. Czasami dochodzi rowniez do przegrzania probek. W przy-
padku osadéw dennych zawierajacych ziarna piasku niewskazane jest uzywanie szkla-
nych homogenizatorow, jednak mozna je rozetrze¢ r¢cznie w mozdzierzu.

Obecnie coraz szerzej stosowang metodg ekstrakeji jest sonikacja, podczas ktorej
na skutek dziatania ultradzwickéw komorki ulegaja rozerwaniu [3, 431]. Wplyw soni-
kacji na efektywno$¢ ekstrakcji badali Dere i wspot. [98]. Na podstawie otrzymanych
wynikow stwierdzili, ze 5-minutowa sonikacja nie spowodowala istotnego wzrostu
wydajnosci ekstrakcji (tab. 35). Mogtlo to jednak wynikac z faktu, ze ekstrakcji podda-
wano probki uprzednio zhomogenizowane.
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Tabela 35. Wplyw sonikacji na wydajnos¢ ekstrakcji chlorofilu a (ug-gém™) [98]

Metanol Eter dietylowy Aceton
Gatunek G | G | G [ [ G [ G
Cladophora glomerata 60,7 61,4 53,8 53,7 56,2 57,0
Ulva rigita 54,6 54,7 48,6 49,0 48,9 49,3
Codium tomentosum 49,0 50,9 46,2 48,2 47,4 499
Cladostephus verticillatus 51,3 53,1 479 50,8 48,2 51,8

Cp, — probki homogenizowane
Chps — probki homogenizowane i poddane sonikacji

Kolejng kwestia sporng jest stosowany ekstrahent. Do najczesciej wykorzystywa-
nych nalezy aceton o réznych stezeniach [58, 66, 75, 103, 142, 162, 187, 188, 202, 302,
331], rzadziej metanol [45, 258], ale tez wykorzystywane sg mieszaniny acetonu z me-
tanolem (1:1 v/v [442], 7:2 v/v [268], 80:20 v/v [247]), acetonu, metanolu i wody
(80:15:5 v/v/v [245, 277)).

Mieszaniny zawierajace wod¢ przeznaczone sa do osadow wysuszonych, przy
czym zaleca si¢ liofilizowanie osadéw, a nie suszenie z dostgpem powietrza, podczas
ktérego nastepuje utlenianie barwnikoéw. Leavitt i Hodgson [245] podkreslaja, ze doda-
tek metanolu zwigksza wydajnos¢ ekstrakcji w przypadku probek tak ztozonych jak
osady denne. Zalecane jest rowniez odgazowanie czystych rozpuszczalnikow w celu
usunigcia rozpuszczonego tlenu, a nie przygotowanej z nich mieszaniny. Szerszy prze-
glad rozpuszczalnikéw stosowanych do ekstrakcji barwnikéw przedstawit Rowan [334].

W tabeli 36 zamieszczono dane charakteryzujace ekstrahenty zwykle uzywane do
ekstrakcji barwnikow.
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Wplyw rodzaju ekstrahenta i zawartosci wody w probkach osadéw dennych na
wydajnos¢ ekstrakceji przedstawil Hansson [158]. Badaniami objeto 14 jezior, ktérych
osady charakteryzowaty si¢ zroéznicowang zawartoScig wody i materii organicznej.
Otrzymane wyniki dowiodly, ze najwyzsza $rednig wydajnos¢ ekstrakcji wykazywat
etanol. Biorgc pod uwage znacznie wyzszg wydajnos¢ ekstrakeji stwierdzong w oma-
wianych badaniach dla liofilizowanych probek osadéw oraz mozliwos¢ bezposredniego
poréwnywania otrzymywanych zawartosci barwnikow, wydaje si¢ uzasadnione stoso-
wanie procesu liofilizacji jako metody przygotowania probek do ekstrakcji (tab. 37).

Tabela 37. Srednie zawartosci chlorofilu a w ekstraktach z osadow $wiezych i liofilizowanych
o zréznicowanej zwarto$ci materii organicznej [158]

Ekstrahent Osad $wiezy | . Osad zliofilizowany
pg-cm

Wysoka zawarto§¢ materii organicznej

Aceton (90%) — 31,54
Aceton (100%) 5,58 29,52
Metanol 2,86 21,41
Etanol 6,09 27,23
Niska zawarto§¢ materii organicznej

Aceton (90%) — 28,54
Aceton (100%) 8,47 28,39
Metanol 3,06 30,72
Etanol 6,01 30,24

Jako wskaznik zroznicowania wydajnosci ekstrakcji z wykorzystaniem metanolu
i acetonu zastosowano warto§¢ stosunku zawartosci chlorofilu a w obu ekstraktach
(M/A). Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze wartosci tego stosunku
byly ujemnie skorelowane z zawarto$ciag wody w analizowanych probkach, zalezaty
réwniez od zawarto$ci materii organicznej w osadach dennych (rys. 21).

0 02 04 06 08 10
Zawarto$¢ wody
Rys. 21. Stosunek zawartosci chlorofilu a wyekstrahowanego metanolem i acetonem (M/A)
z osadow o niskiej (symbole otwarte) i wysokiej (symbole zamknigte) zawarto$ci mate-
rii organicznej przy roznej zawartosci wody (ml-cm™) [158]

Problem stosowanych metod ekstrakcji czgsto bywa badany w aspekcie analizy
iloSciowej 1 jakosciowej barwnikow w materiale roslinnym. W pracy [426] Wiltshire
i wspot. rozpatrywali wptyw sposobu ekstrakcji na jej wydajno$¢ w odniesieniu do
barwnikoéw 1 kwasow thuszczowych. Zastosowano dwie metody: tradycyjng, podczas
ktorej liofilizowane glony traktowano rozpuszczalnikiem, a nastgpnie wytrzgsano recz-
nie przez minut¢ i pozostawiano na pewien czas. Potem probki wirowano i usuwano
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supernatant, po czym w celu zwigkszenia wydajnosci ekstrakcji poddawano je ponow-
nej ekstrakcji z uzyciem kolejnej porcji czystego rozpuszczalnika.

W drugim wariancie (ekstrakcji maksymalnej) do probowki z materiatem liofilizo-
wanym oprocz rozpuszczalnika dodawano réwniez kwarc (rozmiar czastek — 10-30 pm).
Nastepnie probki umieszczano w myjce ultradzwigkowej (35 kHz, 80 W) w temperatu-
rze -4°C (stosowano wod¢ morska) i poddawano dziataniu ultradzwigkdéw przez 90 min.
Podobnie jak w wariancie kontrolnym probki ekstrahowano dwukrotnie. Otrzymane
wyniki przedstawiono na rysunku 22.

40 - | ZZZ kontrola
R  ultradzwieki
35

¥
30 \
25 — \

20

—
77/%

materiat wyekstrahowany (ug-mg-')

chlorofil a kwasy tluszczowe

Rys. 22. Poréwnanie wydajnosci ekstrakcji chlorofilu a i kwasow thuszczowych ze Scenedesmus
obliquus; 1 ekstrakcja — shupki zakreskowane, II ekstrakcja — shupki otwarte [426]

Nie ulega watpliwosci, ze stosowanie metody ultradzwickowej zwigksza wydaj-
nos¢ ekstrakcji w przypadku zaréwno chlorofilu a, jak i kwasoéw tluszczowych. Zwraca
tez uwage fakt stosunkowo niskiej zawartosci badanych zwiazkéw w roztworach uzy-
skanych podczas drugiej ekstrakcji. Analogiczne wyniki otrzymano, analizujac zawar-
tosci poszczegdlnych barwnikow (rys. 23). Dunn i wspét. w pracy [103] poréwnywali
wydajnos¢ jednokrotnej i wielokrotnej ekstrakcji barwnikoéw z lisci Eucalyptus longifo-
lia. W tabeli 38 przedstawiono zréznicowanie zawarto$ci barwnikéw w ekstraktach
w zalezno$ci od wykorzystanej techniki ekstrakcji. Na podstawie otrzymanych wyni-
kéw mozna stwierdzié, ze zastosowanie ekstrakcji wielokrotnej spowodowato wzrost jej
wydajnosci nawet o ponad 18% w przypadku -karotenu.
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Rys. 23. Poréwnanie wydajnos$ci ekstrakcji barwnikéw ze Scenedesmus obliquus; 1 ekstrakcja —
stupki zakreskowane, II ekstrakcja — stupki otwarte [426]



Tabela 38. Stezenia chlorofili i karotenoidow wyekstrahowanych z Eucalyptus longifolia [103]
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Stezenie barwnika, Au- gsrm'1
Barwnik 1-krotna ekstrakcja 3-krotna ekstrakcja 3-krotna ekstrakcja
(100% aceton) (100:80:80% aceton) (80:80:100% aceton)
Neoksantyna 2,117 2,281 2,367
Chlorofil b 5,212 5,331 5,574
Luteina 6,736 7,344 7,447
Chlorofil a 17,724 18,608 19,353
B-karoten 3,599 3,518 4,267

Wplyw sposobu przygotowania probek i stosowanego rozpuszczalnika na ekstrak-
cj¢ barwnikow z peryfitonu analizowali w pracy [151] takze Hagerthey i wspot. Otrzy-
mane wyniki wykazaty, ze w przypadku chlorofilu b, B-karotenu, miksoksantofilu
i echinenonu liofilizacja znacznie zwigkszata wydajnos¢ ekstrakcji, a kolejnymi proce-
sami, ktore daly taki sam efekt, byly: rozcieranie probek zliofilizowanych, poddawanie

ich dziataniu ultradzwigkow oraz zastosowanie do ekstrakcji mieszaniny zlozonej
z acetonu, metanolu, dimetyloformamidu i wody (MAD). Zastosowanie MAD znacznie
zwickszyto wydajnos¢, co bylo szczegodlnie zauwazalne w przypadku p-karotenu i echi-

nenonu (tab. 39).

Tabela 39. Wydajnos¢ (Srednia) barwnikow wyekstrahowanych za pomoca réznych rozpuszczal-

nikéw i metod fizycznych (dtugosé fali detekcji 440 nm) [151]

Metoda Chlh | Lut | B-kar | Fuko _1| Miks | Zea | Echin
HE"Zsm

Mrozenie, moczenie i sonikacja
Aceton 45 43 0 430 409 67 22+18
MAD 0 0 209 80 6 0+0
Metanol 0 1 0 30 10 1 0+0
Metanol/aceton 12 12 2 154 132+64 14 4+4
Mrozenie, rozcieranie, moczenie i sonikacja
Aceton 39 51 0 464 532 77 38+27
MAD 0 3 0 110 49 3 0+0
Metanol 0 0 0 24 0 0 0+0
Metanol/aceton 7 11 439 132 123 13 3+3
Liofilizacja, moczenie i sonikacja
Aceton 64 29 137 249 223 34 47
MAD 90 51 250 385 454 69 119
Metanol 50 21 35 266 299 40 32
Metanol/aceton 40 24 105 173 209 29 41
Liofilizacja, rozcieranie i sonikacja
Aceton 161 64 376 435 590 76 181
MAD 191 83 400 559 432 106 206
Metanol 73 42 44 357 420 53 60
Metanol/aceton 63 37 142 252 208 41 69

Chl b — chlorofil b
Fuko — fukoksantyna
Echin — echinenon

Lut — luteina
Miks — miksoksantyna

MAD — metanol/aceton/DMF/woda

B-kar — B-karoten
Zea — zeaksantyna
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Interesujace wyniki przedstawili w pracy [406] van Leeuwe i wspot. Badajac aceto-
nowe i metanolowe ekstrakty barwnikéw z glonow, stwierdzili, ze liofilizacja w znaczacy
sposob podnosita wydajnos¢ ekstrakeji, bowiem stezenia barwnikéw w probkach nieliofi-
lizowanych w poréwnaniu z probkami liofilizowanymi byty o 20-50% nizsze (tab. 40).

Tabela 40. Wydajno$¢ ekstrakcji w roznych wariantach jako procent ekstrakcji acetonem przez
48 h w temperaturze 4°C po liofilizacji [406]

Glony Barwnik Ac/4* Ac/-L* | Ac/-20* MeOH*

luteina 100 77 94 129

P . chlorofil b 100 79 96 111

YrAamimonas sp- chlorofil a 100 80 96 110
B-karoten 100 83 96 73

fukoksantyna 100 46 110 123

Phaeocystis antarctica diadinoksantyna 100 42 119 130

chlorofil a 100 64 115 107

chlorofil ¢; , 100 54 107 105

fukoksantyna 100 82 89 150

Phaeocystis globosa diadinoksantyna 100 73 90 152
chlorofil a 100 89 93 151

chlorofil ¢; , 100 85 91 154
fukoksantyna 100 85 98 81
Thalassiosira diadinoksantyna 100 84 101 73
weisflogii chlorofil a 100 84 100 80
chlorofil ¢; , 100 82 94 81

*Ac/4 — ekstrakcja acetonem w temperaturze 4°C po liofilizacji; Ac/-L — ekstrakcja acetonem bez
uprzedniej liofilizacji; Ac/-20 — ekstrakcja acetonem w temperaturze -20°C po liofilizacji;
MeOH - ekstrakcja metanolem bez uprzednie;j liofilizacji

Drugim badanym zagadnieniem byla ocena stabilno$ci barwnikéw w ekstraktach.
Wykonanie analizy chromatograficznej wymaga umieszczenia fiolek z ekstraktami barw-
nikéw w autosamplerze. Ze wzgledu na to, ze jedna analiza trwa okolo 2 godzin (przy
zalozeniu, ze analize wykonuje si¢ w 3 powtorzeniach po 35 minut kazde), czas oczeki-
wania ostatniej probki z serii moze by¢ dosy¢ dhugi. W tabeli 41 przedstawiono dane
o efektach degradacji barwnikow, ktore znajdowaly si¢ autosamplerze przez 18 godzin.
Mozna stwierdzi¢, ze ekstrakty barwnikow w 90% acetonie byly bardziej stabilne niz
w metanolu. Stosunkowo niska stabilnoscig charakteryzowal si¢ jedynie ekstrakt aceto-
nowy z Emiliania huxleyi, jednak i w tym przypadku ekstrakty metanolowe byly mnie;j
stabilne niz acetonowe. W pracy [406] autorzy przedstawili takze interesujaca technike
nazywana water-paking. Podczas analizy chromatograficznej przed wlasciwa probka
wykonuje si¢ nastrzyk wody (20 ul wody Mili-Q), nastepnie nastrzykuje si¢ analizowany
ekstrakt (60 pl) i ponownie wodg (20 pl wody Mili-Q). Zastosowanie tej metody w przy-
padku ekstraktow acetonowych poprawia rozdzial pikéw (rys. 24), natomiast ekstrakty
metanolowe nie wymagaja jej uzycia [406, 445]. Badania nad stabilno$cig acetonowych
ekstraktow barwnikow (chlorofili a, b 1 ¢, pochodnych chlorofilu a, $-karotenu) prowadzi-
ly takze Kowalewska i Szymczak [222]. Stwierdzily, ze ekstrakty barwnikow byly czute
przede wszystkim na dzialanie $wiatla i tlenu, natomiast temperatura do 25°C nie wywie-
rala na nie istotnego wptywu. Interesujacy wydaje si¢ fakt, ze chlorofil a byt mniej stabil-
ny niz jego pochodne, ale bardziej stabilny w poréwnaniuz -karotenem.
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Rys. 24. Chromatogramy barwnikow otrzymane dla Phaeocystis antarctica: (A) z zastosowaniem
metody water-packing, (B) bez zastosowania metody water-packing; (1) chlorofil c;, (2)
chlorofile ¢y, ¢, (3) fukoksantyna, (4) diadinoksantyna, (5) chlorofil a, (6) B-karoten [406]

W pracy [99] Devesa i wspot. przedstawili natomiast wpltyw rodzaju rozpuszczal-
nika, temperatury oraz stosunku osadu do ekstrahenta na wydajnos¢ ekstrakcji barwni-
kow z osadow rzecznych. Do oznaczenia zawartosci barwnikow w probkach wykorzy-
stano wzory zaproponowane przez Wellburna [418] (tab. 56). W celu okreslenia opty-
malnych warunkow ekstrakcji utworzono model matematyczny, a otrzymane wyniki
przedstawiono w tabeli 42.

Tabela 42. Optymalne warunki przewidywane zgodnie z modelem, okreslone w celu otrzymania
maksymalnego stezenia barwnikow przy ekstrakcji dimetylosulfotlenkiem (DMSO),
metanolem i acetonem (RO — stosunek roztworu do osadu) [99]

Zmienne niezalezne Zmienne zalezne
Rozpuszczalniki i barwniki RO czas ekstrakcji T pg barwnikéw
ml-g’! min °C na g osadu

chlorofil a 3,6 38 40 53,4
DMSO ch}ll(()roﬁl b 3,6 50 67 344

catkowite

karotenoidy 3.7 > 64 114

chlorofil a 5,0 30 40 36,2
Metanol chlll(()roﬁl b 4,9 30 40 25,6

catkowite

karotenoidy >0 30 48 >l

chlorofil a 4.8 30 40 25,0
Aceton ch}ll(()roﬁl b 4.9 30 40 24,0

catkowite

karotenoidy 4.3 69 40 47
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Zgodnie z uzyskanymi wynikami podczas ekstrakcji nalezaloby dostosowac obje-
to$¢ rozpuszczalnika do masy osadu, a czas jej trwania i temperatur¢ do okreslonego
rozpuszczalnika. Wedlug zaproponowanego modelu najwyzsza wydajno$¢ procesu
ekstrakcji zapewnia uzycie DMSO. Wykonane analizy potwierdzily skuteczno$¢ tego
ekstrahenta, a wyniki uzyskane w warunkach optymalnych r6znity si¢ jedynie o 15% od
zatozonych w modelu (tab. 43). W przedstawionym eksperymencie zwraca uwage fakt
stosunkowo krotkiego czasu ekstrakcji, ale przede wszystkim wysokiej temperatury
stosowane]j podczas ekstrakcji tak specyficznego zwigzku, jakim jest chlorofil. Biorac
pod uwage, ze w badaniach tych nie przeprowadzono analizy za pomocg metody wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej, a ograniczono si¢ jedynie do oznaczenia wiasci-
wosci spektrometrycznych, trudno oceni¢ wptyw tego parametru na wiasciwosci otrzy-
manych ekstraktow.

Tabela 43. Stgzenia barwnikow przewidywane zgodnie z modelem po ekstrakcji barwnikow
zuzyciem DMSO w optymalnych warunkach i eksperymentalne wyniki otrzymane
w tych samych warunkach [99]

RO Czas T Przewidywane Eksperymentalne
Barwniki ekstrakcji ng barwnikow pg barwnikow
ml-g! min °C na g osadu na g osadu
Chlorofil a 3,6 38 40 53,4 48,1
Chlorofil b 3,6 50 67 34,4 31,0
Catkowite 3.7 51 64 114 9.0
karotenoidy

4.2. ROZDZIAL BARWNIKOW

Otrzymywane w latach 50. ubieglego stulecia ekstrakty acetonowe z roslin czy
osadow dennych zawieraty mieszaniny réznego rodzaju chlorofili, karotenoidéw i ich
pochodnych. Z mieszaniny wydzielano karotenoidy dzigki reakcji saponifikacji (eks-
trakt acetonowy poddawano zmydleniu réwnowazng objetoscia 20% metanolowego
roztworu wodorotlenku potasu przez 2 h w temperaturze pokojowej). Reakcja ta prowa-
dzi do utworzenia soli potasowych kwasow organicznych wiacznie z chlorofilem a
i chlorofilem b, ktore przez ten zabieg staja si¢ rozpuszczalne w wodzie. Nastgpnie
karotenoidy przenosi si¢ do eteru naftowego dodawanego razem z wodg. W kolejnym
etapie dodanie 90% metanolu powoduje rozdziat karotenoidéw na epifazowe i hipofa-
zowe [118].

Rozwdj technik laboratoryjnych umozliwit dalszy rozdzial mieszanin barwnikow
za pomocg metody chromatografii cienkowarstwowej (TLC) jednowymiarowej lub
dwuwymiarowej [44, 184, 225, 340, 344, 345, 363, 399, 409]. W chromatografii cien-
kowarstwowej wykorzystywane sag ptytki pokryte réoznego rodzaju sorbentami. Do naj-
czesciej stosowanych nalezg ptytki pokryte zelem krzemionkowym, tlenkiem glinu,
ziemig okrzemkowa, poliamidem i celuloza. Rzadziej uzywa si¢ ptytek pokrytych sa-
charoza, zelami dekstranowymi czy akrylowymi [46]. Do rozwijania chromatogramow
wykorzystywane sg rozpuszczalniki o rdznej stalej dielektrycznej. Wyzsza warto$¢ tego
parametru $wiadczy o wigkszej polarnosci zwigzku (tab. 44) [76]. W tabeli 45 przed-
stawiono sugerowane przez Touchstone’a i Dobbinsa [399] mieszaniny rozpuszczalni-
kow 1 ptytki do rozdziatu barwnikow chloroplastowych.
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Podstawowym parametrem oznaczanym w chromatografii cienkowarstwowej jest
wartos¢ Rg:

odleglos¢ od zrédia do $rodka plamy
odleglos¢ od zrdédia do czota rozpuszczalnika

RF:

Tabela 44. Rozpuszczalniki zwykle uzywane w chromatografii kolumnowe;j i cienkowarstwowe;j

[76]
Rozpuszczalnik Stata dielektryczna Rozpuszczalnik Stata dielektryczna
heksan 1,9 chloroform 4.8
eter naftowy 2,0 octan etylu 6,0
cykloheksan 2,0 alkohol izopropylowy 18,3
tetrachlorek wegla 2,2 aceton 20,7
benzen 2,3 etanol 24,3
toluen 2.4 metanol 32,6
eter dietylowy 3,4 woda 78,5

Tabela 45. Mieszaniny do rozdziatu barwnikow chloroplastowych [399]

Mieszanina Pokrycie plytki
Izooktan (2,2,4-trimetylopentan):aceton:eter (3:1:1) zel krzemionkowy lub poliamid
Eter naftowy:benzen:chloroform:
aceton:izopropanol (50:35:10:5:0,17) celuloza
Eter naftowy:n-propanol (99,2:0,8) nastgpnie sacharoza
20% chloroform w eterze naftowym (ch. dwuwym.)
Eter naftowy:aceton (4:6) tlenek glinu
Eter naftowy:n-propanol (199:1) skrobia

Bardzo szczegdlowe opracowanie dotyczace chromatograficznego rozdzialu karo-
tenoidéw przedstawil Foppen w Tables for identification of carotenoid pigments [119].
Zaprezentowane dane obejmuja zastosowana metodg, uzyte rozpuszczalniki, wartosci
R, maksima absorpcji w zakresie §wiatta widzialnego oraz bogata literatur¢. Tabela 46
obrazuje sposob przedstawienia danych w omawianej publikacji. Zwraca uwage fakt
znacznego zrdéznicowania warto$ci Rg w zaleznosci od sktadu zastosowanej fazy rozwi-
jajacej, np. w zaleznosci od stosunku benzyny ekstrakcyjnej do benzenu wartos$¢ R dla
B-karotenu waha si¢ 0,11 do 0,74.

Metode jednokierunkowej (jednowymiarowej) chromatografii cienkowarstwowej
zastosowali Czeczuga i Czerpak [85] w badaniach, ktore obejmowaty wyekstrahowane
acetonem barwniki z osadéw dennych jezior Wizajny i Wadotek. Do rozwijania chro-
matogramow uzyto dwoch mieszanin ztozonych z:

— benzenu, eteru etylowego i metanolu zmieszanych w stosunku 17:2:1,
— benzenu, eteru naftowego i acetonu zmieszanych w stosunku 20:5:4.



Tabela 46. Dane dotyczace B-karotenu* [119]
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(4) Chromatographic behaviour Reference
Method Solvent system Rp
TLC, Silica Gel G Light petroleum—benzene—ethanol | 0.95 87
(10:2:1)
TLC, Silica Gel G Hexane—ethyl acetate (2:1) 0.91 91
TLC, Silica Gel G Hexane—ethyl acetate (9:1) 0.85 91
TLC, Silica Gel G Hexane—cther (1:1) 0.87 68
TLC, Silica Gel G Hexane—benzene (4:1) 0.71 91
TLC, Silica Gel G Light petroleum—benzene—ethanol | 0.76 92
(25:25:2)
TLC, Silica Gel G Undecane—methylene chloride (4:1) | 0.73 63
TLC, Silica Gel G Light petroleum 0.01 63
TLC, Silica Gel G Light petroleum—ether (19:1) 0.55 63
TLC, Silica Gel G Hexane—acetone (19:1) 0.80 83
TLC, Silica Gel G Methanol-acetone (5:2) 0.08 63
impregnated with paraftin
TLC, MgO Light petroleum—benzene (1:9) 0.74 82
TLC, MgO Light petroleum—benzene (1:1) 0.49 82
TLC, MgO Light petroleum—benzene (9:1) 0.11 82
TLC, Silica Gel G-Ca(OH), (6:1) | Light petroleum—benzene (49:1) 0.84 81
PC, S & S No 287 Light petroleum 0.95 93
PC, S & S No 287 Light petroleum—acetone (49:1) 0.98 93
PC, S & S No 288 Light petroleum 0.46 19
PC, S & S No 288 Light petroleum—acetone (99:9) 0.98 19
PC, S & S No 667 Light petroleum 0.38 84
PC, S & S No 667 Light petroleum—benzene (4:1) 0.62 84
PC, S & S No 287 Light petroleum—isopropanol (200:3) | 0.96 84
CC, cellulose Hexane 94
CC, alumina Light petroleum—ether (99:1) 28
CC, Alumina II Light petroleum—ether (9:1) 93
CC, MgO—Celite (1:1) Hexane 95
GLC, Ucon column, 40°, 500 atm. 86
(B) Visible light absorption
Solvent Maxima (nm)
Hexane 425, 450, 476 68
Light petroleum 421,451,478 89
Carbon disulphide 450, 475, 505 63
Chloroform 465, 493 95
Acetone 427, 454, 480 83
Ethanol 425, 450, 478 83
E™ o = 2592 (in hexane) 89
(C) Infrared light absorption
Method Maxima (cm”)
CCl, Represented figure 89
KBr Represented figure 96
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cd. tabeli 46

(D) Nuclear magnetic resonance spectrum

Solvent r-values
CDCl; 8.03, 8.26, 8.45, 8.95 96
CDCly Represented figure 89

(E) Mass spectrometry (m/e)

536, 444, 430 89
(F) Melting points (°C) Crystallised from

179.80 Light petroleum 90
(G) Partition coefficient

Solvent system Value

95% Methanol in hexane 100:0 94

* zrodto: Table 26 [119], numeracja cytowanej literatury zgodna z oryginatem

W tabeli 47 przedstawiono liczbe plam widocznych na chromatogramach zar6wno
w $wietle widzialnym, jak i w ultrafiolecie. Liczba uzyskanych plam jest niewielka
w poréwnaniu z wynikami otrzymanymi przez Sangera i Gorhama [344], ktorzy anali-
zujac osady jeziorne, stwierdzili wystgpowanie od 24 do 47 réznych barwnikoéw (rys.
25). Jednak badacze ci wykorzystali technik¢ dwukierunkowej (dwuwymiarowej)
chromatografii cienkowarstwowej (two-dimensional thin layer chromatography).

Tabela 47. Wyniki analizy chromatograficznej ekstraktow acetonowych z osadoéw jezior Wizajny
i Wadotek (w nawiasach podano liczbg plam widocznych w $wietle widzialnym) [85]

Jezioro Mieszanina 1 Mieszanina 2
Wizajny 7 (3) 6 (4)
Wadotek 11(4) 114)

W zastosowanej przez nich metodzie ekstrakcj¢ barwnikow prowadzi si¢ 90% roz-
tworem acetonu. Nastepnie w rozdzielaczu barwniki z acetonu ekstrahowane sg eterem
dietylowym. W celu usunigcia pozostatosci acetonu ekstrakt przemywa si¢ wodg i po-
zostawia si¢ pod wyciagiem, a nastgpnie osusza nad bezwodnym siarczanem(VI) sodu.

W omawianej metodzie stosowane s3 dwie mieszaniny rozpuszczalnikow:

—  mieszanina I — 25 ¢cm® acetonu i 75 cm® benzenu,
—  mieszanina Il — 100 cm® heksanu, 2 cm? acetonu, 4 cm® propanolu i 0,5 cm’® metanolu.
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Rys. 25. Chromatogram barwnikéw wyekstrahowanych z profundalowych osadéw jeziora Itasca
[344]

Chromatogramy rozwija si¢ w komorze chromatograficznej na ptytkach pokrytych
zelem krzemionkowym w ciemnosci, poczatkowo z uzyciem mieszaniny 1. Po osiagnig-
ciu przez czoto rozpuszczalnika 4/5 wysokosci ptytki przenosi si¢ ja do komory zawie-
rajgcej mieszaning 11, pamigtajac o obroceniu ptytki. Chromatogramy nalezy analizowaé
natychmiast po wyjeciu z II mieszaniny rozwijajacej i zaznaczy¢ miejsca, w ktorych
znajduja si¢ plamy barwnikow. Dalsza analiza polega na przeniesieniu materiatu z plyt-
ki do proboéwki z rozpuszczalnikiem, np. z acetonem. Po odwirowaniu i zdekantowaniu
probki mozna podda¢ dalszej analizie spektrometrycznej lub w razie potrzeby przenies¢
do innego rozpuszczalnika (np. heksanu). Sanger i Gorham [344] przedstawili rowniez
charakterystyke chromatograficzna materiatu organicznego pochodzenia ladowego (tab.
48). W pordéwnaniu z liczba plam $wiadczacych o obecnosci barwnikéw uzyskanych dla
organizmé6w wodnych wyniki otrzymane dla materialu pochodzenia ladowego byly
bardzo skromne, co potwierdza niewielkie zréznicowanie barwnikéw wystepujacych
u roslin ladowych (tab. 49).

Metode¢ dwuwymiarowej chromatografii cienkowarstwowej zastosowal takze Ry-
bak [338], prowadzac badania osadéw dennych jeziora Mutek. Wykazat obecnos$¢ 20
barwnikow, a sposrod 12 zidentyfikowanych wigkszos$¢ stanowil B-karoten i jego po-
chodne. W badanych osadach jeziora Dlugie w Olsztynie stwierdzono natomiast obec-
no$¢ od 11 do 32 barwnikéw w zaleznosci od warstwy osadu, z ktorych dzigki zastoso-
waniu metod spektrometrycznych zidentyfikowano 23 [339].
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Tabela 48. Zr6znicowanie barwnikoéw w materii organicznej pochodzenia ladowego [344]

Liczba plam na chromatogramie

Material catkowita epifazowe hipofazowe

Materiat zywy

zielone licie debu 7 1 3

mieszana flora gorska 8
Materiat rozkladajacy si¢

mieszana flora gorska w czasie jesiennej 10 1 3

zmiany barwy

jesienne liscie debu 10

$wiezo opadte liscie debu 10

suche, jesienne li§cie 3

mieszane, $wiezo opadte liscie 11

warstwa prochnicy z lasu dgbowego 7 1 1
Liscie debu pogrzebane w osadach jeziornych

zielone liscie dgbu pogrzebane przez 24 dni 10

zielone liscie debu pogrzebane przez 1 rok 8

fragment liScia dgbu znaleziony 3 1 1

na glebokosci 20 cm

Tabela 49. Zroéznicowanie barwnikéw w materii organicznej pochodzenia ladowego [344]

Materiat

Liczba plam na chromatogramie

catkowita | epifazowe | hipofazowe
Zywy material
Glony
Sinice (rdzne) 16-21 5-7 6-10
Anabena i Microcystis 15
Staurastrum 1 Melosira 10
Staurastru 10
Aphanizomenon 15
Chara 19
Makrofity
Ceratophyllum 12
Potamogeton (rézne) 12
Potamogeton richardsonii 15
Rdestnice (rézne) 15
Fotosyntetyczne bakterie
Rhodospirillum rubrum 11
Rhodopseudomonas palustris i R. capsulata 11
Rozkladajacy si¢ material
Glony
Chara (z61ta) 27
Sinice 21-27 10-13 11-12
Materiat z putapek osadowych 36-39
Mieszanina glondéw i makrofitow 30-32
Makrofity rozktadajace si¢ w interfazie woda — osad
Potamogeton (rbzne) 26
Ceratophyllum 13
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Takze w pozniejszych latach technika chromatografii cienkowarstwowej byta czg-
sto stosowana i doskonalona, bowiem umozliwia wyizolowanie czystych barwnikéw do
badan spektrometrycznych. W latach 90. ubieglego stulecia chromatografi¢ cienkowar-
stwowa nadal wykorzystywano do rozdziatlu mieszanin barwnikdéw karotenoidowych
i tetrapirolowych [185, 357, 409], przy czym cz¢sto modyfikowano zarowno sktad
ekstrahentow, jak i fazy rozwijajacej, np. Andersen i wspot. w pracy z 1998 roku [9]
przedstawili rozdziat barwnikéw ekstrahowanych z glonéw z zastosowaniem acetonu,
metanolu, mieszaniny acetonu i metanolu (1:1) oraz DMSO.

Chromatogramy rozwijano z zastosowaniem réznych mieszanin (eter nafto-
wy:octan etylu:dietyloamina (58:30:12); aceton:eter naftowy (30:70); aceton:n-heksan
(20:80); aceton:n-heksan (40:60)), co stanowito uzupetnienie analizy prowadzonej za
pomoca metody wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.

Dalsze modyfikacje stosowanych metod obejmowaly uzycie plytek i uktadu roz-
puszczalnikoéw umozliwiajacych prowadzenie chromatografii w odwroéconym uktadzie
faz. Technike t¢ wykorzystal Leavitt [237] w badaniach nad degradacja karotenoidow.
Porownanie ptytek chromatograficznych zwyklych (TLC) i wysokosprawnych
(HPTLC) przedstawiono w tabeli 50 [428]. Zastosowanie ptytek HPTLC pozwala na
uzyskanie lepszego rozdziatu analizowanych mieszanin przy krotszej drodze rozdziatu.

Tabela 50. Poréwnanie ptytek chromatograficznych [428]

Plytki zwykle Ptytki wysokosprawne

Parametr ty (TLg)y y g{yPTLcﬁ)
Grubos$¢ warstwy sorbentu, mm 0,25 0,20
Rozmiar czastek sorbentu, ym ok. 0,12 ok. 0,7
Frakcja sitowa sorbentu szeroka waska
Droga rozwijania chromatogramu, % 100, np. 10 cm ok. 50, np. 3-5 cm
Rozdzielenie sktadnikow mieszaniny dobre lepsze
Wiaséciwosci optyczne warstwy sorbentu dobre lepsze
Wykrywalno$¢ analizowanych substancji dobra lepsza
Wielko$¢ chromatografowanej probki, % 100 ok. 10-20
Zuzycie eluentu mate mniejsze

Poréwnanie rozdzialu mieszanin barwnikéw (chlorofili a i b traktowanych alka-
liami) prowadzonego z wykorzystaniem metody chromatografii w normalnym i odwro-
conym ukladzie faz przedstawity Minguez-Mosquera i Gandul-Rojas [287]. Uzyly do
rozwijania chromatograméw w fazie normalnej mieszaniny benzyny ekstrakcyjne;j,
acetonu i dietyloaminy (10:4:1) oraz w fazie odwroconej metanolu, acetonu i wody
(20:4:3). Zastosowanie chromatografii cienkowarstwowej w normalnym ukladzie faz
umozliwito zdecydowanie lepszy (w porownaniu z frakcja II) rozdziat pochodnych
chlorofili z frakcji I (frakcji barwnikow przeniesionej do eteru dietylowego przez doda-
nie roztworu chlorku sodu), natomiast wykorzystanie chromatografii o odwroconym
uktadzie faz pozwolito na rozdziat barwnikow frakcji II (frakcji barwnikdéw przeniesio-
nej do fazy eteru dietylowego przez dodanie 18% (v/v) roztworu kwasu chlorowodoro-
wego) (rys. 26, 27, tab. 51). Uzycie wysokosprawnej chromatografii cieczowej pozwala
na bardziej szczegdtowy rozdziat otrzymanych pochodnych chlorofilu niz chromatogra-
fia cienkowarstwowa. Jednak zwraca uwage fakt duzego zréznicowania wynikow uzy-
skanych z wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwowej w normalnym i odwroco-
nym uktadzie faz.
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Rys. 26. Rozdziat chromatograficzny taktowanych alkaliami chlorofili a i b [287]
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Rys. 27. Przyktadowe chromatogramy powstalych po traktowaniu chlorofilu a (A) i chlorofilu b
(B) alkaliami (detekcja przy 430 nm) — frakcja I (Fr. I), frakcja II (Fr. II) [287]
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Suzuki i wspol. [391] przedstawili zastosowanie wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej o odwrdconym uktadzie faz do oceny witasciwosci chlorofili a i b
oraz ich pochodnych. W tabeli 52 zestawiono uzyskane warto$ci Rg. Na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze ruchliwo$¢ analizowanych barwnikéw wzra-
sta w porzadku: feofityna < chlorofil < feoforbid. Wysoka ruchliwos¢ feoforbidu jest
powodowana obecnoscig polarnej grupy karboksylowej w czasteczce (rys. 5D, pozycja
17). Pozostate barwiki majg w tej pozycji mniej polarng grupg, estrowo zwigzany fitol.

Tabela 52. Wartosci RF analizowanych chlorofili, feofityn oraz feoforbidow [391]

Rozpuszczalnik Zwigzek

I-a I-b 1I-a 1I-5 l-a 11-b
Metanol 0,13 0,18 0,014 0,023 0,34 0,44
Etanol 0,66 0,74 0,34 0,41 0,76 0,82
1-propanol 0,81 0,90 0,63 0,67 0,88 0,96
2-propanol 0,74 0,84 0,48 0,57 0,83 0,92
1-butanol 0,94 0,99 0,78 0,85 0,99 1,00
2-butanol 1,00 1,00 0,87 0,92 1,00 1,00
Tert-butanol 0,93 1,00 0,82 0,88 0,96 1,00
1-pentanol 1,00 1,00 0,95 0,98 1,00 1,00
Acetonitryl 0,07 0,09 0,01 0,02 0,31 0,37
Aceton 0,90 0,82 0,76 0,80 1,00 1,00
I-a — chlorofil a II-a — feofityna a [II-a — feoforbid a
I-b — chlorofil b 1I-b — feofityna b [11-b — feoforbid b

Pomimo rozwoju techniki i coraz szerszego stosowania do analizy barwnikow wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) chromatografia cienkowarstwowa
bywa nadal uzywana do badan mieszanin tych zwigzkéw. Metoda ta moze by¢ szcze-
g6lnie uzyteczna przy badaniach wstgpnych z racji dostgpnosci, stosunkowo niskiego
kosztu oraz mozliwosci wyodrebnienia barwnikow do badan spektrometrycznych.
Technike t¢ stosuje si¢ nadal w farmacji, biochemii, medycynie, analizie zanieczysz-
czen $rodowiska czy analizie zywnosci [428]. Szersze informacje na temat uzywanych
plytek, faz mobilnych, procesow wizualizacji mozna znalez¢ w Practice of thin layer
chromatography [399] oraz CRS handbook of plant chromatography [225].

4.3. BADANIA ILOSCIOWE

4.3.1. Wzgledne jednostki barwnikowe

Metoda przestawiona przez Vallentynego [403] oraz zalecana przez Wetzla i Liken-
sa [424] zaklada przeprowadzenie trwajacej 24 godziny ekstrakcji barwnikow z osadow
wilgotnych. Do wykonania obliczen niezbedne jest oznaczenie wilgotnosci aktualnej oraz
zawarto$ci materii organicznej. Krotki opis tej metody przedstawiono ponize;j.

Do duzej probéwki (mozna uzy¢ plastikowych proboéwek typu Falcon) nalezy od-
wazy¢ 1-2 g osadu i doda¢ okoto 30 cm’ 90% wodnego, alkalicznego roztworu acetonu
(do przygotowanego 90% roztworu acetonu doda¢ 2 krople st¢zonego roztworu
NH,OH). Probéwke nalezy zamkna¢ i zamiesza¢ zawarto$¢, nastepnie przechowywac
w ciemnos$ci w temperaturze 4°C przez 24 h, okresowo mieszajac. Po uptywie czasu
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ekstrakcji roztwor przesaczy¢ przez saczek papierowy do szklanej, zamykanej na szlif
kolbki miarowej o objetosci 100 cm’. Do probowki z osadem dodaé kolejng porcie
rozpuszczalnika, przemy¢ osad i przesaczy¢ do kolbki miarowej nastepna porcje eks-
traktu. Osad przemywac wiclokrotnie niewielkimi porcjami rozpuszczalnika do uzyska-
nia przesaczu o objetosci 100 cm’.

Wiasciwosci optyczne ekstraktow oznaczy¢ spektrometrem w zakresie $wiatta wi-
dzialnego z zastosowaniem 1-centymetrowej kuwety. Na podstawie uzyskanych warto-
Sci absorbancji przy dlugosci fali 750 nm (A5, — absorbancja linii bazowej) oraz mak-
simum absorpcji w chlorofilowej czg$ci widma — Agg (maksimum absorpcji moze by¢
zlokalizowane migdzy 657 a 666 nm) obliczy¢ zawarto$¢ produktéw degradacji barw-
nikéw roslinnych wyrazong w SPDU w przeliczeniu na 1 g suchej masy osadu oraz
w przeliczeniu na 1 g materii organicznej osadu (SPDU — Sedimentary Degradation
Pigment Unit). Warto$¢ ta jest definiowana jako absorbancja 1-centymetrowej warstwy
roztworu przy diugosci fali maksimum absorpcji w czerwonej cze$ci widma z absor-
bancja linii bazowej przy 750 nm w warunkach ekstrakcji i rozcienczenia, jakie opisano
powyzej.

Obliczenia:
SPDU/gem = (A2 - A7s0) * [1/masa nawazki suchego osadu (w gramach)]
SPDU/gmo = (Assz - A7s0) - [1/zawarto$¢ materii organicznej w nawazce suchego osadu
(w gramach)]

Zastosowanie SPDU do oceny zawarto$ci barwnikow mozna znalez¢ nie tylko
w starszych publikacjach [1, 51, 91, 140], lecz takze w pracach wydanych w XXI wieku
[110, 220]. Przy bardziej szczegélowych badaniach wymagany jest jednak rozdziat
pochodnych chlorofilowych od karotenoidéw oraz oddzielenie karotenoidéw epifazo-
wych i hipofazowych [424].

4.3.2. Rownania do rownoczesnego obliczania zawartosci barwnikow

Wykorzystujac wlasciwosci spektrometryczne roztworéw barwnikéw do oznacza-
nia zawarto$ci barwnikow, czesto uzywa si¢ rowniez roéwnan, ktére sa dostosowane do
rodzaju rozpuszczalnika.

W publikacji dotyczacej standardowch metod badan wod i sciekow [5] przedstawio-
no réwnania przeznaczone dla roztworow barwnikéw ekstrahowanych 90% acetonem:

chlorofil a = 11,85'A664 - 1,54'A647 - 0,08'A630
chlorofil b = 21,03-Ag47 - 5,43-Agss - 2,66-Ag30
chlorofil ¢ = 24:52'A630 - 7,60'A647 - 1,67'A664

Markovi¢ i wspot. [273] wykorzystali natomiast wzory zaproponowane w pracach
Holma [173] i Wettsteina [421]:
chlorofil a = 9,784‘A662 - 0,990'A644
chlorofil b = 21,426‘A644 - 4:650'A662
karotenoidy = 4,695-A449 - 0,268-(a + b)

Bardzo szeroki przeglad stosowanych rownan przedstawili Jeffrey i Welschmeyer
w pracy [196] (tab. 53-55). Zaproponowane wzory dostosowane sa do pomiarow wyko-
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nywanych w 1-centymentrowej kuwecie. Takze Wellburn w pracy z 1994 roku [418§]
zamie$cil przeglad rownan stosowanych w metodach spektrometrycznych dostosowa-
nych do réznych rozpuszczalnikow (tab. 56).

Tabela 53. Rownania do rownoczesnego obliczania zawartosci chlorofiliaic [179, 192, 196]

Jeffrey i Humphrey 1975, Humphrey 1979
rozpuszczalnik 90% aceton; jednostki pg-cm™; przeznaczone dla Chromophyta
chlorofil a = 11747'E664 - 0340’E630

chlorofil cite, = 24,36'E630 - 3573'E663

rekomendowane dla chlorofili a i ¢

rozpuszczalnik 100% aceton; jednostki pg-dm™; przeznaczone dla bruzdnic i kryptomonad
chlorofil a = 11743'E663 - 0,64'E630
chlorofil crtey = 27509'E630 - 3563"E663

rekomendowane dla chlorofilia i ¢

rozpuszczalnik 90% aceton; jednostki pg-dm™; przeznaczone dla bruzdnic i kryptomonad
chlorofil = 1 1743'E664 - 0340’E630
chlorofil cite, = 24,88'E(,30 - 3538'E664

rekomendowane dla chlorofili a i ¢

Tabela 54. Rownania do rownoczesnego obliczania zawartosci chlorofili a, b i ¢ [192, 196, 302,
327, 358]

Richards i Thompson 1952
rozpuszczalnik 90% aceton; jednostki dla réwnan dla chlorofili @ i » mg-dm™, dla chlorofilu ¢
MSPU-dm: Mili-Specified Pigments Units
chlorofil a = 15,6-Eg¢s - 2,0-Eg45 - 0,8-Eg30
chlorofil b = 25,4-Egys - 4,4-Eggs - 10,3-Eg30
chlorofil ¢ = 109-Eg3 - 12,5-Eggs - 28,7-Egas
nierekomendowane

Parsons i Strickland 1963
rozpuszczalnik 90% aceton; jednostki mg-dm™
chlorofil @ = 11,6-Eggs - 0,14-Egy - 1,31-Eus
chlorofil b = 20,7-Egss - 4,34-Egs - 4,42-Eg3o
chlorofil ¢ = 55-Egs - 16,3-Egs - 4,64-Eqqs
rekomendowane tylko dla chlorofilu a

SCOR-UNESCO 1966
rozpuszczalnik 90% aceton; jednostki pg-cm™
chlorofila=1 1’64'E663 - 2,16'E(,45 + 0’10'E630
chlorofil b = -3,94-E¢43 + 20,97-E¢4s - 3,66-Eg3
chlorofil ¢ = -5,53-Eg33 - 14,81-Eg45+ 54,22-E¢3
rekomendowane tylko dla chlorofilu a
Jeffrey i Humphrey 1975
rozpuszczalnik 90% aceton; jednostki pug-cm™; przeznaczone dla planktonu mieszanego
chlorofil a = 11’85'E664 - 1,54'E647 - 0,08'E630
chlorofil b = _5543'E664 + 21,03'E647 - 2,66'E630
chlorofil cite, = —1,67'E634 - 7,60'E647 + 24’52'E630
rekomendowane dla chlorofilia, bic
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Tabela 55. Rownania do rownoczesnego obliczania zawarto$ci chlorofiliaib [15, 192, 196, 314]

Arnon 1949
rozpuszczalnik 80% aceton; jednostki pg-cm™; przeznaczone dla zielenic i barwnikow lisci
chlorofil a = 1237'E663 - 2,69'E645

chlorofil b = 2299'E645 - 4,68'E663

nierekomendowane

Jeffrey i Humphrey 1975
rozpuszczalnik 90% aceton; jednostki ug-cm™; przeznaczone dla zielenic i barwnikow lisci
chlorofil a = 11393'E664 - 1,93'E647

chlorofil b = 20,36'E647 - 5950'E664

rekomendowane dla chlorofili a i b

Porra i wspol. 1989

rozpuszczalnik zbuforowany 80% aceton; jednostki pg-cm’
i barwnikow lisci

chlorofil a = 12925'E663,6 - 2a55"E646,6

chlorofil b = 20,3 1 'E646,6 - 4s91'E663,6

rekomendowane dla chlorofili a i b

3, przeznaczone dla zielenic

rozpuszczalnik metanol; jednostki pg-cm™; przeznaczone dla zielenic i barwnikéw lisci
chlorofil a = 16’29'E665,2 - 8,54'E652
chlorofil b = 30,66'E652 - 13558'E665,2

rekomendowane dla chlorofili a i b

rozpuszczalnik dimetyloformamid; jednostki pg-cm™; przeznaczone dla zielenic i barwnikow lisci
chlorofil a = 12900'E663,8 - 3,1 1'E646,8
chlorofil b = 20,78'E(,46’g - 4388'E663,8

rekomendowane dla chlorofili a i b

Interesujace poréwnanie zawartosci barwnikow oznaczonych spektrometrycznie
przedstawili Dere i wspot. w pracy [98]. Do badan wykorzystano stodkowodng Cla-
dophora glomerata oraz stonowodne Codium tomentosum, Ulva rigita oraz Cladoste-
phus verticillatus. Do ekstrakcji uzyto 95% eteru dietylowego, 96% metanolu i 100%
acetonu, a do obliczen wykorzystano wzory zamieszczone w tabeli 57 [256]. Wedlug
autoréw przedstawione w tabeli 58 dane wskazuja, ze najbardziej efektywnym ekstra-
hentem jest metanol. Nie stwierdzono istotnej roznicy w efektywnosci ekstrakcji
w przypadku eteru dietylowego i acetonu. Jednak przy tego typu badaniach wnioskowac
nalezy bardzo ostroznie. Jak wskazuja rownania przedstawione w tabelach 56 1 57, wraz
z postgpem nauki zmianie ulegaja formuly réwnan, w zwiazku z tym stosowanie wzo-
réw do obliczen zawarto$ci barwnikow mozna rekomendowaé do poréwnywania efek-
tywnosci ekstrakcji ze zrdznicowanego materiatu organicznego w przypadku stosowa-
nia tego samego rozpuszczalnika niz porownywania efektywnosci réznych rozpuszczal-
nikow.
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Tabela 56. Rownania do obliczania zawartosci chlorofili @ i b oraz karotenoidow (pg-cm™) [418]

Rozpuszczalnik Rownanie
chlorofil a (Ca) = 12,21'A663 - 2581'A646
80% aceton chlorofil & (Cy) = 20,13-Agse - 5,03-Age3

karotenoidy = (1000-A4 - 3,27-C, - 104-C,,)/198

chlorofil a (Ca) = 10,91'A666 - 1’2'A648
Chloroform chlorofil b (Cb) = 16,38'A64g - 4>57'A666
karotenoidy = (1000-A4g - 1,42-C, - 46,09-C})/202

chlorofil a (Ca) = 10,05'A662 - 0577'A644
Eter dietylowy chlorofil b (Cy) = 16,37-Agaq - 3,14-Aggn
karotenoidy = (1000-Ay7o - 1,28-C, - 56,7-C,,)/205

chlorofil a (Ca) =1 1365'A664 - 2,69'A647
Dimetyloformamid chlorofil & (Cy) = 20,81-Ags7 - 4,53-Ages
karotenoidy = (1000-Ayg - 0,89-C, - 52,02-C,)/245

chlorofil a (Ca) = 12319'A665 - 3545'A649
DMSO chlorofil b (Cb) = 21,99'A(,4g - 5932'A665
karotenoidy = (1000-Ayg - 2,14-C, - 70,16-C})/220

chlorofil a (C,) = 15,65-Aggs - 7,34 Ags3
Metanol chlorofil » (Cb) = 27,05'A553 - 11’21"A666
karotenoidy = (1000-Ay7 - 2,86-C, - 129,2-C,)/221

Tabela 57. Réwnania do obliczania zawartosci chlorofili a i b oraz karotenoidow (pg-cm™) [256]

Rozpuszczalnik Réwnanie
chlorofil a (Ca) =1 1a75'A662 - 2535'A645
100% aceton chlorofil b (Cy) = 18,61-Agys - 5,3,96-Agsn

karotenoidy = (1000-Ay - 2,27-C, - 81,4-C,)/227

chlorofil a (C,) = 10,05-Aggz - 0,77-Agss
Eter dietylowy chlorofil b (Cy) = 16,37-Agas - 3,14-Agen
karotenoidy = (1000-Ay4 - 1,28-C, - 56,7-C},)/230

chlorofil a (Ca) = 15:65'A666 - 7,34'A()53
Metanol chlorofil b (Cb) = 27305'A653 -1 1321'A666
karotenoidy (Cis) = (1000-A 4z - 2,86-C, - 129,2-Cy)/245

Tabela 58. Zawartos¢ barwnikow w ekstraktach [98]

Gatunek Barwnik | Metanol | Ete_f dietylowy | Aceton
HE Bew

C, 60,7 53,8 56,2
Cladophora glomerata Cy 23,0 20,1 20,3
Cieik 19,2 18,8 20,1
C, 54,6 48,6 48,9
Ulva rigita Cy 24,1 21,2 23,3
Ciork 20,8 21,6 20,6
C, 49,0 46,2 474
Codium tomentosum Cy 21,8 20,1 20,2
Chi 24,7 20,5 224
C, 51,3 47,9 48,2

Cladostephus verticillatus Gy — — —
Chi 33,8 28,7 29,5
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4.4. ZASTOSOWANIE WYSOKOSPRAWNEJ
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ W ANALIZIE
BARWNIKOW ROSLINNYCH

Postep techniczny umozliwil réwniez rozwdj technik stosowanych w badaniach
nad barwnikami oraz ich pochodnymi izolowanymi z tkanek roslinnych i ré6znego typu
osadow dennych. Od lat siedemdziesiatych ubiegltego wieku wysokosprawng chromato-
grafie cieczowa (HPLC) wykorzystuje si¢ do separacji, identyfikacji oraz oznaczania
ilosciowego chlorofili i karotenoidow [109, 111, 152, 186, 271, 361, 432, 447].

Wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa mozna stosowaé w normalnym uktadzie
faz (NP), gdy adsorbent jest polarny (hydrofilowy), a rozpuszczalnik — mniej polarny,
a takze w uktadzie odwroconym (RP), gdy faza stacjonarna jest stabo polarna lub niepo-
larna, a rozpuszczalnik — polarny. Wedhug niektorych autorow zaleta chromatografii
w normalnym ukladzie faz sa stosunkowo krotkie czasy retencji [325]. Do eluentow
uzywanych podczas analiz w normalnym uktadzie faz zaliczy¢ mozna: heksan, izook-
tan, chloroform i chlorek metylenu. Sporzadzajac mieszaniny rozpuszczalnikéw, nalezy
korzysta¢ z diagramu mieszalnos$ci rozpuszczalnikow [428].

Do optymalnego rozdziatu analizowanych barwnikow nie wystarczaja juz poje-
dyncze rozpuszczalniki, lecz stosuje si¢ ich mieszaniny. Sktad mieszaniny moze by¢
przez caly czas trwania analizy jednakowy i wowczas jest to tak zwana elucja izokra-
tyczna. W przypadku probek bardziej ztozonych stosuje si¢ natomiast elucje gradiento-
wa. W czasie rozdzielania sktadnikoéw jednej probki sktad eluentu zmienia si¢ i zwigk-
sza si¢ jego sita eluowania. Zmiana sktadu mieszaniny moze by¢ liniowa lub przebiegaé
skokowo [295, 335, 428].

Analiza chromatograficzna barwnikow sprawia duze trudnosci z jednej strony ze
wzgledu na duze zréznicowanie polarno$ci analizowanych zwigzkéw, z drugiej — po-
niewaz zwigzki te czg¢sto majg bardzo podobng strukturg, przy czym niektore roznia si¢
jedynie potozeniem wigzania podwojnego. W badaniach tego typu zwykle wykorzystuje
si¢ kolumny Cg-Cs i elucje gradientows. Zawarto$¢ chlorofili i karotenoidéw jest naj-
czesciej oznaczana za pomoca metody RP-HPLC gléwnie z zastosowaniem kolumn Cg
[37, 38, 50, 58, 80, 95, 125, 126, 133, 161, 162, 171, 174, 180, 229, 251, 268, 323, 356,
408, 426, 433, 443], rzadziej Cg [82, 204, 264, 279, 407]. Faza ruchoma sklada si¢ na-
tomiast z dwoch lub trzech rozpuszczalnikdw mieszanych sukcesywnie w celu otrzy-
mania gradientu polarnosci roztworu, dzicki czemu bardziej polarne barwniki sg wy-
mywane wczesniej niz mniej polarne [40, 41, 54, 75, 194, 201, 211, 225, 245, 251, 276,
279, 354, 382, 428, 432].

W badaniach porownawczych analizowano wplyw rodzaju kolumny na rozdziat
barwnikow wyekstrahowanych z osadow dennych zdeponowanych w estuarium oraz
z fitoplanktonu [279]. Wyniki otrzymane przez Mendesa i wspot. wskazuja, ze zarowno
wybor kolumny, jak i uktadu rozpuszczalnikéw (tab. 59) istotnie wptywa na detekcje
barwnikow i czas ich retencji (rys. 28, tab. 60). Czasy retencji otrzymane dla poszcze-
gblnych barwnikow sa wyzsze i sama analiza trwa dtuzej w przypadku zastosowania
kolumny Cs.
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Tabela 59. Sktad faz mobilnych wykorzystanych w metodach Cg i Cg[279]

Rozpuszczalnik
A B C
Czas metanol:woda* acetonitryl:woda octan etylu
min (85:15 v/v) (90:10 v/v)

. % % %
o) 0 60 40 0
s 2 0 100 0
2 7 0 80 20
S 17 0 50 50

21 0 30 70
28,5 0 30 70
29,5 0 100 0
30,5 60 40 0
35 60 40 0
Rozpuszczalnik
A B
Czas metanol:acetonitryl:pirydyna** metanol:actonitryl:aceton
& min (50:25:25 v/v/v) (20:60:20 v/v/v)
3 % %
£ 0 100 0
= 20 60 40
26 5 95
38 5 95
40 100 0

*  mieszanina zbuforowana 0,5 M octanem amonu

** wodny roztwor pirydyny (0,25 M) doprowadzony do pH = 5 kwasem octowym

A - metoda Cqg
—~ 200
35 1
=
E
.‘u 4
o
3
S 100
=
@
g 5
< ]
ﬂ 23 I 6
0+ T T T T T T
0 10 20 30
150
B - metoda Cg
E)
<
E 100+
kA 1
g 4
<
2
o
50
2 5
<
3
2 6
0 T T T T

20 30 40

Czas (min)
Rys. 28. Przykladowe chromatogramy barwnikoéw wyekstrahowanych z probek osadow den-

nych; (1) fukoksantyna, (2) pochodna fukoksantyny, (3) neofukoksantyna, (4) diadinok-
santyna, (5) diatoksantyna, (6) ,B-karoten [279]
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Tabela 60. Wykaz barwnikow, ich czaséw retencji i maksimow absorpcji otrzymanych dla ko-
lumn C,g i Cg [279]

. Czas retencji, min Amaks, M

Barwnik Crx Ce Coe C
Chlorofil ¢; 7,58 7,30 454, 586 458, 591
Chlorofilid a 7,51 9,88 431, 665 429, 664
Chlorofil ¢, 8,69 10,68 445, 581, 630 452, 584, 633
Chlorofil ¢, — 11,70 — 447, 581, 632
Peridinina 10,88 13,77 475 475
Fukoksantyna 12,38 18,18 448, 465 450, 464
Neoksantyna 12,91 19,10 414, 438, 466 414, 437, 466
Prasinoksantyna 13,51 19,67 454 455
Wiolaksantyna 13,81 20,54 417, 441, 471 417, 440, 470
Diadinoksantyna 15,45 23,06 424,448, 477 424, 446, 476
Anteraksantyna 16,60 24,13 424, 448, 476 423, 446, 475
Alloksantyna 16,84 24,85 429, 454, 483 429, 453, 482
Diatoksantyna 17,77 25,51 430, 454, 482 428, 453, 481
Luteina 18,24 26,21 425, 447, 475 425, 447, 475
Zeaksantyna 18,71 26,04 430, 454, 481 428, 453, 479
Chlorofil b 22,97 30,20 457, 596, 646 462, 599, 648
Chlorofil a allomer 25,30 31,36 428, 613, 662 428, 619, 663
Chlorofil a 25,82 31,72 430, 617, 663 431, 617, 663
Chlorofil a epimer 26,61 32,21 430, 615, 663 429, 617, 663
a-karoten 29,71 35,46 426, 449, 476 427,447, 475
B-karoten 30,00 35,77 430, 454, 481 429, 454, 480

W monografii poswigconej barwnikom fitoplanktonu [194] rekomendowana jest
metoda przedstawiona przez Wrighta i wspol. [432]. Analize przeprowadza si¢ w od-
wroconym ukladzie faz z uzyciem kolumny Cig, co pozwala na rozdziat 40 karotenoi-
dow oraz 12 chlorofili i ich pochodnych. W tabeli 61 przedstawiono program HPLC,
natomiast w tabeli 62 — uzyskane za pomoca tej metody czasy retencji. Nie jest to jed-
nak metoda doskonata, bowiem nie pozwala na rozdziat niektorych par barwnikéw, np.
form mono- i diwinylowych w przypadku chlorofili a i b oraz chlorofilu ¢;. Wykorzy-
stuje si¢ tez dwie inne metody z zastosowaniem kolumn Cg, w ktérych octan amonu
zastgpiono pirydyna badz octanem tetrabutyloamonu (TBAA). Zapata i wspol. [446]
zaproponowali uzycie odmiennych mieszanin eluentdw oraz gradientdow stgzen (tab.
63). Wykorzystujac t¢ metode, Zapata i wspot. uzyskali rozdziat 7 polarnych pochod-
nych chlorofilu ¢, rozdziat mono- i diwinylowego chlorofilu a oraz czg¢$ciowy rozdziat
mono- i diwinylowego chlorofilu b.
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Tabela 61. Programy rozpuszczalnikow [432]

Czas,min | Przeplyw,cm’min’ | %A [ %B | %C | Warunki
A. protokot analizy
0,0 1,0 100 0 0 nastrzyk
2,0 1,0 0 100 0 gradient liniowy
2,6 1,0 0 90 10 gradient liniowy
13,6 1,0 0 65 35 gradient liniowy
18,0 1,0 0 31 69 gradient liniowy
23,0 1,0 0 31 69 zatrzymanie
B. protokot zamkniecia
25,0 1,0 0 100 0 gradient liniowy
26,0 1,0 100 0 0 gradient liniowy
34,0 1,0 100 0 0 zatrzymanie
0,0 1,0 100 0 0 analiza zakonczona
3,0 1,0 0 100 0 gradient liniowy
6,0 1,0 0 0 100 gradient liniowy
16,0 1,0 0 0 100 przemywanie
17,0 1,0 0 0 100 zamknigcie

A — mieszanina: metanol/0,5M octan amonu (80:20);
B — mieszanina: acetonitryl/woda (90:10);
C - octan etylu; kolumna Spherisorb ODS2

Tabela 62. Czasy retencji barwnikéw uzyskane przy zastosowaniu programu rozpuszczalnikow
przedstawionego w tabeli 61 [193]

. . Sktad rozpuszczalnika

Barwnik Czas retencji, min YN v%B %C
Czolo rozpuszczalnika 2,56
Chlorofilid b 4,48 29,0 71,0 0,0
Chlorofilid a 5,01 2,5 97,5 0,0
Chlorofil c; 5,38 0,0 94,7 53
Chlorofil ¢; i ¢, 6,40 0,0 88,3 11,7
Peridinina 7,42 0,0 86,0 14,0
Syfonoksantyna 8,11 0,0 84,4 15,6
Fukoksantyna 8,70 0,0 83,1 16,9
trans-neoksantyna 9,11 0,0 82,2 17,8
cis-neoksantyna 9,31 0,0 81,7 18,3
cis-fukoksantyna 9,68 0,0 80,9 19,1
Feoforbid a 10,39 0,0 79,3 20,7
Wiolaksantyna 10,59 0,0 78,8 21,2
Dinoksantyna 10,76 0,0 78,4 21,6
Diadinoksantyna 11,61 0,0 76,5 23,5
Anteraksantyna 12,24 0,0 75,0 25,0
Alloksantyna 12,51 0,0 74,4 25,6
Monadoksantyna 12,78 0,0 73,8 26,2
Diatoksantyna 13,08 0,0 73,1 26,9
Luteina 13,36 0,0 72,5 27,5
Zeaksantyna 13,59 0,0 72,0 28,0
Kantaksantyna 14,00 0,0 71,0 29,0
Syfoneina 14,36 0,0 70,2 29,8
Chlorofil b 15,15 0,0 68,4 31,6
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cd. tabeli 62

Chlorofil a allomer 15,87 0,0 66,8 33,2
Chlorofil a 16,15 0,0 66,2 33,8
Chlorofil a epimer 16,53 0,0 65,3 34,7
Echinenon 16,74 0,0 64,6 35,4
Likopen 17,59 0,0 60,1 39,9
Feofityna b 17,58 0,0 59,6 40,4
y-karoten 18,26 0,0 56,5 43,5
g-karoten 18,40 0,0 55,8 442
Feofityna a 18,56 0,0 54,9 45,1
a-karoten 18,64 0,0 54,5 45,5
B-karoten 18,76 0,0 53,8 46,2

Tabela 63. Profil gradientu i sktad fazy mobilnej [447]

A: metanol:acetonitryl:wodny roztwor B1: metanol:acetonitryl:aceton
Czas pirydyny
min (50:25:25 v/v/v) (20:60:20 v/v/v)
%A %B
0 100 0
22 60 40
28 5 95
38 5 95
40 100 0
A: metanol:acetonitryl:wodny roztwor B2: acetonitryl:aceton
Czas pirydyny
min (50:25:25 v/v/v) (80:20 v/v)
%A %B
0 100 0
18 60 40
22 0 100
38 0 100
40 100 0

Van Heukelem i Thomas [405] przedstawili ewaluacj¢ réoznych typow kolumn.
Podobnie jak w przypadku metod wykorzystywanych przez Zapate i wspot. [447] zasto-
sowanie kolumn Cg polepszyto rozdzial barwnikow nalezacych do rodziny chlorofili c.
Warunki, w jakich przeprowadzono rozdzialy, przedstawiono w tabeli 64. Rozdziat
mono- i diwinylowych par barwnikow uzyskali Garrido i Zapata [127] przy zastosowa-
niu kolumny Cis. Jako rozpuszczalnikow uzyto mieszanin wodnego roztworu metanolu
i acetonitrylu oraz acetonu z pirydyna. Zastosowanie tego rozwigzania pozwolito na
rozdzial par mono- i diwinylowych, nie umozliwito jednak prawidlowego rozdziatu
karotenoidow.

Kolumne Cg wykorzystali w badaniach Josefson i Hansen [204], analizujac zawar-
to$¢ fukoksantyny i chlorofilu @ w osadach morskich. Zastosowanie tej kolumny i roz-
puszczalnikow w ukladzie 75:25 — aceton:woda (A) i 80:20 — aceton:metanol z detekcja
przy 449 nm (dla fukoksantyny) i 662 nm (dla chlorofilu a) pozwolito na szybki (ponizej
20 minut) i doktadny rozdziat analizowanych barwnikow. Szerszy przeglad uzywanych
w analizach chromatograficznych mieszanin eluentow przedstawiono w tabeli 65.
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W celu przeprowadzenia poprawnych interpretacji i integracji pikow dla probek za-
wierajacych zroznicowane barwniki wazne jest prawidlowe okreslenie dugosci fali, przy
ktorej powinna by¢ prowadzona detekcja. Zwykle stosuje si¢ nastepujace dtugosci fal:

— 435 nm - rejestrowane s3 piki zwigzane z obecnoscia wickszo$ci barwnikow
z wyjatkiem feofityny a, feoforbidu a i ich pochodnych,

— 470 nm - rejestrowane sa piki odpowiadajace karotenoidom, chlorofilom b i ¢, nie
wystepuja interferencje zwigzane z pochodnymi chlorofilu a,

— 665 nm — detekcja chlorofilu a, feofityny a, feoforbidu a i ich pochodnych. Przykta-
dowy chromatogram z zastosowaniem detekcji przy omawianych dlugosciach fal
przedstawiono na rysunku 29 [171].

1

0,91

0,8
—435 nm 9

0,7 —470 nm
—665 nm

0,6 1
0,51

0,4

Absorbancja wzgledna

0,3

0,2

N

01 2 3 4 56 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Czas retencji (min)

Rys. 29. Chromatogramy barwnikéw wyekstrahowanych z osadéw jeziora Fidler; (1) feoforbid a,
(2) alloksantyna, (3) diatoksantyna, (4) luteina, (5) bakteriofeofityna c fr. 1, (6) bakteriofeo-
fityna c fr. 2, (7) chlorofil a, (8) izorenieraten, (9) 3,B-karoten, (10) pirofeofityna a [171]

Jak wskazuja dane przedstawione tabeli 68, dlugosci fal, przy ktérych prowadzona
jest detekcja w analizie chromatograficznej barwnikéw z zastosowaniem detektora
z matryca diodowa (Diode Array Detector — DAD), sg bardzo zréznicowane.

W analizie chromatograficznej oprocz detektora diodowego mozliwe jest stosowanie
detektora fluorescencyjnego. Detekcja fluorescencyjna polega na pomiarze intensywnosci
swiatta o okreslonej dtugosci fali, emitowanego przez wykrywany zwigzek w wyniku jego
wzbudzenia. Pobudzenie nastgpuje na skutek dzialania §wiatlta o energii wigkszej niz $wia-
tla emitowanego. W analizie tej stosowane sg rowniez réozne dlugosci fal wzbudzenia
1 emisji (tab. 66). Wynika to z wlasciwosci chlorofilu i jego pochodnych. Barwniki te ule-
gaja wzbudzeniu przy bardzo réznych dtugosciach fal — 390 nm (feofityna @) czy 470 nm
(chlorofil b) — i moga emitowac promieniowanie w zakresie od 632 do 715 nm (tab. 17).

Piki odpowiadajgce poszczegolnym barwnikom mozna identyfikowaé przez po-
réownanie ze standardowymi roztworami barwnikéw (DHI Water and Environment,
Denmark). Dostepne sg zard6wno roztwory poszczegolnych barwnikow, jak i ich mie-
szaniny. Do porownan mozna takze wykorzysta¢ dane literaturowe dostgpne np.
w pracy Jeffreya i wspot. [194]. Nalezy jednak pamigtaé o zmianach zachodzacych
w czasach retencji i kolejnosci eluowanych barwnikéw w zalezno$ci od zastosowanej
metody, o czym $wiadcza dane zamieszczone w tabeli 67.
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Tabela 67. Poréwnanie czaséw retencji barwnikdw przy zastosowaniu réznych metod chromato-
graficznych [366]

Barwnik Czas retencji, min
[432] [447] [405] [127]

Czolo rozpuszczalnika 2,56 1,93
Chlorofilid b 4,48 5,43
Karotenoid P-468 4,50
Chlorofilid a 5,01
Karotenoid P-457 5,11
Chlorofil c; 5,38 7,94 3,88 13,85
Chlorofil ¢, 6,40 11,44 5,7 14,94
Chlorofil ¢; 6,40 12,14 6,05 13,04
Peridinina 7,42 14,20 9,32 7,88
Syfonoksantyna 8,11 14,76
Fukoksantyna 8,70 18,87 12,63 9,23
trans-neoksantyna 9,11
cis-fukoksantyna 9,68
Feoforbid a 10,39
Wiolaksantyna 10,59 21,32 13,99 14,12
Dinoksantyna 10,76 25,22 15,49 14,67
Diadinoksantyna 11,61 24,11 15,23
Anteraksantyna 12,24 25,38 15,99 17,93
Alloksantyna 12,51 26,25 16,53 19,83
Monadosantyna 12,78 27,07 17,22 25,53
Diatoksantyna 13,08 26,90 17,12
Luteina 13,36 27,65 17,98 20,37
Zeaksantyna 13,59 27,49 17,79 21,46
Kantaksantyna 14,00 19,07
Syfoneina 14,36 29,37
Chlorofil b (allomer) 14,85 31,28
Diwinylowy chlorofil b 15,15 31,58 21,92
Chlorofil b 15,15 31,62 22,03 23,9
Diwinylowy chlorofil b (epimer) 22,29
Chlorofil b (epimer) 31,87 22,50
Krokoksantyna 15,87 31,11 22,42
Chlorofil ¢ (allomer) 15,87 32,63 23,30
Np-chl ¢, 23,53
Diwinylowy chlorofil a 16,15 32,83 23,76
Chlorofil a 16,15 33,15 23,96 27,16
Diwinylowy chlorofil a (epimer) 16,53 24,13
Chlorofil a (epimer) 16,53 33,48 34,33 28,47
Echinenon 16,74
Likopen 17,59
Feofityna b 17,58
cis-likopen 17,84
y-karoten 18,26 34,25
g-karoten 18,40 35,52
Feofityna a 18,56 35,41
a-karoten 18,64 35,74 26,65 32,59
B-karoten 18,76 35,95 26,71 32,86
cis-o.-karoten 18,83
cis-B-karoten 18,94 36,26
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W tabeli 68 zaprezentowano barwniki fotosyntetyczne, ktore w analizach chroma-
tograficznych uwaza si¢ za markery diagnostyczne charakterystyczne dla poszczegol-
nych grup glonow.

Tabela 68. Barwniki fotosyntetyczne stosowane jako markery diagnostyczne w analizach z wy-
korzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej

Gromada Markery diagnostyczne
fitoplankton morski [8] fitoplankton stodkowodny [364]

Prochlorophyta diwinylowe chlorofile a i b -
Cyanobacteria - zeaksantyna
Bacillariophyta fukoksantyna + diadinoksantyna fukoksantyna
Prymnesiophyta | 19'-butanoilooksofukoksantyna —
Pelagophyta 19"-heksanoilooksofukoksantyna —
Chrysophyta fukoksantyna + wiolaksantyna -
Cryptophyta alloksantyna alloksantyna
Dinophyta peridinina peridinina
Prasinophyta prasinoksantyna —
Chlorophyta luteina wiolaksantyna

4.5. WSKAZNIKI STOSOWANE W BADANIACH
BARWNIKOW ROSLINNYCH

Do oceny warunkow zachowywania barwnikéw w osadach dennych, stopnia za-
chowania poszczegdlnych grup barwnikow i ich wzglednej obfitosci stosowane sg roézne
wskazniki, do ktorych zaliczy¢ mozna wartoSci stosunkow Aygosess, Aa30/410» Asal0/665 OraZ
CD/TC.

Stosunek warto$ci absorbancji ekstraktéw barwnikow mierzonych przy dlu-
gosciach fal 480 i 665 nm (A4s665) — jego warto$¢ wykorzystuje si¢ jako wskaznik
wzglednej obfitosci karotenoidow [302].

Stosunek wartoSci absorbancji ekstraktow barwnikéw mierzonych przy dhu-
gos$ciach fal 430 i 410 nm (Ay30/410) — podczas zakwaszania kazda czasteczka chlorofilu
a traci atom magnezu. W 90% roztworze acetonu wigze si¢ to z przesuni¢ciem maksi-
mum absorpcji z 430 nm charakterystycznych dla chlorofilu a do 410 nm typowych dla
feofityny a. Uzywajac tej wlasciwosci jako wskaznika zakwaszenia jezior, wykorzystu-
je si¢ warto$¢ stosunku 430 nm:410 nm (Ag3z410), ktory moze by¢ takze stosowany do
okreslania warunkéw zachowywania barwnikéw w przypadku jezior niezakwaszonych.
Dla niezdegradowanej mieszaniny barwnikow wartosci tego stosunku wahaja si¢
w zakresie od 1,2 do 1,8 [290, badania wlasne — dane niepublikowane]. Jezeli wartos$¢
tego stosunku wynosi okoto 1, mozna stwierdzi¢, ze w osadach wystepuje naturalna
mieszanina niezdegradowanych barwnikéw i1 warunki sprzyjaja ich zachowywaniu
[113, 143, 145, 209, 231].

Stosunek wartoSci absorbancji ekstraktow barwnikéw mierzonych przy dhu-
gos$ciach fal 410 i 665 nm (A419665) — jego wartosci uzywa si¢ jako wskaznika zacho-
wania chlorofilu a. Produkty degradacji chlorofilu a (zwiazki typu porfiryn) wykazuja
maksimum absorpcji przy 410 nm, natomiast pik przy 665 nm jest efektem obecno$ci
chlorofilu a i jego pochodnych (zwigzkéw typu chloryn). Wykazano, ze dla bogatych
w chloryny osaddéw warto$¢ stosunku Agjoes (porfinyny/chloryny) wynosi od 1 do 5,
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natomiast osady zasobne w porfiryny charakteryzuja si¢ warto§ciami stosunku w zakre-
sie od 5a 10 [247, 333, 334].

Stosunek zawarto$ci pochodnych chlorofilu i calkowitej zawartos$ci karoteno-
idow (CD/TC) — oprocz wartosci stosunkow Ayzgaio 1 Agi/665 JEEO Wartos¢ proponowa-
na jest jako wskaznik rozktadu i stanu troficznego [20, 118, 135, 202, 345]. Niska war-
to$¢ stosunku CD/TC wskazuje na optymalne warunki do zachowywania tych barwni-
kéw w osadach z powodu wysokich stezen karotenoidow, bowiem karotenoidy ulegaja
degradacji trochg szybciej niz pochodne chlorofilu [343]. Wskaznik ten wykorzystali
w badaniach Mikomégi i Punning [285], ktorzy poréwnywali zawartosci barwnikow
ro$linnych w powierzchniowych (0-3 cm) osadach dennych jezior estonskich. Wyzsze
warto$ci stosunku CD/TC otrzymali dla barwnikéw zdeponowanych w osadach jeziora
oligotroficznego o niskiej produkcji pierwotnej, w ktérym ze wzgledu na duzg przezro-
czystos¢ wody oraz wysokg zawarto$¢ tlenu warunki do zachowywania byty nieko-
rzystne. Swain [392] sugerowatl jednak, ze wyzsze wartosci tego stosunku uzyskiwane
dla jezior oligotroficznych w poréwnaniu z eutroficznymi wynikaja z rdznic
w produkcji tych dwoch typow barwnikow; zaprezentowal takze wplyw czynnikow
zwigzanych z eutrofizacjg, ktdre z r6zng intensywnoscig oddziatujg na st¢zenie barwni-
kow profundalowych (tab. 69). Wedlug niektorych autoréw [250, 257, 342] indeks
CD/TC moze by¢ wykorzystywany w przedstawianiu historii jeziora jako miara fadun-
ku allochtonicznej materii organicznej w stosunku do udziatu materii autochtoniczne;j.
W rozktadajacych si¢ jesienig lisciach i organicznych poziomach gleby pochodne chlo-
rofilu sg lepiej zachowywane niz karotenoidy, totez warto$¢ stosunku wynosi 1 badz
wiecej. Wyzsze wartosci tego stosunku $wiadczg o wickszym doptywie detrytusu al-
lochtonicznego. Podczas rozktadu glonow zauwazalna jest tendencja do zachowywania
karotenoidéw i warto$ci tego stosunku sa nizsze [14, 140, 145, 345]. Z powodu
sprzecznych rezultatdéw zwigzanych prawdopodobnie ze specyficzng charakterystyka
okreslonych zbiornikow i z wptywem czynnikoéw fizykochemicznych, biologicznych
oraz morfometrycznych [238] waznos¢ tego stosunku jako wskaznika degradacji barw-
nikow jest dyskusyjna.

Bianchi i wspot. [30] proponowali rowniez wykorzystanie wartosci stosunku za-
wartos$ci chlorofilu b do luteiny jako wskaznika Zrodel materii organiczne;.
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5. PODSUMOWANIE

Zdeponowane osady denne stanowig cenny i unikalny zapis zjawisk zachodzacych
w samych zbiornikach wodnych, jak i ich zlewniach. Szczegdélnie waznym ich sktadni-
kiem jest materia organiczna, ktorej gtdéwnym zrodtem sg glony zyjace w strefie fotycz-
nej; pule t¢ wzbogacajg rowniez mikroorganizmy i makrofity. W wielu przypadkach
znaczacy moze by¢ takze udziat detrytusu pochodzacego z roslin ladowych. Materia
organiczna podlega réoznym procesom, ktére moga zmieniac jej sklad we wzglgdnie
krotkim czasie pomigdzy jej synteza a dlugoterminowym zdeponowaniem na dnie
zbiornika. Mniej reaktywne formy materii organicznej zaczynaja dominowac, podczas
gdy bardziej reaktywne i rozpuszczalne w wodzie s wykorzystywane jako pokarm
przez mikroorganizmy oraz odzywiajace si¢ osadami zwierzg¢ta. Pomimo catkowitego
rozktadu struktur morfologicznych w osadach dennych zostaja zachowane zsyntetyzo-
wane przez glony, fototroficzne bakterie i rosliny wyzsze barwniki roslinne oraz ich
pochodne.

W pracy przedstawiono charakterystyke i zrodta barwnikéw ros§linnych depono-
wanych w osadach dennych. Omoéwiono procesy powodujace ich degradacje
z uwzglednieniem starzenia si¢ komorek, wptywu roslinozercow oraz czynnikow fizy-
kochemicznych wystepujacych w shupie wody i osadach dennych, a oddziatujacych na
zachowywanie barwnikow roslinnych. Wszystkie te procesy i czynniki decyduja, ze
zdeponowane osady denne stanowig tak unikalny, charakterystyczny dla danego zbior-
nika zapis jego historii.

Zaprezentowano mozliwosci wykorzystania analiz barwnikéw jako elementu ba-
dan ekologicznych (tab. 70) i paleolimnologicznych oraz przeglad wskaznikoéw stoso-
wanych w tych badaniach. Przedstawiono rowniez metody wykorzystywane w analizie
barwnikéw, poczynajac od metod ekstrakeji i uzywanych rozpuszczalnikdw, poprzez
technike rozdzialu za pomoca metody chromatografii cienkowarstwowej, az po zasto-
sowania wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Nie ulega watpliwosci, ze badania
barwnikow roslinnych nie sg proste. Na koncowe wyniki badan wptywa bardzo wiele
paramentow, m.in. sposob i miejsce pobrania probek, ich przechowywanie i przygoto-
wanie do ekstrakcji, zastosowany ekstrahent, kolumna chromatograficzna czy zestaw
eluentéw. Ze wzgledu na zréznicowanie wlasciwosci materiatu, z ktérego mozna wy-
ekstrahowa¢ barwniki (glony, makrofity, osady denne o réznorodnej zawarto$ci materii
organicznej i réznym stopniu uwodnienia), bardzo trudno poleci¢ jedna skuteczng me-
tod¢ odpowiednig do stosowania zawsze i1 do wszystkiego.

W przypadku silnie uwodnionych osadéw dennych dobrym sposobem przygoto-
wania probek jest liofilizacja, ktdra zapobiega rozcienczaniu ekstrahentow. Niestety
barwniki zawarte w osadach wysuszonych sa bardziej podatne na degradacj¢ podczas
oczekiwania na ckstrakcje, dlatego nalezy ja przeprowadzi¢ tak szybko, jak to tylko
mozliwe. Na podstawie przedstawionych wynikéw badan jako ekstrahent poleci¢ moz-
na aceton mig¢dzy innymi ze wzglgedu na wigksza w poréwnaniu z pozostatymi stabil-
nos¢ ekstraktow. Wybor kolumny chromatograficznej, rodzaju i uktadu eluentow oraz
dlugosci fal, przy ktérych bedzie prowadzona detekcja, zalezy od rodzaju materiatu
poddanego ekstrakcji oraz spodziewanych wynikow.

Praca moze stanowi¢ cenne zrédlo informacji dla studentéow kierunkéw zwigza-
nych z naukg o szeroko pojetym srodowisku.
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[17, 208, 299, 405]

Allochtoniczny — ,,obcy”, pochodzacy z zewnatrz ekosystemu, w ktorym aktualnie
wysgpuje.

Amonifikatory — organizmy biorace udzial w procesie rozktadu azotowych sub-
stancji organicznych, powodujace wydzielanie si¢ z nich amoniaku.
Autochtoniczny — ,tutejszy”, pochodzacy z tego samego ekosystemu, w ktorym
si¢ obecnie znajduje.

Bentos — zbiorowisko wlasciwych organizméw dennych, zamieszkujacych mniej
lub bardziej drobnoziarniste osady denne. Stanowia go rosliny (fitobentos) i zwie-
rzgta (zoobentos), ktére zyja zarowno na powierzchni dna, jak i w glebi osadow
dennych.

Biocenoza — zespdt organizmow ro$linnych i zwierzecych powiazanych wzajem-
nymi zaleznos$ciami, glownie pokarmowymi, zyjacych w okre§lonym $rodowisku —
biotopie.

Chemoklina, warstwa skoku chemicznego — warstwa oddzielajaca w zbiorniku
wodnym rozne pod wzgledem stezenia okreslonych substancji chemicznych war-
stwy wody, np. ubogic w sole odzywcze wody powierzchniowe od zasobnych
w nie wod glebinowych.

Denitryfikatory — mikroorganizmy biorace udziat w procesie denitryfikacji, czyli
redukcji azotanow(V) poprzez azotany(IIl) do amoniaku (denitryfikacja czesciowa)
lub azotu (denitryfikacja catkowita).

Detrytus — mniej lub bardziej rozlozona materia organiczna zar6wno unoszaca si¢
w toni wodnej, jak i zalegajaca na dnie lub brzegu akwenu.

Diageneza — w ujeciu geologicznym to szereg procesow fizycznych i chemicznych
prowadzacych do przemiany luznego osadu w zwiezla skate, np. piasku w piasko-
wiec. W przypadku materii organicznej to szereg proceséw obejmujgcych jej de-
gradacje¢ i syntez¢ nowych zwiazkow o sktadzie odmiennym niz mieszanina wyj-
Sciowa.

Dystrofizm — stan wyjatkowo niskiej zyznosci wod wynikajacy z niedoboru bioge-
néw i nadmiaru substancji organicznych w zbiorniku wodnym, zwigzany ze znacz-
nym doptywem jatowych allochtonicznych substancji o odczynie kwasnym.
Epilimnion — warstwa nadskokowa; goérna, nagrzana warstwa wody w jeziorze,
pojawiajaca si¢ w okresie wystepowania stratyfikacji termiczne;j.

Eutrofizm — stan wysokiej zyznos$ci wod wynikajacy z duzej ilosci nutrientow
(biogenow).

Fotosensybilizator (§wiatlouczulacz) — zwigzek absorbujgcy swiatto.

Fotyczna strefa — gorna warstwa wody w zbiorniku wodnym, do ktorej docieraja
promienie stoneczne. Z uwagi na rézne nat¢zenie promieniowania $wietlnego wy-
r6zni¢ mozna strefe prze§wietlona, czyli eufotyczng, oraz mroczng — dysfotyczna.
Hipertrofizm — stan skrajnego przezyznienia wod.

Hypolimnion, hipolimnion — dolna, stagnujaca warstwa wody w jeziorze, wystg-
pujaca w czasie istnienia prostej stratyfikacji termiczne;.

Makrofity, makroflora — zbiorowisko duzych roslin w okre§lonym srodowisku;
zalicza si¢ do nich naczyniowe i wigksze zarodnikowe, np. szereg brunatnic, kra-
snorostow, zielenic i mchow.
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Meiofauna, meiobentos — niewielkie organizmy denne; do meiofauny zalicza si¢
skorupiaki, robaki (brzuchorzeski, nicienie), niektére pierwotniaki oraz inne orga-
nizmy.

Mezotrofia — stan umiarkowanej zyznos$ci wod wynikajacy z niezbyt duzej ilosci
nutrientow i substancji organicznych.

Nitryfikatory — organizmy biorgce udzial w procesie utleniania amoniaku i soli
amonowych poprzez azotany(IIl) do azotanow(V).

Nutrienty, biogeny — wszelkie sole nieorganiczne potrzebne do rozwoju zywych
organizmow; w hydrobiologii s3 to zwiazki azotu i fosforu.

Oligotrofizm — stan niskiej zyznosci wod wynikajacy z niedoboru nutrientow.
Palinologia — dziat botaniki; nauka zajmujgca si¢ badaniem ziaren pylu i zarodni-
koéw roslin (takze kopalnych).

Produktywno$¢ biologiczna — proces wytwarzania materii organicznej przez okre-
$long biocenozg lub jej czes¢ w konkretnych warunkach srodowiskowych.
Resuspensja — przemieszczanie si¢ czastek osadow na skutek ruchéw wody lub
rycia w osadzie przez zwierzgta bentosowe lub zywigce si¢ bentosem.

Sonikacja — dziatanie ultradZzwigkami.

Stratyfikacja termiczna — termiczne uwarstwienie wody w morzu lub jeziorze,
spowodowane pionowym zroéznicowaniem temperatury wody. Wyrodznia si¢: st.
prosta, gdy powierzchniowa warstwa mniej lub bardziej nagrzanej wody o tempera-
turze nieco wzrastajacej w kierunku powierzchni zalega ponad dolng gigbinows
warstwa wody o niemal jednakowej temperaturze, a na ich pograniczu znajduje si¢
cienka warstwa wody charakteryzujaca si¢ nagla zmiang temperatury, zwana war-
stwa skoku termicznego (termoklina), oraz st. odwrdocong, gdy gorna warstwa wody
jest zimniejsza od dolnej. W glebokich zbiornikach stodkowodnych temperatura
dolnej warstwy jest zazwyczaj zblizona do +4°C.

Termoklina, warstwa skoku termicznego — warstwa gwaltownej zmiany tempe-
ratury, zwana w wodach stodkich metalimnionem.

Trofizm — termin okreslajacy produktywnos$¢ biologiczng zbiornikow wodnych
oraz zespot czynnikow $rodowiskowych decydujacych o niej.

Zlewnia — teren, z ktorego wody sptywaja do okre§lonego zbiornika.
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Plant pigments in sediments of aquatic ecosystems

Summary

The deposited bottom sediments provide a valuable and unique record of phenom-
ena occurring in water bodies and their drainage basins. Their main components include
organic matter whose main sources are algae from the photic zone, as well as microor-
ganisms and macrophytes. In many cases also the content of detritus that comes from
terrestrial vegetation is considerably high. Organic matter is exposed to different pro-
cesses which may change its character in a relatively short period of time between its
synthesis and long-term deposition at the bottom of a water body. Less reactive forms of
organic matter begin to dominate, while more reactive and water-soluble forms are used
as food by microorganisms and animals feeding on sediments. Despite the total decom-
position of morphological structures, plant pigments and their derivatives (synthesized
by algae, phototrophic bacteria and embryophytes) are preserved in bottom sediments.

This paper presents characteristics and sources of plant pigments deposited in sed-
iments. The processes responsible for their degradation have been described, including
the processes of cell senescence, the influence of herbivores and physicochemical fac-
tors occurring in the water column and bottom sediments and affecting the preservation
of plant pigments. The possible uses of pigment analysis in ecological and paleolimno-
logical studies were presented, as well as an overview of indices used in this kind of
studies. Methods applied in the analysis of pigments were also presented, starting from
the methods of extraction and solvents used, through the technique of separation by
thin-layer chromatography, and finally the high-performance liquid chromatography.
The presented paper may serve as a valuable source of information for students of
broadly defined environmental sciences.
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