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Zdeněk Š e s t á k : 

Použití papírové chromatografie chlorofylů a karotenoidů 
v algologii 

Ústav experimentální botaniky ČSAV, odd. fysiologie a genetiky rostlin, Praha () 

Současná systematická botanika se v mnohých směrech musí opírat o mo
derní metody biochemické. Zejména u nižších rostlin je obsah specifických 
sloučenin mnohdy znakem stejnocenným se znaky morfologickými. 

Nejvyšší taxonomické jednotky řas se navzájem odlišuji obsahem lipofilnich pigmentů, 
tj . chlorofylů a karotenoidů. Výrazná je zejména pi'.'ítorn.nost chlorofylů. Všechny autotrofní 
rostliny, a tedy i řasy, obsahují chlorofyl a, který jo u fotosynthetisujících bakterií nahražen 
bakteriochlorofylem. Jen dva kmeny řas - Ohlorophyta a Euglenophyta -- obsahují shodně 
s vyššími rostlinami také chlorofyl b, což je podkladem četných fylogenetických úvah. Pouze 
u řas byly nalezeny dalši typy chlorofylů: chlorofyl c u hnódých řas, rozsivek a řas z od:lólení 
Dinophyceae kmene Pyrrhophyta, a chlorofyl d u ruduch. Pochybná je existence chlorofylu e, 
jehož absorpční maxima udává STRAIN (1951) podle svých starších pokusů s Tribonema bomby
cinwn DERE. ot SoL., a jehož přítomnost žádný další autor nepotvrdil. Chlorofyh1. ca d (respek
tive e) jsou v uvedených řasách množství velmi malá vzhledern k obsahu chlorofylu a a proto 
se tato labilní barviva obtížněji isolují a stanovují než ohlorofyl b, který tvoří obvykle 1/4 až 1/3 
z celkového množství chlorofylů. 

Poměrnři málo a nepř'íliš potvrzených údajů máme také o kaťotenoidech řas, jak svědčí 
např. tabulky STRAINOVA (1951, tab. 6), GooowrnovA (1955, tab . 3) a DotJGI-IE RTYOVÉ a ALLE 

NOVÉ (1960). Řasy obsahují nektoťé stejné kaťotenoidy jako vyšší rostliny. Jsou to především 
karoteny a, f3 a y, z nichž obsahují všechny typy řas pouze tJ-karoten. Všechny tři karoteny jsou 
podle dosavadních údajů (Gooowrn 1955) přítomny jen u zelených řas. Karoteny n eobsahují 
v molekule žádný atom k yslíku; oxydované karotenoidy se nazývají xanthofyly. J ednotlivé 
xanthofyly se liší zejména počtem kyslíkových atomů v molekule, typem funkční skupiny 
( - OH, - 0 - , -C=O, - OCH~), strnkturní konfigurací molekuly a počtem konjugovaných 
a isolovaných dvojných vazeb. Z karotenoidů se 2 atomy kyslíku v molekulo obsahuji řasy 
nejčastěji lutein, p.Hpadně zeaxanthin, které jsou bčžné u vyšších rostlin. Z xanthofylů se 4 kyslí
kovými atomy je významný violaxanthin, který s neoxanthinem je př'ítomen i u vyšších rostlin. 
K tomuto typu xanthofylů patH u nóktoťých zelených řas a e uglen astaxanthin, vlastně živo
čišný karotenoid. K nejoxydovanějším xanthofylům patří fukoxanthin, specifický pro rozsivky, 
lmčdé i žluté řasy. Další specifické xanthofyly non.i třeba v tomto pfohledu uvádět; literatura 
o nich je rozsáhlá a nepříliš jednotná, už proto, že snadno přecházejí v různé formy. 

Složení pigmentů řas nebylo dosud studováno u širšího druhového materiálu 
ani ho nebylo využíváno častěji jako znaku svědčícího pro systematické 
zařazení druhů řas; důvodem byly hlavně metodické obtíže . Klasickým postu
pem pro rozdě lení r03tlinných pigmentú je chromatografie na sloupci adsorpční 
látky (např. cukru, škrobu, inulinu, kysličníku hlinitého), některou z modifi
kací metody CvETOVY (TswETT 10'.)6). Tato metoda je významná zejména při 
stanovení karotenoidů, je však pracná a vyžaduje extrakt z velkého množ
ství materiálu. ~Výsledky jednotlivých analys jsou pak navzájem obtížně 
srovnávatelné. Siroce použitelnou metodou, zvláště pro orientační určení 
nebo podepření systematického zařazení, může být jenom rychlá standardní 
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metoda, vyžadující malé množství materiálu. Tou je papírová chromato
grafie. 

Sám zakladatel chromatografie CvET ve vyse citované stati (1906) uvádí dělení pigmentů 
pomocí kapilární analysy na papíře: pruh filtračního papíru se spodním okrajem ponoří do 
misky s vodným roztokem rostlinných pigmentů. Roztok postupuje kapilárami v papíře a vzhle
dem k adsorpci a dělení mezi fázemi částečnč se o<lpařujícího rozpouštědla se diferencují zony 
obsahující jednotlivá barviva. T éto metody použil KYLIN (1927) při stanovení karotenoidů 
u sinic, ruduch, zelených řas, hnědých řas, rozsivek a u Dinophyceae. Pro kapilární analysu~ 
kterou nedocílíme dokonal<~ho oddělení jednotlivých pigmentů, však potřebujeme téměř stejně 
objemný vzorek jako pro sloupcovou chromatografii. 

Podstatné zmenšení vzorku, potřebného k analyse, přináší teprve metody papírové chromato
grafie. BROWNOVA (1939) kruhová m etoda k dělení listových barviv zůstala isolovaným pokusem 
a tak papírovou chromatografii chlorofylů a karotenoidů můž01m~ datovat až rokem 1951 (vše
obecný přehled viz ŠESTÁK 1958a). Od té doby bylo t éto metody několikráte použito ke studiu 
pigmentů řas (ANGAPINDU aj. 1958, ANDErtSON 1960, Dou1N 19u4, BLAss, ANDERSON a CALVIN' 
1959, B nzESKI a RucKER 1960, BLAAUW-JANSEN 1954 a, b, Huz1s1GE aj. 1957, ErsTEIN a W Erss 
1960), ale pouze v jednom případě (HAHDER a Kocrr 1954) bylo této metody použito jako 
pomůcky k systematickému za.fazení řas. Ve snaze zpřístupnit algologům analysu pig
mentů řas, pokusil jsem se sestavit vhodný pracovní postup srnvnávacího chromatografického 
rozdělení pigmentů na papíře, a vyzkoušet jej na čistých kulturách řas různých typů. 

Pracovní postup 

Každá specialisovaná metoda má řadu jemností a úskalí: popisuji zde -proto 
metodu co nejpodrobněji, aby se jí dalo použít bez dlouhého přezkušování. 

Vzore k: V těch případech, kdy lze vypěstovat druhově čistou kulturu řasy (bezbarvé 
bakterie a plísně n evadí), připravíme si alespoň 2 zkumavky s dobře rozrostlou kulturou na 
agaru n ebo v tekutém prostředí. Také v pHrodě lze nalézt druhově čisté nárosty rozsivek, sinic 
apod. Znečištění jiným typem řas do 2 až 5 % z celkového objemu buněk obvykle nevadí. Je
samozřejmé, že se nepodaří analysovat pigmenty z pouhých několika desítek buněk řas, i když 
minimální potřebné mnofatví materiálu pro papírovou chromatografii je nejméně 10 X menší 
než pro dělení na sloupci. 

Extrakce pigmentů: Jsou-li řasy ve vodném prostředí, musíme je před extrakcí 
zahustit. Výhodné je předběžné zahuštění centrifugací a pak filtrace přes 1-2 cm tlustou vrstvu 
křemenného písku (např'. jemný bílý sklářský písek nebo preparát Lachema „Mořský písek 
čistý"), předběžně zjemněného rozetřením v třecí misce. Písek se umístí na filtračním papíře 
v Buchnerově, nálevce nebo na sintru hustoty S 2 až S 4 a filtruje se za odsávání vodní vývěvou. 

K vrstvě písku se zahuštěným vzorkem řas nebo ke vzorku odebranému drátěným očkem 
s povrchu agarové plotny (po dodání malého mn-0žství písku) pak v malé třecí misce (průměr 
5 cm a menší) přidáme špetku MgC03 k neutralisaci kyselin v buř1kách (u většiny druhú řas 
však tento přídavek není nutný) a zvlhčíme bezvodým acetonem (užíváme acetonu čistoty 
pro analysi nebo purum, který jednou předestilujeme ). Pak roztíráme tak dlouho , až je písková 
kaše stejnoměrně zbarvena, bez šmouh (tj. asi 2 až 3 min.). Pak přidáváme po 2 až 3 ml dáv
kách aceton (zprvu bezvodý - pak 85 % - a nakonec bezvodý) a extrakt přes hm;tý sintr S 4 
(G 4) filtrujeme za sníženého tlaku do IO rnl kalibrované zkumavky, umístěné ve 250 ml odsávací 
baňce. (Další podrobnosti o extrakci pigmentů z řas a sinic viz ŠESTÁK 1958h). 

Z rn ě ř e n í k o n c e n t r a c e c h 1 o r o fy 1 ú v e x t r a k t u: Protože dokonalost roz 
dělení závisí na množství chlorofylů, nanesen ém na délkové jednotce skvrny na startu chromato
grafického papíru, je výhodné změřit předem celkovou koncentraci chlorofylů v záklauním 
extraktu. Způsobů kolorimetrického stanovení je celá řada; uvedu jako příklad měření na Pulfri
chově fotometru. Extrakt se měří ve srovnání s vodou, v kyvetě tloušťky 1 cm, s použitím 
filtru S 64. Dbáme toho, aby hodnoty extinkce nepřesahovaly cca 0,50; je-li extinkce vyšší, 
odebereme m alou část extraktu, příslušně ji zfodíme a t eprve potom kolorimetrujeme. Hodnoty 
extinkce převedeme na váhové množství chlorofylů podle grafu na obr. 1. Graf je sestaven podle 
měření chromatograficky čistých preparátů chlorofylů a a b, které laskavě poskytl dr. E. Wie
demann ze Švýcarska. K vyhodnocení použijeme křivky pro chlorofyl a; předpokládáme-li, že 
jde o extrakty ze zelených řas, je přesnější použít křivky pro směs chlornfylů (a + b) v poměru 
3 : I. Přítomnost chlorofylů ca d chybu přepočtu zvětší jen nepatrně. Na ose x odečteme množ
ství chlorofylú pro 10 ml obj em roztoku, které přepočítáme pro objem studovaného extraktu. 
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Obr. 1. - Kalilmični křivky pro stanovení množství c hlorofylu a ( - - - - ), chlorofylu b( - • - .) 
a jejich směs i v pomčru a/b = 3/1 ( --- - - ), sestavené podle proparátů od E. Wiedemanna. 
Lze použít pro měření acetonových roztoků na Pulfrichově fotometru v k y vet ách tloušťky I cm 
a s filtrem S 64. Osa x - množství chlorofylů v 10 ml objemu roztoku; osa y - extinkční hodnoty. 

Abb. 1. - Kalibrntionskurvo zur B ostimmung der Men go von Chlorophyll a ( - - - - ), Chloro
phy ll b ( - . - . - ) und doren Gemisch im Verhaltnis a/b = 3/1 ( ---), zusarnmengestellt n ach 
Priipa raten von E. vViedemann. Kann zum Messen von Azotonlčisungen a uf Pulfrich-Photom et er 
in Ki.ivetten mit 1 cm Schichtdicke mít d em ]'iltor S 64 beniitzt werden . Abszisse : Chlorophyll-

menge in 10 ml Volumen d er Losung; Ordinate : Extinktionswerte. 
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Z ah u š tě n í extrakt u : Acetonový extrakt muzerne primo nanášet na chromato
grafický papír. Můžeme také pfovést pigmenty do etheru: etherový roztok so rychleji nanáší 
vzhledem k nižšímu bo<l.u varu etheru i k menšímu obsahu vody v extraktu. Acetonový extrakt 
se tedy nalije do dělicí baňky m11J(·ho objemu, např. 50 ml, nebo lépe do speciálně zhotovené 
válcovité dělicí baňky objemu cca 20 ml. K acetonovému extraktu se přidá více ne:l. poloviční 
množství etl 1eru. Protfope se a podlijo se nasyceným nebo méně koncentrovaným roztokem 
NaCl. Tím se o<ldNí clvě vn;tvy - svrdiní etherová vrstva obsahuje v l;cclmy lipofilní pigmenty, 
do spodn1 vodné vrP.tv-y ph:~chází aceton a pfipadně fykobiliny a jin(\ pigmenty nw.pustné vo 
vodč-. -Phtomnost NaCl za\wain_11e vzniku emulsí. Spodní vrstva se vytiustí, <'tl1 e rovú. vrstva 
v baneo se B X až 5 X prnm-y1e clesti1ovanou vodou (bez třepání!), kterou jo n<'jlí'IJO pozvolna 
prokapávat etherovou vrstvou z pipety nebo z druhé dělicí baúky. Tím se o<ls tra11í aceton 
i zbytky soli a etherový roztok pigrnentú se částečně zkoncentruje. Etherový roztok se pak 
pfolije clo kalibrovanó zlmrnavky; dal?:í zal 111 Řt(·11í můžeme provést odpatováním za snížerH~ho 
t.Jaku n ebo foukáním proudu dusíku z tlnkov<~ nádoby na hladinu roztoku. Cím honc<"ni rovanč· jší 
je roztok pigmentú, tím rychleji se nanM;í na d1romatografický papír. 

Na n á 3 e ní o x trakt u na c hr o rn nt o grafický papír: Vzhkdern k ne
stálosti rostlinných barviv není rnožné <'xtrakt ucl1ovávat napÍ'. do druhé}w dne. Proto se roztok 
pigmentú ihned nancs0 na pnpír. Použije se kapilární skleněné pipetky, vytažené ze sld1·nčné 
trubičky. Obj em pipetky jn tfobn znH~·Í'it pomocí kalibroYané mikropipety a vyznačit - vhodné 
jsou pipetky objemú 20 až 2( Opl. tf stí pipetky musí být úzké, roztok musí vytékat až při dotyku 
s pa.pírnrn. 

K dělení je výhodné užít papíru Whatman č. 1 (tenký) nobo č. 3 (tlust.ý), podlA tolio, jnk 
velk á množství barviv bud0nw dnit. Na papífo č. 3 jsou vzhledem k věti'.; í tloušfce papíru skvrny 
oddělených barviv z:fotelnl'·j i'.; í. P apír vystř'íhncme ve tvarn obdélnílrn, čtvrtkruhu nelio kruhu -
viz jednotlivé metody. Na čáru startu nanášíme extrakt vo formě l'.lSečhy dlouhé obvykle 2 cm, 
a to tak, aby na 1 ern délky startu byl nanesen extrakt se 2 až 5 p g chloro(ylů (papír Whatman 1 
nebo s 5 až 10 11g ch]orofylú (Whatman 3). Pomocí j ednoduché rovnice můžeme vypočítat, kolik 
mikrolitrú připraveného etherového roztoku obsahuje 1 

1
u.,g chlorofy lú : 

10. av 
X= - - - -

ap. c 

x = hledaný počet µl výsledného etherového roztoku, který obsahuje 1 µg chlorofylů; 
av = celkový objem výsledného etherového roztoku v ml; 
ap = púvodní objem tohoto množství acetonového extraktu, které bylo převedeno do etheru, 

v ml; 
c množství chlorofylú v mg, odečtené podle změřené extinkce acetonového extraktu na ose x 

na obr. 1. 

Vypočtené množství etherového extraktu - x - pak znásobíme délkou úsečky na startu, 
na kterou nan ášíme, a dálo dvt;rna až pět.i pro papír Whatman 1 a pěti až deseti pro papír \Vhat
rnan 3. Protože dělení chloroplastových pigmentú na papíře so Hdí převážně principy adsorpční 
chromatografie, postupují Rkvrny chlorofylú rychleji, jo-li na jednotce startu naneseno větší 
množství chlorofylů. Chceme-li tedy srovnat pigmentové Rložení rúzných řas, musíme ze studo
vaných vzorkú nanášet taková množství extraktů, aby na délkové jednotce startu bylo vždy 
stejné množství chlorofylů. Nejlepším způsobem je nanéRt dvě skvrny porovnávaných vzorků 
a doprostřed mezi ně jejich směs: pÍ'Í tom koncentrace chlorofylů ve Fměsné skvmó musí být 
stejná jako v ohou jednotlivých skvrnádl. 

Odpai"ování rozpouštědl a během nanášení urychlujeme proudem chladného vzduchu (např. 
z osušovače vlasů) nebo lépe proudem dusíku z tlakové nádoby. Při nanášení dbáme toho, aby 
skvrna na startu měla eo nejužší tvar. 

Způsoby vy ví j e ní chrom a to gram u: Pro náš úfrl jsou vhoclué postupy, při 
nichž se barviva rozdělí rychle a na malé ploše papíru. Lze doporučit ti'i způ soby: 

a) vzestupné vyvíjení na obdélníkovém papífo, 

b) vzestupné vyvíjení na kuželové ploše papíru (podle OsAWY 1957), 

c) kruhové vyvíjení. 

Vyvíjí se ve tmě (stačí zakrýt vyvíj ecí komoru černou látkou). 

a) Vzestupné vy ví j e ní na ob d ó 1 ní k o v 6 m pa pí i' o. Vyvíjíme ve skk 
něné kyvetě rozměru např. 190 x 80 x 260 mm se zabroušeným víkem. Pou víkem upovníme 
vodorovně po délce kyvety <lvě skleněné tyčinky, jejichž oba kauce jsou zapuštěny v provrt,a-
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ných gumových zátkách. Zabroušený horní okraj kyvety a víka se namažou hustou vaselinou, 
aby byl prostor uvnitř kyvety těsně uzavřen. Na dno kyvety nalijeme asi 30 ml vyvíjecí roz
pouštědlové soustavy (viz níže ). 

Na papíře rozměru 140 X 270 mm označíme (oLyfrjn ou tužkou!) rovnoběžně 2 cm od okl'ajo 
kratší strany čáru Rtartu, kterou rozdělíme na 5 ú sci'>ek délky 2 cm, s 0,5 cm rnezera.mi mezi 
úscčkanii a 1 cm rnc-zorou od okrajú papíru. Na úscč:ky naneseme nnDlyi=:ované vzorky. Po vysu
šen í nanesených skvrn papír spodním okrajem (blízko č·áry 8tartu ) ponofone opatrně do vyvíjecí 
soustavy (asi 30 ml) na dně kyvety, horní okraj pi'-dmcrne pí-es sklcrn\nou tyčinku upcvnt'·nou 
v horní čás ti kyvety. Uzavřenou kyvetu překryjeme č·Prnou lá t.kon a vyvíjíme t.ak dlouho, dokud 
se č~olo vyvíjecí soustavy ncpř'iblíží na vzdálenost asi l cm od ohybu papíru (f'ca 1 hod.). Pak 
chromatogr an1 vyjmeme a ihned zakreslíme obrysy odd 6lenýd1 skvrn a jcjieh barvu. 

b) V z o s tup n 6 vy v í j e n í n a k u ž e 1 o v é p 1 o š o p ap í r u. Z li stu chromato
grafického papíru vyst:ř'íhneme kruh o poloměru 23 cm, který rozsLi'ílincmo na 4 čtvrtkruhy. 
Č{iru startu tvofí soustfodná kružnice o poloměru o 2 cm menším. Extrakty pigrncntú nanúšíme 
na úse(~ky 2 až 3 cm dlouhé, s mozorami 0,5 až 1 ciri. Od koncú bí ry startu vynecháme po 3 cm. 
Papír pak stočíme do lrnždo tak, aby 80 okra,jo pfokrývaly dok ší:ř-kou cca 1 cm, spojíme pro 
pfohnutím i'.\pendlíkem a post,avímo do Pctriho misky prťmH)ru 12 cm, v níž je vyvíj ecí soustava. 
JJetriho miska stojí na skleněné dosec; miska s Jrn :l.0]ern so pfckryjo olm'.woným skll'nčmým 

vúlc('rn se zabrou ?í<~ným a vasclinou potfoným ok raj em. Vyvíjení se ukončí po f'Ca 1 h od., když 
čelo vyvíjocí soustavy dosáhlo vzdálenosti a.si 2,li až 3 cm orl vrcl1ol1t kužele . 

c) Kr u Ji o v 6 vy ví j c 11 í. Z chromatografiek<.-110 papíeu so vystřílmo kruh o prCunčru 
21 cm . Soustř-edná kružni<"o o pn'1mčru 3 cm tvoří čáru startu, ua které lze nanášet extrakty 
na krátké ť'rnnčky (l až 2 cm ) nebo ve tvaru točok . V o sU0clu papírov{:ho kruhu se udělú aBi 
3 mm otvor, jímž se prostrčí zespodu sm otek filtračního papíru. Papír so pak vloží. vodorovně 
nwzi zabroušené okraje dvou stejno vnl kýeh polovin Petriho misek. Na dně spodní misky stojí 
miska rnal0ho průměru (5 - 10 cm), v níž jo nalita vyvíjecí soustava. Do ni musí dosahovat smotek 
papíru. Vyvíjecí soustava jím stoupá ke s tfodu papíru a radiálně (v mírném oválu vzhledem ke 
směru vláken papíru) postupuje k okraji papíru. Vyvíjení se ukončí po cca 30 minutách, když 
je čelo rozpouštědlové sousttwy a si 0,5 cm od stóny misky. 

Způsob a) je spolehlivým způsobem standardním. Při zpúsobu vyvíjení b) se skvrny pigmentů 
zužují a zahušťují, což zvýraziiujo odcl~il oní zejména karotenoidů. Ph zpúsobu o) se plocha 
naopak rozšifuje a tak málo koncentrované pigmenty se úplně ztrácejí (napÍ'. karotenoidy). 
Postup c) je však velmi rychlý, skvrny jsou poměrně ostře odlišené, kompaktní a boz ,,o<.:asů"; 
proto so hodí tam, kdo je tfoba určit pouze pÍ'Ítomnost chlorofylů, 

Vy ví .i e c í s o ustav y: Vyvíj ocích soustav byla v literatuÍ'e popsána ce]ú, hula (viz 
napÍ'. 8ESTÁK 1958a); j so u to vesměs kombinace nepolárního rozpoušthlla s rnal~ým podllem 
polárního rozpouštědla. 

Pro běžnou práci stačí tři soustavy, které poskytují odlišné rozclč-lcní: je výhodné dělit stejné 
vzorky paralelně vo všech tfoch soustavách rozpouštědel a výsledky porovnat. 
I. Toluen p. a. Chlorofyly zůstanou špatně rozlišené jako dvě zony blízko startu, zato oddělené 

karotenoidy jsou dobř·e patrné; 
2. toluen-methanol (400 : l) (modifikovaná soustava podle Cmny a NornJ CHIIIO 1954). Methanol 

lze nahradit n - i isopropanolem. Množství alkoholu v som;tavě n esmí být vyšší, n ež jo udáno. 
Chlorofyly j sou dobře odděleny, ovšem většinou ne>ní bezbarvá 7.0W1 mezi chlorofylem a a b. 
Karotenoidy jsou dobře oddóleny; 

3. směs podle HAGERA (1955): benzin-benzen - chloroform - aceton - isopropanol (50: 35: IO: 
: 0,5 : 0,17). Dobře se od sebe oddělí skvrny clilorofylů a a b, které vfak většinou překrývají 
skvrny xanthofylů. 

Detekce skvrn: J ednotlivá barviva určujeme visuálně, podle barvy a pololiy (od Č'.ela 
rozpouštědla): směsná skvrna karotenů (oranžov<'3 žlutá); foofytiny (šedoolivová, málo výrazná 
skvrna, vznikající z chlorofylů destrukcí kyselinami); 3 až 4 skvrny xanthofylú -- postupně 
oxydovanější typy (barvy žlutó, oranžově žluté i červené a purpurově červené ) ; chlorofyl a 
(modrozelený); chlorofyl b (žlutozelený ); na startu chlorofylidy a další d eriváty chlorofylů roz
pustné ve vodě i pHdatná hydrofilní barviva (fy kobiliny a anthokyany), pokud zbyly v etherovém 
roztoku po promývání vodou. I>oJohu karotenoidů je tfoba ihned zakl'eslit, protože nokteré se 
na vzduchu rychlo destruují a už 1/2 hod. po skončení vyvíjení n ej sou ú otelné. Chlorofyly 
a jejich deriváty lze určit podle červenofialové fluorescence pod ultrafialovým záfoním (lampa 
Phylora s Woodovým sklem) - jsou takto zi:"etelné i po vyblednutí barvy. 

P ř e s n é u r č e n í a k v a n t i t a t i v n í a n a 1 y s a p i g rn e n t ů: Podle polohy 
skvrn lze jen hrubě určit, k jakému typu xanthofylů pigmenty ve skvrnách patří. Chceme-li 
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určit karotenoidy přesně, podle absorpčních spekter, musí se na tlustém papíře (Whatman č. 3) 
rozdělit velké množství extraktu (mnoho skvrn), z vystřižených částí papíru se skvrnami vy
eluovat pigmenty hexanem a stanovit jejich spektrální křivku spektrofotometricky. Toto stano
vení se musí dělat opatrně, v atmosféfo dusíku. Chceme-li se ovšem podrobněji věnovat spektro
fotometrickému stanovení karotenoidú, je výhodnčjší použít chromatografie na sloupci adsor
bentu. 

Chlorofyly pro kvantitativní kolorimetrické stano vení elnuj eme z vystřižených skvrn etherem 
nebo acetonem. 

Pokusný materiál 

Jako materiál s loužily kultur~ na agaru i ve vodném prostředí ze Sbírky 
kultur autotrofních organismú CSA V, vedené akad. S. Prátem (vjde PRÁT 
1948). Kultury laskavě připravovaly prom. biol. J . Dvoř'áková a M. Basle
rová. Kultury byly analysovány v několika pokusných sériích v letech 1958 
až 1961. Byly to kultury (vpravo uvedeno sbírkové číslo - viz BASLEROVÁ 

a DvoŘÁKov Á 1962): 

A nabaena cylindrica L EMM. 

Botrydiopsis alpina VrsCHER 

Botrydiopsis intercedens V1scHE R et PASCHER 

Galothrix sp. 
Ghlamydomonas agloeformis PASCHER 

Ghlorella pyrenoidosa CHicK 
Ghlorella vulgaris var. viridis CHODAT 

Ghlorocloster engadinensis VrscHER 

Ghlorococcitm humicolum (NAEG.) RAB. 
Gryptomonas ovata EHRENB. 

Dunaliella ~alina TEODORESCO 

Euglena gracilis KLEBS 

H aematococc1"s pluvialis FLOTOW et WILLE 

H eterococcus caespitosus V1scHER 

Heterococcus crassulus V1scHER 

Heterothrix solida VrsCIIER 

M esotaenium caldariorum HANSG. 

Muriella decolor V 1scHER 

Nephrodiella brevis Vrsc1rn.a 
Oocystis pusilla HANS G. 

Pleurochloris magna BOY E-PETERSEN 

c 373 
A 294 
A 12 
c 377 
A 34 
A 82 
A 87 
A 296 
A 90 
A 291 
A 28la 
A 259a 
A 63 
A 6 
A 306 
A 214 
A 225 
A 118 
A 297 
A 213 
A 316 
A 386 Pleurochloris rneiringensis VIS CHER 

Porphyridium aeruginosum (kmen od O. Starra, Indiana 
University, Bloomington, USA) 

Porphyrúlium cruentum (AG. ) NAEG. A 126 
Vaucheria sp. A 374 

Nárost rozsivek, prakticky b oz znečištěn í i'asami z jíný0h taxonomických s kupin, vyrostlý 
na betonovém podkladě v Pražskó k analisac i a č istírně odpadních vod v Praze 6, Papírenská 6, 
mi poskytl pťom. biol. J. P opovský. 

Výsl e dky ~p o k usů a disk use] 

~ ,~ \ ýsledky ~ískané na IOi chromatogramech, jsou schematicky shrnuty 
na obr. 2, který ukazuje nalezené rozdíly mezi řasami z různých taxonomických 
skupin . 

U všech studovaných druhů řas z kmene Chlorophyta byJy nalezeny pig
menty stejného typu jako jsou u vyšších rostlin. Velmi podobné složení pig
mentů má Euglena graciris, která se od zelených řas lišila nepřítomnost í 
xanthofylu typu luteinu (x2 ), zato obsahovala vysoce oxydovaný xanthofyl. 

128 



r-----..., 
1...-----...J 

CJ CJ 

000080 
c=J LJ 

2 5 6 

Ik 
II 

fx 

a 

Obr. 2. Schematické znázornóni chromatogťarnu, ukazujícího nalezené složení pigmentů 
u různých taxonomických skupin fos: 1 - Ohlorophyta (Ohlorella, Ohlamydomonas, Ohlorococcum, 
Dunaliella, Haematococcus, lJ!Iesotaenium, Muriella, Oocystis); 2 - Euglenophyta (Euglena); 
3 - Rhodophyta (Porphyridium); 4 - Oyanophyta (Anabaena, Oalothťix); 5 - Diatomeae; 
G - Heterokontae (Botrydiopsis, Heterococcus, Heterothrix, Pleurochloris, Vaucheria). Stupnice 
vpravo ukazuje jednotlivé typy pigmentů: k - karoteny (u 4 - Oyanophyta a 5 - Diatomeae 
oranžově červeně zbarvené - zřejmě výhrad.ni pi'ítomností {1-karotenu); f - feofytiny (zakresleny 
jen u 1. skupiny fas); x 2 - xanthofyly typu luteinu (so 2 atomy kysliku v molekule); x 2R - spe
cifický xanthofyl u Porphyridium; x 3 - oranžově žlutý xanthofyl Heterokontae (nenalezen u Ile· 
terothrix a Pleurochloris); x 4 - xanthofyly typu violaxanthinu; x 5 - specifické xanthofyly 
Iieterokontae; x 5E - specifické xanthofyly u Euglena; fx - fukoxanthin; a - chlorofyl a; 

b - chlorofyl b; x 5H - specifický xanthofyl H eterokontae. 
Al>b. 2. - Schematische Darstellung des Chromatogramms, welches die ermittelte Pigment· 
zusammonsetzung bei verschiedenen Algenarten darstellt: I - Ohlorophyta (Ohlorella, Ohlamydo
rnonas, Ohlorococcum, Dunaliella, liaematococcus, Mesotaenium, .Jlfuriella, Oocystis); 2 - Eugleno
phyta (Euglena); 3 - Rhodophyta (Porphyridium); 4 - Oyanophyta (Anabaena, Oalothrix); 
G - Diatomeae; 6 - Heterokontae (Botrydiopsis, Heterococcus, H eterothrix, Pleurochloris, Vau
cheria). Die Skala rechts zoigt dio einzelnen Pigmenttypen: k - Carntine (bei 4 - Oyanophyta 
und 5 - Diatorneae orangerot gefiirbt - wahrscheinlich durch die ausschliessliche Gegenwart 
von {J-Carotin); f - Phaeophytine (nur bei der erston Algengruppe eingozeichnet); x 2 - Xantho
phylle des Typs Lutein (mit 2 Sauerstoffatomen im Molekul); X 2H. - spezifisches Xanthophyll 
bei Porphyridium; x 3 - orangegelbes Xanthophyll der Heterokontae (ist bei Heterothrix und 
Pleurochloris nicht gefunden worden); x 4 - Xanthophylle des Typs Violaxanthin; x 5 - spezi· 
fische Xanthophylle der Heterolcontae; x 5E - spezifischo Xanthophylle bei Euglena; fx - Fuco· 
-x:anthin; a - Chlorophyll a; b - Chlorophyll b; x 6H - spezifisches Xanthophyll der Heterokontae. 
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Xanthofyly se 2 atomy kyslíku v molekule, které pro Euglenophyta uvádí 
Goonwrn (1955) , nebyly nalezeny. STRAIN (1958) zjistil u Euglena chroma
tografií na sloupci dva xanthofyly, z nichž i méně adsorbovaný byl více 
adsorbován než zeaxanthin nebo jiné xanthofyly se 2 kyslíkovými atomy v 
molekule. To souhlasí s výsledky mých pokusů. 

U řas z dalších studovaných kmenů nebyl nalezen jiný chlorofyl, než chlo
rofyl a. Chlorofyl c, uváděný u rozsivek řadou autorů (viz např. STRAIN 1951), 
se nepodařilo zjistit. 

U ruduch z rodu Porphyridium byl zjištěn oranžově žlutý xanthofyl, podle 
adsorpčních vlastností xanthofyl se 2 atomy kyslíku v molekule. Podle 
STRAINA (1958) jde o zeaxanthin; to souhlasí s údaji JENSENA a JENSENA 
(1959) o větší adsorbovatelnosti zeaxanthinu než luteinu. V souhlase se 
STRAINEM ( 1958) jsem u rodu Porphyridium nenalezl chlorofyl d. 

Skvrna karotenů u analysovaného vzorku rozsivek byla charakteristicky 
oranžové barvy, což svědčí o přítomnosti převážně P-karotenu. Kromě skvrny 
fukoxanthinu se oddělila ještě skvrna xanthofylu typu violaxanthinu. 

U obou studovaných sinic (Anabaena, Oalothrix) nebyly kromě oranžové 
skvrny karotenu (podle STRAINA 1958 i GooDWINA 1955 výhradně P-karoten) 
nalezeny další karotenoidy; na některých chromatogramech byla těsně pod 
skvrnou karotenu slabá skvrna snad některého málo oxydovaného xanthofylu. 

U studovaných heterokontních řas byly zjištěny 4 skvrny xanthofylů. 
Nejméně adsorbovaný xanthofyl byl oranžově žlutý a nebyl přítomen ve 
všech analysovaných druzích (chyběl u Heterothrix solida VISCHER a u Pleuro
chloris magna BOYE-PETERSEN). Prostřední xanthofyl připomíná svými vlast
nostmi violaxanthin. Třetí xanthofyl netvořil směsnou skvrnu při současném 
vyvíjení s extrakty z jiných typů řas. Poslední žlutohnědý pigment tvořil 
úzkou zonu blízko startu. Sledování v ultrafialovém zaření svědčí pro xanthofyl: 
pigment fluoreskoval matně žlutě, slabě růžové zbarvení bylo zřejmě způso
beno znečištěním malými množstvími chlorofylu a. Při eluci této skvrny 
a opakované chromatografii se pigment rozkládal. Je velmi pravděpodobné, 
že jde o 4 dosud nepojmenované xanthofyly, specifické pro heterokontní řasy, 
jak ostatně dokazuje STRAIN (1958), který změřil i jejich spektra. Analysy 
pigmentů z Vaucheria sp. potvrdily její příslušnost k heterokontním řasám, 
kterou v posledních letech prokazovali podle přítomnosti pouze chlorofylu 
a (byť ve dvou vazebně odlišných formách) SAGROMSKY ( 1957) a RrnTH a 
SAGROMSKY ( 1959) na základě studia druhů Vaucheria dichotoma (LINNÉ) 
AGARDH. a V. synandra WoRONIN ze dvou ekologicky i zeměpisně odlišných 
stanovišť. Stejné xanthofyly jako u zelených řas jsem pozoroval u hetero
kontní řasy Ohlorocloster engadinensis VrscHER, která si vyžaduje ještě dal
šího studia. 

Použitelnost metody papírové chromatografie k taxonomickému studiu se 
ukázala u řasy N ephrodiella brevis VISCHER, která se v literatuře řadí mezi 
Heterokontae. Papírovou chromatografií byla u ní jasně prokázána přítomnost 
chlorofylu b i přítomnost xanthofylů typických pro zelené řasy. 
Nejméně informací je v literatuře o pigmentech řas z kmene Pyrrhophyta 

(viz Goonwm 1952). U analysované kultury Oryptomonas ovata EHRENB. 
jsem nalezl chlorofyl a, neidentifikovaný oranžově žlutý xanthofyl a karoten. 

Podrobnějšího studia by si zasluhovaly změny složení pigmentů během 
ontogenetického vývoje řas, při stárnutí kultury. Snad by se tak vysvětlila 
občasná přítomnost silně adsorbovaného xanthofylu, pravděpodobně se 6 atomy 
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Obť. 3. Vliv sUtrnntí kultury na složeni pigm0ntů u Haematococcv.s plnvialis FLOTOW ct WILLE. 

Stáří kultury ve dnech označeno pod schematickým nákresem. První dvě ku ltury pěstovány 
v tekutérn !llod iu, poslední na agaru. Označení typů pigmentů (vpravo ) jako na obr. 2, x - značí 

směs karotenoidú - žlu tého, oranžového až čcrvcnofialovélio zbarvení. 

Abb. 3. - Einflnss d es Alterm; dPr Kultur auf clí c Pigmcutzusammcnsctzung be i H aematococcus 
pluvialis li'LOTOW et WILLE. Das Alter der Ku ltur in Tagon ist untcr der sc hcmat, isch cn Zoichnung 
angcgeben. Dic orston 2 Kulturc> n wurclcn auf flli ss igcm Medium, dic lc tzte auf Agar kultivicrt. 
Die B oze ichnung clos PigrncnttypR (rechts ) wio in Abb. 2, x - bocleutet ein Cemisch von CaruLi-

110iden gdbor, ora11gc Lis rotviolotter 1! iirbung. 
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kyslíku v molekule, kterou jsem zjistil u několika zelených fas (Ohlorococcum, 
Chlorella, Dunaliella, Mesotaenium, Oocystis). Jde zřejmě o neoxanthin ne
bo jemu podobný xanthofyl. 

Zajímavé změny byly pozorovány během stárnutí kultury Haematococcus 
pluvialis FLO'l'OW et WILLE (viz obr. 3). V kultuře staré :H dní byly všechny 
buňky zelené, složení pigmentů bylo stejné jako u jiných druhů zelených řas. 
Po 54 dnech lze už pod mikroskopem zjistit postupné červenání chloroplastu, 
xanthofyl x4 se ztrácí, xanthofyl x 2 a karoten začíná překrývat několik žlutých 
až červenofialových karotenoidů, které konečně u staré kultury pfovládnou. 
U staré kultury zmizely i chlorofyly, zejména i chlorofyl a. Chloroplasty této 
kultury jsou již zcela červené. 

Na př'íkladu řasy Haematococcus pluvialis FLOTOW et WILLE lze ukázat, 
že rozpory mezi různými údaji v literatuře o karotenoidech fas (viz GooDWIN 
1952) mohou být způsobeny stavem analysované kultury. Podobně chlorofyl d 
byl STRAINEM (1958) nalezen jen u některých druhů ruduch, i v týchž třídách. 

Nejasnou otázkou zůstávají také změny pigmentů , zejména karotenoidů, 
při úschově extraktů (i za skladování ve tmě při teplotě okolo 0° C). Tak např. 
u extraktů z řasy forphyridium cruentum (Aa.) NAEG. byla hned po připravení 
extraktu pozorovana jen jedna skvrna xanthofylů, pravděpodobně zeaxanthin 
(viz STRAIN 1958), kdežto 2. a 3. dne byla pozorována ještě další skvrna> 
svědčící pro xanthofyly typu violaxanthinu. Kromě možnosti přeměn karo~ 
tenoidů in vitro je ovšem velmi pravděpodobná úplná destrukce některého 
pigmentu během skladování vzorku a případně i během přípravy extraktu, 
takže určitý málo koncentrovaný pigment nemusí být př'i chromatografickém 
dělení vůbec zjištěn. 

Pigmenty řas a dynamika jejich výskytu jsou oblastí dosud poměrně málo 
prozkoumanou a zasloužily by si větší pozornosti. Není pochyby, že podrobné 
studium pigmentového složení řas vyjasní i mnoho taxonomických otázek 
v algologii. 

Souhrn 

Metoda papírové chromatografie plastidových pigmentů umožúuje rychlé orientační stanovení 
přítomnosti chlorofylů a karotenoidů, které lze použít jako významný znak v algologii. Proto 
jsou podrobně popsány způsoby přípravy extraktu pigmentú řas, techniky vyvíjení chromato
gramú (vzestupné vyvíjení na obdélníkové a kuželové ploše, horizontální kruhové vyvíjení) , 
vhodné rozpouštědlové soustavy (toluen; toluen-methanol v poměru 400 : 1 a HAGEHOVA směs) 

a způsoby detekce oddělených pigmentů. Pigmentové složení dvou druhú řas lze srovnat na. 
jednom chromatogramu nanesením oddělených skvrn extraktú z jednotlivých druhů a jejich 
směsné skvrny. Uvádí se výsledky analys 25 druhů řas, patřících mezi Chlorophyta, E ,uglenophyta, 
Cyanophyta, Diatomeae a Heterolcontae. Byla potvrzena p :Hslušnost rodu l'aucheria mezi Hetero· 
kontae. U druhu Nephrodiella brevis VISOHER, řazeného dosud mezi h eterokontní fasy, byl na· 
lezen chlorofyl b a xanthofyly shodné s xanthofyly zelených řas. U druhu Haematococcus plu· 
vialis FLoTow et WILLE byly sledovány změny pigmentového složení při stárnutí kultur a červe-

1nání chloroplastů. 

Poděkování: Za cenné rady v otázkách algologických co nejsrdečněji děkuji prof. dr. B. -Fottovi. 
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Zdeněk Š e s t á k: 

Die Anwendung der Papierchromatographie der Chlorophyle 
und Carotinoide in der Algologie 

Institut for experimentelle Botanik, Tschechoslowakische Akademie der \Vissenschaften, Prag 6 

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

Die Pigmente wer<len aus den Algen nach Zerreiben mít Sand (ŠESTÁK l 958h) mit Azeton 
extrahiert, dann werden sie in oine Atherlosung iiberfiihrt. Diese wird mit Hilfe oines Kapillar
pipettchen s am Start d es chromatographi i=mhen Papiers (Whatman Nr. 1 oder 3) aufgetragen. 
Die Pig mentzusammonset zung von zwei Algenarten kaun a uf einem Chromatogramm durch 
Auftragon von getrennten Flecken d or Extrakte aus den oinzelnen Arten und dos Flockes der 
Mischung beidor verglichen werdon. Da die Vollkommenheit d er T eilung von der Pigmentmen ge , 
die auf einer Langeneinhe it des Fleckos a rn Start d os P apiers aufgot rngo n wircl (be im Papier 
Whatrna n Nr. 1 2 bis 5 pg Chlorophyll auf l cm dor Flockli:in go, b oi Wl111trnan Nr. 3 5 his 10 µ g ), 
ahha ngig ist, is t es vortoilhaft, v or <lem Auftragon die Pigmentkonz.ontration im E xtrakt fest 
zu st ellen (siehe Abb. 1 ). Dio Chromatogramme werden aufsteigend auf r echteckigern Papier 
oder auf e iner K egolflach e (OS A.WA 1957) oder mit Hilfe der Horizontal-radial -T echnik ent 
wickelt. Es werden Toluen, ein Gemisch von Toluen -Methanol (oder Propanol) im Verhaltní~ 
400: I oder das Gemisch nach HAGER (1955): Benzin - Benzen - Chloroform ~ Azeton - Isopro 
panol (im Volumenverhaltnis 50 : 30 : 10: 0,5 : 0,17) angewenclet . 

In den eigentlichen Versuchen wurden 25 Algenarten untersucht, die zu 
den Chlorophyten, Euglenophyten , Rhodophyten, Cyanophyten, D ,iatomeen und 
H eterokonten gchoren und aus der Sammlung von Kult uren autotropher 
Organismen der Tschechoslowakischen Akademie der \Vissenschaften in Prag 
(ihr Verzeichnis ist auf S. 128) stammten, und eine Probe eines Diatomeen 
aufwuchses von ciner natilrlichen Lokalitat. Die Ergebnisse der Analysen 
sind in Abb. 2 zu sehen. Bei Griinalgen wurden Pigmente glcichen Typs wie bei 
hoheren Pflanzen gefunden. Boi Euglena wurde ausser cinem Xanthophyll 
des Typs Violaxanthin ein hoch oxydiertes Xanthophy ll gefunden. Das orange
gelbe Xanthophyll der Gattung Porphyridium ist wahrscheinlich Zeaxanthin 
(nach STRAIN In38). Bei beiden untersuchten Blaualgen wurde significant 
nur f) -Carotin und Chlorophyll a festgestellt. Bei den Diatorncen wurde Chloro
phyll a, :Fucoxanthin, ein Xanthophyll des Typs Violaxanthin und /)-Carotin 
gefunden. Von den vier Xanthophylltypen der H eterokontae ist der am we
nigsten oxyclierte Typ orangegelb gefarbt ; dieser wurde nicht bei H eterothrix 
solida VISCHER und Plcurochloris magna BOYE-PETERSEN fes tgestellt. Zwischen 
dem Start und dem Chlorophyll a - Ficek wurde boi den Heterolconten ein am 
starksten adsorbiertes gelbes Pigment, eher ein Xanthophyll mit 6 Sauer
stoffatomen im Molektil als ein Pigment des Chlorophylltyps gefund en. Bei 
Cryptomonas ovata EHRENB. fand ich Chlorophyll a, ein nicht identifiziertes 
orangegelbes Xanthophyll und Carotin. 

Beim Altern von einigen A1genkulturen veranderte sich wesentlich deren 
Pigmentzusammensetzung. Bei einer :H, 54 und 141 Tage alten Kultur der 
Grtinalge Haernatococcus pluvialis FLOTOW et WILLE verschwanden nach und 
nach die ChlorophyJle (zuerst Chlorophyll a) und das Xanthophyll des Typs 
Violaxanthin; Carotjn und das Xanthophyll des Typs Lutein wurden durch 
eine bunte Skala von gelben, orangefarbigen bis rot violetten Carotinoiden 
tiberdeckt (siehe Abb. 3). 
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