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IZOLACJA | OCZYSZCZANIE DIADINO- i DIATOKSANTYNY

W czasie izolacji i oczyszczania barwnikalij@ie wskazano inaczej, préblkchroni przedswiattem i przechowywaw niskiej
temperaturze (0-4°C)

1. lIzolacg diadinoksantyny (Ddx) i diatoksantyny (Dtx) prowad z okrzemek
(Bacillariophyceae) morskich, gatunku Phaeodactylum tricornutum szczep CCAP/1055/1-
zsekwencjonowany

2. Szczep CCAP/1055/P. tricornutum hodowalsmy w pazywce Guillard’a, o skladzie
mikoelementy: (NgEDTA (4,16g); FeG6H,0 (3,15g); CuS@5H,0 (0,01g); ZnSQ7H,0 (0,022g); CoGl6H,0O (0,01g);
MnCl,4H,0 (0,189g); NaMo,-H,0 (0,0069)): mieszangwitamin: (witamina B, (0,0005g); witamina B(0,1g); biotyna (0,0005g)),
a take NaNQ(0,075g) (wartéci w nawiasach odnoszsie do roztworéw 1000-krotnie gtonych) i NaBPQO,2H,0 (0,00565g)
(stosowano roztwér 1000 — krotnie&iny) oraz sél morska (16g) (Tropic Marin). Dodatkow przypadku hodowli prowadzonej w
pozywce zawierajcej krzem, w jej skfad, jakérodto krzemu wchodzit rowniemetakrzemian sodu (M&iO;9H,0) (30g) (roztwor
1000 — krotnie stzony). W nawiasie podano masy poszczegoinych sktaenijakie naley odwazy¢ na litr danych roztworéw
podstawowych. Mieszangrwitamin filtrowano i dodawano do pozostatych skikidw po ich autoklawowaniu.

Przed izolae'l okrzemki hodowé z fotoperiodem (10:14h D:L) vwietle o intensywngci od 40
do 190 pEnfs’, w temperaturze rpilzy 12 a 15°C, od czterech do siedmiu dni viyp@e
Guillard’a, bez dodatku krzemu.

3. Po zakaczeniu hodowli, na minimum godzir(a najlepiej okoto 12 godzin, np. przez noc)
przed zbiorem okrzemek hodawhkubowa w ciemndci.

4.

a. W celu izolacji Ddx, zbioru komorek dokdndezpdrednio po okresie zaciemnienia, przez
wirowanie hodowli przez 7 - 15 minut, 5000 — 6500, w 4#C. Otrzymany osad najlepiej zggi¢
np. przez zebranie pipeto falkonu o poj. 15ml i ponownie wirowg@minimum 2 minuty, 5000 -
6500x g, w 4C). Osad, ktory zawiera komorRi tricornutum — zrédio Ddx, mana przechowywa
w stanie zamrgenia najlepiej w temperaturze nie #yej ni -20°C (zamraa¢ najlepiej w ciektym
azocie). Czasy i intensywém wirowan 3 uzalenione od gstasci optycznej (ORog) hodowli
(gestas¢ optyczna jest miarilosci komoérek — wiksza ilg¢ komoérek wymaga ditszych czaséw
wirowania). Wirowanie naley prowadzt tak, aby po otrzymaniu osadu naais byt klarowny.

b. W celu izolacji Dtx po okresie zaciemnienia bott w ptaskim naczyniu ravietla¢, od
géry, minimum 60 minut lampo natzeniuswiatta biatego okoto 1200 — 13@6nolm?s™*

5. Dokon& homogenizacji komorek:

Osad zebranych komorek zawiest buforze o pH 8 (np. bufor fosforanowy: 50mM N&QO,,

50 mM NahPQ,, 300 mM NaCl) w olgjtosci odpowiadajcej obgtosci osadu i homogenizowa
przez:

A. sonikacg (najlepiej przez czas: 4 minuty, pulse on: 30spuwiff: 10, amplituda: 35%)

B. stosowanie disruptora (constant systems celliplisr) zgodnie z przepisem do homogenizacji
okrzemek dajczonym do sprtu (rozbijanie komorek stosyg cisnienie 12000 psi, wirowanie
1000 x g, ponowne rozbicie komorek, ktore zostalgsadzie, 6000 lub 12 000 psi w zaiesci od
ilosci osadu, ponowne wirowanie 1000 x Q).



6. Ekstrakcja barwnikow z homogenatu

Dokona ekstrakcji barwnikdw z homogenatp. w sposob nagtujacy:

wytrzasa: (vortex) przez okoto 20 sekund i zwiroévéminimum 3 minuty, 13800 rpm, W' @&).
Po zwirowaniu, przeng nadgcz do osobnych probéwek Eppendorf. Npate zaréwno do
probéwek Eppendorf'a zawiegglych nadscz jak i osad dodamieszanin ekstrakcyja (np.
chloroform : metanol : amoniak — 1 : 2 : 0,004 (v)v— stosowano te mieszanin: 90%
metanol/octan amonu (90% metanolu/10% 0,2 M octaonal); 10% octan etylu, najlepiej w
objetosci odpowiadajcej obgtosci zsonikowanej prébki i ponownie wytgat (vortex) przez okoto
20 sekund a naginie wirowa (3 minuty, 13 800 rpm,°C). Zebra ekstrakt barwnikow.

Catas¢ mieszaniny ekstrakcyjnej odparofvgazem obajnym np. azotem, a po osuszeniu
wprowadzé eluent do chromatografii  (cienkowarstowej lub  kohowej) .
metanol:woda:amoniak — 90 : 10 : 0,12 (v:viv) (epikj 20 na 1ml pocatkowej obgtosci
probki, tj. obgtosci przed sonikag).

7. Oczyszczanie barwnikdw prowaélzprzez rozdzial mieszaniny metpdoreparatywnej
chromatografii kolumnowej lub preparatywnej chroowghfii cienkowarstwowej na zia z
odwrdcon fazg Silica gel 60 RP-8 &,S (Merck KGaA Darmstadt, Niemcy); wykorzystaj
wczeniej podany eluent, tj. metanol:woda:amoniak — 90 : 0,12 (v:v:v). Pyzki Ddx i Dtx
wymywat ze ztza 100% acetonem.

Rozdziatu mana dokona metody HPLC z wykorzystaniem kolumny np. ET 250/4 Nucleé86i0-5 C18 RF Saule (Macherey-
Nagel, Duren, Germany) i n@pujagcego programu gradientowego przy przeptywie 0,8mnl/

Czas [min] Eluent A [%)] Eluent B [%] Eluent C [%]

0 60 40 0
2 0 100 0

7 0 80 20

17 0 50 50

21 0 30 70

28,5 0 30 70
29,5 0 100 0
30,5 60 40 0

Eluent A: 85 % metanol/15 % 0,5 M octan amonu (vdae dest.)
Eluent B: 90 % acetonitryl/10 % woda dest.
Eluent C: 100 % octan etylu,

powyzsza metoda zostata opracowana m. in. przez Kraawsp. (1992), podobnie jak liczne inne metody wykstupce
HPLC a opisane w literaturze nigeukelem i wsp. (1994)

Kraay, G. W., Zapata, M., Veldhuis, M. J. W. (1992). Separation of chlorophylls c1, c2, and c3 of marine phytoplankton by
reversed-phase-C18-high-performance liquid chromatography. J. Phycol. 28: 708-712;

Heukelem L., Lewitus A. J., Kana T.M., Craft N.E., Improved separations of phytoplankton pigments using temperature-
controlled high performance liquid chromatography Mar. Ecol. Prog. Vol. 114: 303-313, 1994

Barwnik przechowywé najlepiej w temperaturze — 20°C w acetonie lubospkowany po
usungciu rozpuszczalnika w atmosferze gazu etr@go lub w proéni.



