WIADOMOSCI BOTANICZNE
TOM XXII1 — ZESZYT 1
1978

ROMUALD CZERPAK, BAZYLI CZECZUGA

WYSTEPOWANIE, BIOSYNTEZA I ROLA BIOLOGICZNA
KAROTENOIDOW U GLONOW

Glony sa to roSliny fotosyntetyzujace przewaznie mikroskopijnej wielkosci
lub wigksze w postaci plechy zyjace gléwnie w wodach stodkich i stonych, rzadziej
w miejscach bardzo wilgotnych na skalach, drzewach lub glebie. Sg to roéliny
o bardzo wysokiej produktywnos$ci fotosyntetycznej, gdyz wytwarzaja przecigtnie
okoto 709, ogdlnej materii organicznej i tlenu na kuli ziemskiej [71].

Chemiczny sktad glonéw dotychczas nie jest dobrze poznany z powodu ogrom-
nego zroznicowania taksonomicznego i zmienno$ci w zalezno$ci od warunkéw
§rodowiska. W organicznej substancji glonéw dominuja bialtka w iloSci 20—45 %,
weglowodany 30—799% i tluszczowce 1—309; suchej masy [71]. W oparciu o che-
miczng analiz¢ glondw wykazano, Ze sa one bogatym Zrédiem réznorodnych
aminokwasow, soli mineralnych i witamin w szczeg6lnosci karotenoidéow bedacych
prowitaming witaminy A.

Duza zasobno$é glondéw zwlaszcza sinic, zielenic, brunatnic i krasnorostow
w biatka, weglowodany oraz barwniki karotenoidowe zadecydowala o mozliwo-
§ciach wykorzystania ich na szeroka skale w najblizszej przysztosci dla celow zyw-
nosciowych, paszowych i leczniczych.

Karotenoidy stanowia jedna z najbardziej rozpowszechnionych grup barwni-
kéw naturalnych wystgpujacych w §wiecie ro§linnym i zwierzgcym o zabarwieniu
od zoéltego do czerwonego, a nawet czerwono-fioletowego. Wystgpuja one przede
wszystkim w tluszczach w postaci wolnej, estrowej z kwasami tluszczowymi, gliko-~
zydowej z pentozami lub kempleksowej z biatkami [41]. Dlatego tez nazywane sa
czgsto pigmentami lipochromowymi [72]. Spelniaja one bardzo réznorodne funkcje
fizjologiczne.

Glony wéréd nich szczegdlnie zlotowiciowce, zielenice, okrzemki i eugleniny
sa najbardziej zasobne w karotenoidy [18, 71, 72, 100, 105]. Wedtug danych lite-
raturowych [2, 33, 63, 83, 85, 89, 100, 105] ogdlna zawarto$¢ karotenoidow w su-
chej masie moze maksymalnie wynosi¢ u euglenin 0,449, okrzemek 0,58 %;, zie-
lenic 0,64 9% i ztotowiciowcow 1,679, za$ u roélin naczyniowych zaledwie 0,259%,.

Wystepowanie karotenoidéw w poszczegélnych grupach taksonomicznych
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a nawet pojedynczych gatunkow glon6w, charakteryzuje si¢ do§¢ duza zmienno$cia
iloSciowa a takze jakosciowa [18, 22, 24, 72, 85, 100, 105]. Spowodowane to moze
by¢ wieloma czynnikami gtéwnie o podlozu genetycznym, osobniczym i $rodo-
wiskowym ($wiatlo, temperatura, skiadniki mineralne) [26, 89]. Mimo to w po-
szczegblnych grupach taksonomicznych glondw wystgpuja charakterystyczne barw-
niki karotenoidowe i chlorofilowe, a ponadto niektére z nich wyraznie iloSciowo
dominuja nad pozostatymi [16, 22, 24, 72, 100, 105].

Spoéréd dotychezas zidentyfikowanych barwnikéw karotenoidowych dominuja:
B-karoten u sinic [108, 121]; astaksantyna, anteraksantyna i f-karoten u euglenin
[18, 83]; perydyna, diatoksantyna i f-karoten u tobotkéw [9, 87]; diadinoksantyna
i B-karoten u zlotowiciowcdw [2, 12, 66]; B-karoten i wiolaksantyna u réznowi-
ciowcOw [86, 117]; fukoksantyna i B-karoten u okrzemek [63]; B-karoten i luteina
u zelenic [51, 80, 84]; fukoksantyna i wiolaksantyna u brunatnic [22, 24, 68];
anteraksantyna, B-karoten i zeaksantyna u krasnorostow [l, 24] oraz @-karoten
i neoksantyna u ramienic [105].

W sumie u glonéw wykryto przeszio 60 karotenoidow. Miejscem ich lokali-
zacji w obrgbie komorki glonu sa struktury granularne i lamelarne chromatofo-
row fotosyntezujacych, w ktorych znajduja si¢ rowniez barwniki chlorofilowe
[85, 100, 105]. _

W oparciu o dostgpna literatur¢ sporzadzono tabelg I, ktora zawiera szczego-
towy wykaz karotenoidéw dotychczas zidentyfikowanych w poszczegdélnych gru-
pach systematycznych glonéw. Natomiast w tabeli II podano bardziej znanych
autorow, ktorzy zajmowali si¢ identyfikacja karotenoidéw zawartych u glonéw.

Karotenoidy sa to barwniki o budowie alifatycznej lub alicyklicznej skladajace
si¢ najczesciej z oémiu jednostek izoprenowych polaczonych w ten sposob, ze
dwie grupy metylowe najblizej centrum czasteczki sa w pozycji 1 i 6, za§ pozostate
grupy metylowe znajduja si¢ w pozycjach 1 i 5. Stanowia one podgiupg barwni-
kow polienowych zawierajacych w czasteczce przewaznie czterdzieSci atomow
wegla [41, 72). Karotenoidy sa zasadniczo tetraterpenami majacymi szereg sko-
niugowanych wiazan podwdjnych, a nawet potrdjnych tworzacych uktad chromo-
forowy o duzej liczbie izomeréw geometrycznych cis — trans [44, 59].

Ogolnie karotenoidy mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy: weglowodo-
rowe zwane kKarotenami o wzorze sumarycznym C,Hg, i ich pochodne tlenowe
zwane ksantofilami o wzorze sumarycznym C,Hg,0,_g. Najbardzie rozpowszech-
nione w przyrodzie «, 8 i y-karoteny zbudowane sa z jednego lub dwéch pierscieni
« badZz B-jonowych [69]. Ksantofile zawieraja grupy funkcyjne (podstawniki):
hydroksy, metoksy, epoksy, karboksy, keto i aldehydo, ktére najbardziej decy-
duja o ich réznych wlasciwosciach fizykochemicznych [59, 69, 70]. Naturalne
ksantofile wystepujace u glonéw sa przewaZnie pochodnymi o« i § rzadziej y-karo-
tenu [44]. Wszystkie naturalne karotenoidy moga by¢ uwazane za pochodne liko-
penu [115].

Wedlug Weedona [116] biorac pod uwage strukturg i wlasciwoécei fizyko-
chemiczne karotenoidy wystgpujace w przyrodzie mozna podzieli¢ na osiem grup:

— karoteny zwane hydrolikopenami,



TABELA 1
Wystepowanie barwnikéw karotenoidowych u glonéw

Taksonomia ogblna glondéw

Nazwa
karotenoidu
wg Foppen’a F. H. [39]

Sinice

( Cyanophyta)
Eugleniny

( Euglenophyta)
Tobolki

( Pyrrophyta)
Zlotowiciowce

( Chrysophyceae)
Roéznowiciowce
( Xanthophyceae)
Okrzemki

( Bacillariophyceae)
Zielenice

( Chlorophyta)
Brunatnice
(Phaeophyta)
Krasnorosty

( Rhodophyta)
Ramienice
(Charales)
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KAROTENY

a-karoten
B-karoten
y-karoten
e-karoten
C-karoten
likopen
B-zeakaroten

KSANTOFILE

aleuriaksantyna
alloksantyna
afanizofil
anteraksantyna
astacen

astaksantyna
auroksantyna
diadinoksantyna
diatoksantyna
dinoksantyna
echinenon
euglenanon
flawacyna
flawoksantyna
fukoksantyna
fukoksantol a
fukoksantol b
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kaloksantyna
kantaksantyna
krokoksantyna
kryptoksantyna
a-kryptoksantyna
loroksantyna

luteina

4 — Wiadomoécl Botaniezne t. XXII, z. 1

I~ 1 ++

| =+ ++ +

| ~ | ++
|

| + 1 + =
| + -~

|
| + =+ ++
| ~+ ] +++
|
|

I
I
|
| + -~

|
|
+ |
I

I
|
I
I
|
I
I

| + ] +
I
| + |
I+ 1
I
I

I
I
|+ 1
I

I
I
I

|
| +++ + =~ |
|

I
I

L1 +++ 1
I +++ 1
|+ |
P ++ 1

I+ 11
L1
L1
Il

|
I
I
I

I
|
|
I
|
|

TPl +1 0 +-~=+1
LTI+l T+ +++1+1++4+]
Fr+1 011+
[ T T O O
P ++1
[
LTl =]

I +++ 1

I I

| I

I
|
|
I
|

I
I
I
I
I

P+ ++]
I

I
I
I

+ 1+ 1+
I
I
I
+ 1+ +1+++11
I
I
I

+ |
+
-3
+ |
+ |



TAB.. I c.d.

1 | 2 3 |

‘uteinomonoepoksyd — —_
luteoksantyna —
myksoksantofil + ?

S
w
.
Y
o0
')

10 11

I ++
|
I
|
|

monadoksantyna
mutatoksantyna
neochrom — —
neodiadinoksantyna — —_
neodinoksantyna —_ —
neofukoksantyna a
neofukoksantyna b
neoksantyna
neoperydyna
nostoksantyna
oscilaksantyna
perydyna
pyrroksantyna
rodoksantyna
sarcinaksantyna
syfonaksantyna
syfoneina _— —
taraksantyna
trolliksantyna
2,3,3’-trojhydroksy-B-ka-
roten
wiolaksantyna
zeaksantyna
zeinoksantyna

|
+ |
I +1 11
|
|
|
I
|
|

I
I+ 1
1
I
1
1
|

I
| + |
|
[ +4++ 1
I
| +++ |

I

I

I
|+ 1 ++++ |
|+ 1 ++ -

L ++1
L
| ++ |
| ++ 1
L1
Il
I1
L1
L1l
bl

I
I
I
|
I
I

I
I
I
I
I
I

I
|
|
|
|
+ 4+ ++++ |
I
I
I

I
+ |
I
+ |
I

| + 1 +
| ++ |
|
|
| ++ |
|1
| ++ |
|
| + |
| ++ |

— z podstawnikami przy atomach wegla C-2, C-3 lub C-4,

— z podstawnikiem przy atomie wegla C-1,

— allenowe,

— acetylenowe,

— z jednym lub dwoma S5-czlonowymi pier$cieniami,

— aromatyczne,

— acykliczne.

Strukture niektérych najbardziej charakterystycznych sposréd wyzej wymie-
nionych grup karotenoidow przedstawiaja schematy 1—8 zawarte w ryc. 1.

Tworzenie si¢ karotenoidéw w organizmach ro§linnych zwigzane jest z udzia-
tem kwasu mewalonowego, ktéry jest wspolnym prekursorem wszystkich izo-
prenoidéw. Pierwszym ogniwem w biosyntezie kwasu mewalonowego (MVA)
jest acetylo-CoA. Najpierw w wyniku reakcji kondensacji z dwoéch czgsteczek
acetylo-CoA powstaje acetoacetylo CoA, z ktérego po dolaczeniu trzeciej cza-
steczki acetylo-CoA tworzy si¢ B-hydroksy-B-metyloglutarylo-CoA. Nastgpnie
w reakcji nieodwracalnej z NAD H, ulega on redukcji do kwasu mewalonowego
[43, 45].



51

TABELA II
Autorzy, ktérzy zajmowali si¢ identyfikacja karotenoidéw u glondbw
Jednostki taksonomiczne Pozycje literaturowe

Sinice (Cyanophyta) 8, 56, 57, 58, 71, 72, 73, 101, 104, 105, 107,
108, 113, 122.

Eugleniny (Euglenophyta) 18, 48, 49, 50, 71, 72, 73, 83, 98, 103, 105, 111, 112,

Tobolki (Pyrrophyta) 9, 12, 71, 72, 87, 105, 108, 120.

Ziotowiciowce (Chrysophyceae) 2, 3, 4,-63, 64, 65, 66, 67, 71, 72, 86, 87, 105,
106.

Roéznowiciowce ( Xanthophyceae) 9, 10, 52, 63, 71, 72, 93, 94, 95, 105, 106, 110,
117.

Okrzemki (Bacillariophyceae) 63, 64, 65, 171, 72, 73, 105, 106.

Zielenice (Chlorophyta) 3, 5, 8, 11, 16, 22, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34
35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 51, 52, 53, 55, 60,
61, 62, 63, 71, 72, 73, 75, 16, 77, 78, 79, 80,
81, 84, 88, 90, 92, 97, 102, 105, 109, 114, 117,
124,

Brunatnice (Phaeophyta) 22, 24, 68, 71, 72, 73, 105, 106, 118, 119.

Krasnorosty (Rhodophyta) 1, 3, 24, 71, 72, 73, 105.

Ramienice (Charales) 41, 71, 72, 105, 119.

Oprocz wyzej opisanego szlaku biosyntetycznego kwas mewalonowy moze
takze tworzyé si¢ z przemian katabolicznych leucyny [47]. Przy udziale dwéch
czasteczek ATP zostaje on przeksztalcony w pirofosforan mewalonylu. Z kolei
w wyniku dekarboksylacji i dehydratacji powstaje pirofosforan izopentenylu
o trzech grupach metylenowych, uwazany za ,biologiczng jednostke izoprenowa”.

Atomy wegla tych grup sa wlaczane do szkieletu karotenoidowego, natomiast
niektore z ich atomoéw wodoru ulegaja stereospecyficznej eliminacji na réznych
etapach biosyntezy. Zostalo to potwierdzone przy zastosowaniu jako prekursoréw
podwéjnie znakowanych weglem #C i wodorem *H stereoizomeréw kwasu mewa-
lonowego [46, 73].

Pod wplywem swoistej izomerazy z pirofosforanu izopentenylu tworzy si¢
pirofosforan «, a-dwumetyloallilu. Zwigzek ten kondensujac z pirofosforanem
izopentenylu przeksztalca si¢ w pirofosforan geranylu, z ktérego po przylaczeniu
jednej czasteczki pirofosforanu izopentenylu powstaje pirofosforan farnezylu.
Dolaczenie do tego zwiazku jeszcze jednej czasteczki pirofosforanu izopentenylu
daje pirofosforan geranylogeranylu. Jest to czasteczka dwudziestoweglowa cha-
rakterystyczna dla dwuterpenéw, z ktérej w wyniku dimeryzacji powstaje acy-
kliczny uklad czteroterpenowy charakterystyczny dla karotenoidéw [45, 47].

Tworzenie si¢ cyklicznych karotendw moze odbywa¢ si¢ z czterdziestoweglo-
wych acyklicznych prekursoréw neurosporenu lub likopenu [46].

Przebieg biosyntezy poszczegélnych prekursoréw karotenéw i ich przemian
prowadzacych do powstania « i B-karotenu przedstawia schemat 1 w ryc. 2.

Natomiast sam mechanizm cyklizacji z wprowadzonym izotopem wodoru *H
do ukladéw « i P-jonowych przedstawia schemat 2 w ryc. 2.

[ ]
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Ryc. 1. Cz. I

Mechanizm zamykania pier§cieni « i B-jononowych w acyklicznych prekurso-
rach jest najpierw inicjowany atakiem protonu przy atomie wegla C-2. W ten
spos6b wytworzony nietrwaly jon karboniowy moze utraci¢ proton przy atomie
wegla C-6 i staje sig stabilnym uktadem B-jononu, lub przy atomie wegla C-4 i staje
si¢ wtedy trwalym ukfadem «-jononu [118, 119].

Biosynteza karotenoidéw i mechanizmy jej regulacji zachodza u roflin foto-
syntetyzujacych w chloroplastach, a u glonéw w pospolicie zwanych chromato-

forach [118, 124].

Karotenoidy w obrebie samych glonéw ulegaja réznokierunkowym przemia-
nom prowadzacym gléwnie do wytworzenia tlenowych pochodnych zwyczajowo
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Ryc. 1. Cz. II
Ryc. 1. Struktura niektérych charakterystycznych karotenoidéw (wg Foppena 1971 i Weedona 1967)

nazywanych ksantofilami. Procesy utleniania karotenéw do réznorodnych form
ksantofili zachodza w chromatoforach, a takze mitochondriach, w obecnosci
enzym6w oksygenaz i prowadza do wytworzenia grup funkcyjnych hydroksy,
keto i epoksy [98, 103, 123]. Ksantofile moga ulegaé procesom uwodornienia przy
udziale enzyméw z grupy reduktaz [122]. Istotny wplyw na przebieg procesow
eksydacyjno-redukcyjnych jakim podlegaja karotenoidy wywiera $wiatto, tlen,
temperatura i obecno$é biokatalizatoréw typu oksydo-reduktaz [103, 109].
Biosynteza najbardziej utlenionych epoksydowych form karotenoidéw (np. an-
teraksantyny, fukoksantyny, wiolaksantyny) jest prawdopodobnie procesem od-
wracalnym i zachodzi z udzialem czasteczkowego tlenu i wody oraz wodoru zwig-
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Ryc. 2. Fragmenty biosyntezy niektorych typéw karotenoidéw

zanego z przeno$nikiem NADP [10, 84, 124]. Przypuszcza si¢, ze réwnolegle ze
starzeniem si¢ roslin wzrasta ilo$¢ ksantofili, a zwlaszcza ich form epoksydowych
[79, 125].

Przemiana zeaksantyny do anteraksantyny przedstawiona na schemacie 3
w ryc. 2 jest jednym z fragmentéw skomplikowanych przemian oksydo-redukcyj-
nych jakim podlegaja karotenoidy u roSlin w okresie ich zycia i rozwoju.

U glonéw wigkszo$¢ wystepujacych ksantofili stanowia pochodne f-karotenu,
za§ w mniejszoéci sg to pochodne « i y-karotenu [100].

W dotychczasowych badaniach u glonow stwierdzonc karotenoidy z nastgpu-
jacych grup: karoteny i ksantofile z podstawnikami najczgsciej przy C-3 i C-4
rzadziej przy C-2 oraz formy acetylenowe [69, 87, 116].

Natomiast u innych roélin szczegélnie bakterii, u glonéw Zyjacych w sym-
biozie z gabkami i grzybami wykazano obecno$§é karotenoidow z podstawnikami
przy C-1, z 5-cztonowym pierécieniem oraz formy allenowe, aromatyczne i acy-
kliczne [13, 14, 16, 17, 21, 25, 27, 44, 105, 116]. Formy te tworza si¢ z prekursoréw
karotenowych w wyniku reakcji oksydacji, hydrogenacji, hydratacji, metylacji,
epoksydacji, a nawet przegrupowania pinakolinowego [43, 44, 46, 47, 59, 116,
122].

Na podstawie wspotczesnych badari wiadomo, Ze rola karotenoidéw w orga-
nizmach roélinnych jest bardzo réznorodna i nie jest jeszcze w pelni wyja$niona.
Do podstawowych funkcji tych barwnikéw jest ich wspotludziat w fotosyntezie,
zwlaszcza u niektérych glonéw zyjacych w glebszych warstwach wody [44, 73,
85, 103, 121].

Odgrywaja one wazna rol¢ w fototaksji i fototropizmach, szczegélnie glonéw
zdolnych do samodzielnego poruszania si¢ [18, 41, 59].

Przypisuje si¢ im udzial w tworzeniu oraz ochronie struktury lamelli chloro-
plastéw oraz absorpcji i przenoszeniu na chlorofil energii $wietlnej [21, 26, 59,
122].

Karotenoidy chronig miedzy innymi wnetrze komoérki przed ujemnymi skut-
kami fotooksydacji [59].

Spelniajg takZe istotng role¢ w przemianach oksydoredukcyjnych zwigzanych
z przenoszeniem tlenu, wodoru i elektronéw [59, 105].

Oprécz tego karotenoidy u glonéw odgrywaja wazng role w reprodukcji,
zwlaszcza w procesie zaplodnienia gamet obdarzonych ruchem [59, 72].
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Sugeruje si¢ rowniez, Ze niektére karotenoidy sa prekursorami hormonéw
ro§linnych [122].

Ponadto karoteny, przede wszystkim izomery «, § i y oraz ksantofile ubogie
w tlen s3 u zwierzat, gtéwnie kregowcoéw prowitaminami witaminy A [28].

Podstawowa czynnocia laboratoryjna w analizie barwnikéw karotenoidowych
jest ich wlaSciwe wyodrgbnienie z materiatu roélinnego. Przed ekstrakcja konieczne
jest uprzednie zniszczenie struktury komérkowej badanego materialu przez mace-
racje [15, 19, 20, 28].

Do ekstrakcji karotenoidoéw stosuje sig¢ rozpuszczalniki organiczne przewaznie
aceton, eter naftowy, benzen, benzyng, heksan, chloroform, dwusiarczek wegla,
metanol i etanol pojedynczo lub ich mieszaniny [28, 72].

W celu otrzymania polaczen karotenoidéw wolnych od ttuszczow, biatek i weglo-
wodanéw uzyskany ekstrakt barwnikéw poddaje si¢ hydrolizie stosujac najczesciej
60 %, wodno-alkoholowy roztwér KOH, najlepiej w temperaturze pokojowej i atmo-
sferze azotu [91, 97]. Po uzyskaniu czystego ekstraktu karotenoidéw nalezy go
osuszy¢ bezwodnym Na,SO, [106].

Rozdziat barwnikéw znajdujacych si¢ w ekstrakcie mozna przeprowadzi¢ me-
todami chromatografii absorpcyjnej kolumnowej, cienkowarstwowej i bibutowej
[28, 39, 44].

W chromatografii kolumnowej jako adsorbenty stosuje si¢ najczesciej akty-
wowany tlenek glinu, tlenek magnezu, tlenek wapnia, weglan wapnia i celit [68,
100, 103]. Natomiast w chromatografii cienkowarstwowej do pokrywania plytek
uzywa si¢ przewaznie aktywowany zel krzemionkowy najlepiej zmieszany z gipsem,
tlenek i weglan magnezu oraz tlenek glinu [39, 96, 98, 100, 102].

W przypadku chromatografii bibutowej paskowej badZz krazkowej zaleca sig¢
najbardziej bibule Schleicher — Schiill nr 6 i Whatman nr 1—4 [54, 63, 100, 106].

Do rozwijania i eluowania barwnikéw na w.w. adsorbentach sluza te same
rozpuszczalniki organiczne co przy ekstrakcji, ktére mogg byé zmieszane ze soba
w odpowiedniej proporcji zaleznie od chemicznego charakteru rozdzielanych karo-
tenoidéw i stosowanych adsorbentéw [39].

Ostatnio w analizie karotenoidéw podjeto proby zastosowania chromatografii
gazowej [39, 59, 69].

Po dokonaniu rozdzialu, identyfikacji barwnikéw w poszczegélnych pasmach
badZz frakcjach dokonuje si¢ przede wszystkim oznaczajac maksima absorpcji
w $wietle widzialnym lub podczerwieni, ktore sa charakterystyczne dla poszcze-
g6lnych zwiazkéw, a nawet ich izomer6w w odpowiednich rozpuszczalnikach
organicznych [28, 39, 59, 69, 74]. Majac dostateczna ilo$¢ wykrystalizowanego
barwnika mozna oznaczy¢ jego temperatur¢ topnienia [24].

Przy chromatogramach bibutowych i cienkowarstwowych mozna wyliczy¢
wartos$ci Rf, ktore sa charakterystyczne dla poszczegdlnych barwnikow przy okre-
§lonych adsorbentach i rozwijajacych ukiadach rozpuszczalnikéw [63, 68, 72,
98, 105, 106].

Ponadto w celu ustalenia charakteru grup funkcyjnych w badanych barwni-
kach nalezy oznaczy¢ ich wspolczynniki podzialu w mieszaninie dwoch rozpu-
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szczalnikéw polarnego i niepolarnego np.: 95% metanolu w heksanie [39, 100,

W najnowszych badaniach dotyczacych identyfikacji karotenoidéw stosuje sig
spektrometri¢ masowa oraz spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR), co pozwala na precyzyjne okrelenie struktury fizyko-chemicznej bada-
nego zwiazku [39, 59, 69, 115, 116].
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