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Sposéb oczyszczania diadinoksantyny

Przedmiotem wynalazku jest procedura izolacji i oczyszczania diadinoksantyny sktadajgca
si¢ z pieciu etapdw, takich jak: hodowla okrzemek, ekstrakcja barwnikéw, frakcjonowanie
barwnikow, alkalizacja ztoza do chromatografii oraz chromatografia kolumnowa, ktérych
prowadzenie w warunkach zgodnych z wynalazkiem pozwala na uzyskanie diadinoksantyny
o wysokim stopniu czystosci.

Chromatografia kolumnowa jest najbardziej ceniong metoda preparatywna i jedyna majaca
zastosowanie przemystowe, co wiece] nie wymaga uzycia kosztowne] aparatury ani
specjalistow uprawnionych do wykonania procedury. Alternatywnie, moze by¢ stosowana
chromatografia cienkowarstwowa (TLC), jednakze jest ona jedynie metoda analityczng i nie
pozwala na uzycie przemystowe. Coraz czeScie] istnieje konieczno$¢ uzywania techniki
HPLC do pozyskania czystych preparatow, jednak skala takiej produkcji jest
nieporownywalnie mniejsza i o wiele bardziej kosztowna.

W celu obnizenia kosztéw produkcji czesto stosuje sie syntetyzowane chemicznie zamienniki
substancji naturalnych. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt, ze ich przyswajalnos¢ oraz
dziatanie biologiczne sa w znacznym stopniu ograniczone. Producenci z branzy
karotenoidowej widzg przysztos¢ w pozyskiwaniu naturalnych barwnikow z
mikroorganizmow morskich. Mozna je bowiem hodowa¢ w bioreaktorach na skale
przemystowa, a koszty izolacji moga by¢ nizsze od drogich syntez chemicznych.
Karotenoidy ciesza si¢ ogromnym zainteresowaniem na rynku medycznym, kosmetycznym 1
spozywczym. Ich wlasciwosci antyoksydacyjne, zdolnos¢ do usuwania wolnych rodnikow, a
takze zapobieganie uszkodzeniom DNA stwarzaja mozliwo$¢ wykorzystania w produktach
farmaceutycznych, suplementach diety, wysokiej jakosci kosmetykach aktywnych
biologicznie, a takze jako dodatku do zywnosci podnoszacego jej wartos¢ odzywcza. W
ostatnich latach opublikowano szereg prac dokumentujacych mozliwos¢ stosowania
technologii liposomowej enkapsulacji karotenoidéw pozwalajace] zaréwno na ochrone przed
degradacja jak 1 zwigkszenie ich przyswajalnosci.

Diadinoksantyna jest jednym z pozadanych barwnikéw karotenoidowych.

Celem wynalazku jest dostarczenie nadajacego si¢ do stosowania w skali przemystowe]
sposobu otrzymywania diadinoksantyny o stopniu czystosci >99%.

Cel ten zostal osiagniety w sposobie wedtug wynalazku scharakteryzowanym w zataczonych

zastrzezeniach patentowych.
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Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania diadinoksatyny charakteryzujacy sie tym,
ze: a) prowadzi si¢ hodowle okrzemek, zwlaszcza gatunku Phaeodactylum tricornutum, przy
intensywnosci $wiatta 100 uE m™s™ i fotoperiodzie $wiatto/ciemnos¢ wynoszacym 16h/8h,
korzystnie do uzyskania hodowli o gestosci 2:10° komorek/ml, a nastepnie przenosi sie
hodowle do ciemnosci na 15-20 h, oraz oddziela si¢ komorki okrzemek,

b) z uzyskanych komérek prowadzi sie ekstrakcje barwnikéw w mieszaninie ekstrakcyjnej
sktadajacej si¢ ze sktadnika A 1 sktadnika B w stosunku objetosciowym 9:1, przy czym jako
sktadnik A stosuje si¢ mieszaning metanolu z 0,2 M octanem amonu w proporcjach
objetosciowych 9:1, natomiast jako sktadnik B stosuje sie octan etylu, przy czym mieszaning
ekstrakcyjna stosuje sie w ilosci 10 ml na 210° komorek, a nastepnie odwirowuje sie i
oddziela si¢ uzyskany nadsacz,

c) wykonuje si¢ wstepne oczyszczanie poprzez frakcjonowanie barwnikoéw zawartych w
nadsgczu uzyskanym w etapie b), przy czym frakcjonowanie prowadzi si¢ w mieszaninie
sktadajace) si¢ ze sktadnika A, skladnika B oraz sktadnika C w stosunku objetosciowym
4:1:2, przy czym jako sktadnik A stosuje si¢ mieszaning heksanu z eterem dietylowym w
proporcjach objetosciowych 1:1, jako sktadnik B stosuje sie benzyne ekstrakcyjna, a jako
sktadnik C stosuje si¢ wode, przy czym jako frakcje zawierajaca karotenoidy zbiera sie
frakcje o mniejszej gestosci,

d) przygotowuje si¢ kolumne chromatograficzna, przy czym jako zloze chromatograficzne
stosuje si¢ ztoze krzemionkowe o pH=9, alkalizowane w szczego6lnosci wodoroweglanem
sodu, zrbwnowazone nastepnie mieszaning sktadajaca sie z heksanu i acetonu w proporcjach
objetosciowych 90:10,

e) prowadzi si¢ rozdzial mieszaniny barwnikéw uzyskanej w etapie c¢) na kolumnie uzyskanej
w etapie d), przy czym mieszanine barwnikow uzyskana z 2:10° komérek nanosi sie na 20 g
ztoza, przy czym mieszaning barwnikéw rozpuszcza sie¢ w mieszaninie sktadajace) sie z
heksanu i acetonu w proporcjach objetosciowych 90:10, a nastepnie prowadzi si¢ elucje
mieszaning sktadajaca si¢ z heksanu i acetonu w proporcjach objetosciowych od 90:10 do
70:30, przy czym jako frakcje zawierajaca diadinoksantyne zbiera si¢ czwartg frakcje
barwnikéw schodzacg z kolumny, korzystnie ulegajaca elucji przy zastosowaniu mieszaniny
heksan:aceton w proporcjach objetosciowych 70:30.

Korzystnie, etap a) prowadzi si¢ w temperaturze od 15 do 20°C, korzystnie 15°C.
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Korzystnie, w etapie a) komdrki okrzemek oddziela si¢ poprzez wirowanie przy 5500xg w
temp. 4°C przez 5 min.

Korzystnie, nadsacz uzyskany w etapie b) zageszcza sie poprzez odparowanie w atmosferze
beztlenowej, zwlaszcza atmosferze azotu. Mozna tez stosowac inne metody odparowywania,
istotne jest jedynie unikniecie obecnosci tlenu.

Korzystnie, frakcje zawierajaca karotenoidy uzyskana w etapie ¢) dodatkowo przemywa sie
woda destylowang.

Korzystnie, frakcjonowanie w etapie c) powtarza si¢ kilkukrotnie, a uzyskana frakcje
zawierajaca karotenoidy zageszcza si¢ poprzez odparowanie w atmosferze beztlenowe,
zwlaszcza atmosferze azotu. Mozna tez stosowac inne metody odparowywania, istotne jest
jedynie uniknigcie obecnosci tlenu.

Korzystnie, w etapie d) stosuje si¢ ztoze krzemionkowe o masie 60 g/mol, rozmiarze czastek
0.040-0.063 mm, usieciowaniu 230-400.

Korzystnie, w etapie e) elucje mieszaning sktadajaca si¢ z heksanu 1 acetonu w proporcjach
objetosciowych 90:10 prowadzi si¢ do momentu zebrania pierwszej frakcji schodzacej z
kolumny.

Korzystnie, w etapie e) elucje mieszaning sktadajaca si¢ z heksanu 1 acetonu w proporcjach
objetosciowych 80:20 prowadzi sie¢ od momentu zejscia z kolumny pierwszej frakcji do
momentu zebrania drugiej oraz trzeciej frakcji schodzacej z kolumny.

Korzystnie, w etapie e) elucje mieszaning sktadajaca si¢ z heksanu 1 acetonu w proporcjach
objetosciowych 70:30 prowadzi sie¢ od momentu zej$cia z kolumny trzeciej frakeji do
momentu zebrania czwarte) frakcji schodzacej z kolumny.

Korzystnie, w etapie e) elucje acetonem prowadzi si¢ od momentu zej$cia z kolumny
czwarte] frakcji do momentu zebrania piatej frakcji schodzacej z kolumny 1 oczyszczenia
ztoza.

Korzystnie, uzyskang w etapie e) frakcje zawierajaca oczyszczong diadinoksantyne
odparowuje sie w atmosferze azotu i przechowuje w temperaturze -80°C chronigc przed
Swiatlem.

Sposéb wedtug wynalazku pozwala na uzyskanie okoto 50 pg diadinoksantyny o stopniu
czystosci >99% z 2x10° komorek okrzemek w czasie 22 godzin.

Opisana procedura izolacji i oczyszczania diadinoksantyny jest jak dotad jedyna pozwalajaca
na pozyskanie barwnika o bardzo wysokim stopniu czystosci (>99%), mozliwag do

przeprowadzenia w skali przemystowej. Ogromnym jej atutem jest niski koszt produkeji i



PK/3091/RW 4

krétki czas realizacji. Poczawszy od wirowania hodowli okrzemek do uzyskania czystego
barwnika czas przeprowadzenia procedury wynosi okoto 22 godziny.

Dla lepszego wyjasnienia istoty wynalazku niniejszy opis zostal uzupetniony nastepujacymi
rysunkami:

Ryc. 1: Przyktadowy chromatogram HPLC ekstraktu barwnikéw z okrzemek hodowanych
stale w $wietle bialym o intensywnosci 1250 pE m™s”. Hodowle testowano przez 7 dni.
Zawartos¢ diadinoksantyny (pik o czasie retencji 10.420 min.) w tych warunkach wynosita
okoto 15% jednak kazdorazowo stwierdzono obecno$¢ zarowno izomeru diadinoksantyny
(widoczny jako prawostronna asymetria piku o czasie retencji 10.420 min.) jak 1 barwnikow
cyklu wiolaksantynowego (piki o czasach retencji 9.366, 11.155 oraz 12.782 min).

Ryc. 2. Przykladowy chromatogram HPLC ekstraktu barwnikéw z okrzemek hodowanych w
swietle bialym o intensywnosci 700 uE m™s™ w fotoperiodzie 6/18 h (dzien/noc). Hodowle
testowano przez 7 dni. Zawarto$¢ diadinoksantyny (pik o czasie retencji 10.224 min.) w tych
warunkach wynosita okoto 18% jednak kazdorazowo stwierdzono obecnos¢ izomeru
diadinoksantyny (widoczny jako prawostronna asymetria piku o czasie retencji 10.224 min.).
Ryc.3. Przyktadowy chromatogram HPLC ekstraktu barwnikéw z okrzemek hodowanych w

swietle bialym o intensywnosci 100 pE m™s”

w fotoperiodzie 16/8 h (dzief/noc) i
przeniesionych do ciemnosci na 15 h. Zawartos¢ diadinoksantyny (pik o czasie retencji
10.095 min.) w tych warunkach wynosita okoto 8%, przy czym nie stwierdzono obecnosci
ani izomeru diadinoksantyny ani barwnikéw cyklu wiolaksantynowego.

Ryc.4. Etapy frakcjonowania barwnikow: (A) zmydlony ekstrakt barwnikéw po dodaniu
mieszaniny heksan:eter dietylowy (1:1 obj./obj.) — brak rozdziatu frakcji; (B) zmydlony
ekstrakt barwnikéw po dodaniu mieszaniny heksan:eter dietylowy (1:1 obj./obj.) oraz
benzyny ekstrakcyjnej — niewyrazny rozdzial frakcji; (C) zmydlony ekstrakt barwnikow po
dodaniu mieszaniny heksan:eter dietylowy (1:1 obj./obj.), benzyny ekstrakcyjnej oraz wody —
bardzo wyrazny rozdziat frakcji; (D) zebrane frakcje karotenoidowe po procesie rozdzielania
frakcji — widoczna metnos¢ roztworu; (E) przemywanie frakeji karotenoidowej wodg w celu
usuniecia polarnych zwiazkéw nie majacych charakteru barwnikowego; (F) frakcja
karotenoidowa po drugim przemywaniu woda — klarowny roztwor; biaty kolor na zdjeciach
odpowiada zottej frakcji karotenoidowej zas ciemny odcien na zdjeciach A, B, C odpowiada
zielonej frakcji chlorofilowej.

Ryc.5: Przyktadowy chromatogram (po lewej) analizy HPLC-DAD wraz z widmem absorpcji

(po prawej) potwierdzajacy czysto$¢ uzyskanego preparatu.
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Przyktad 1. Hodowla okrzemek.

Hodowle P. tricornutum prowadzi si¢ w warunkach sterylnych, w pozywce 1/2-Si (Guillard,
1975) przygotowanej z wody morskiej wzbogacone] o substancje nieorganiczne oraz
witaminy [Tabela. 1]. Hodowla prowadzona byla w komorze hodowlane] w temperaturze
15°C w $wietle bialym o intensywnosci 100 pE m™s' w fotoperiodzie 16/8h
(swiatto/ciemnos¢). Podczas logarytmicznej fazy wzrostu doprowadzono 1 litr hodowli do
gestosci 2'10° komorek/ml. Nastepnie przenoszono hodowle do ciemnosci na 15-20 h.

Tabela 1. Sktadniki pozywki £/2-Si do hodowli Phaeodactylum tricornutum (Guillard, 1975).

Sktadnik pozywki Stezenie w roztworze Stezenie w pozywce
wyjsciowym
Sol morska* - 1.6%
NaNO; - 0.882 mM
NaH,PO042H,0 - 0.036 mM
Witaminy:
Cyjanokobalamina 0.3 uM 0.3 nM
Chlorowodorek tiaminy 296.4 uM 296.4 nM
Biotyna 2.0uM 2.0nM
Mikroelementy:
Na,EDTA 12.372 mM 12372 uyM
FeCl;-6H,0 11.654 mM 11.654 uyM
CuSO4'5H,0 0.040 mM 0.040 uM
ZnS047H,0 0.077 mM 0.077 uyM
CoCl,'6H,0 0.042 mM 0.042 uM
MnCl,-4H,0 0.910 mM 0.910 uyM
Na,Mo04:2H,0 0.024 mM 0.024 uM

*Zastosowano s6l morska Tropic Marin BIO-ACTIF SEA SALT

Wykorzystana pozywka /2 jest standardowym medium do hodowli glonéw morskich.
Jednym z jej skladnikéw jest krzemian sodu niezbedny w hodowli wigkszosci okrzemek.
Jednak Phaeodactylum tricornutum jest gatunkiem nie wymagajacym obecnosci krzemu,
ktory ponadto utrudnia ekstrakcje barwnikdéw, przez co nalezatoby dodatkowo
homogenizowa¢ komodrki mechanicznie. W przykladowej realizacji, Phaeodactylum
tricornutum hodowano bez uzycia krzemianu sodu. Objetos¢ ptynnej hodowli nie powinna

przekracza¢ potowy objetosci naczynia, gdyz pogorszenie warunkow tlenowych ostabia
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tempo wzrostu komorek. W celu uzyskania kazdorazowo tej samej ilosci materialu do
izolacji o pozadanym sktadzie barwnikowym okrzemki powinny znajdowaé si¢ w
logarytmicznej fazie wzrostu przy zachowaniu gestosci nie wiekszej niz 2:10° komoérek/ml.
Przeszczepianie okrzemek do nowej pozywki co 3-4 dni gwarantuje ich wysoka zywotnosc.
Jako najbardziej wiarygodna metode oceny jakosci hodowli nalezatoby uzna¢ mikroskopowe
zliczanie komoérek. W korzystnej realizacji moga by¢ stosowane warunki temperaturowe w
zakresie 15-20°C. Warunki $wietlne maja kluczowe znaczenie dla procesu, ktorego celem
jest uzyskanie komoérek o mozliwie najwigksze] zawartosci diadinoksantyny przy
jednoczesnym ograniczeniu obecnosci barwnikow i izomerdw uniemozliwiajacych uzyskanie
czystego preparatu. Stres S$wietlny indukuje wzrost zawartosci barwnikow cyklu
diadinoksantynowego, w tym diadinoksantyny. W zwiazku z tym testowano naswietlanie
komorek zaréwno s$wiattem o duzej intensywnosci (1250 uE m?s’) jak i o nizszej
intensywnosci (700 pE m™s™), po czym przenoszono do ciemnosci celem konwersji
diatoksantyny do diadinoksantyny. Rezultatem tych eksperymentow byto znaczne
zwigkszenie zawartosci diadinoksantyny w komoérkach jednak réwnoczesnie stwierdzono
obecno$¢ dodatkowych barwnikéw oraz izomerow [Ryc.1, 2], ktére uniemozliwiaja
pozyskanie czystego preparatu. W zwiazku z tym wybrane warunki hodowli, tj. Swiatto o
intensywnosci 100 pE m™s”' w fotoperiodzie 16/8h (dzien/noc) umozliwiaja nieznaczne
podwyzszenie zawartosci diadinoksantyny wzgledem warunkéw typowych (okoto 40 pE m”
*s!) jednak nie powoduja powstawania niepozadanych barwnikéw i izomeréw [Ryc. 3], co
daje gwarancje¢ uzyskania czystego preparatu.

Przyktad 2. Ekstrakcja barwnikow

Wirowano 1 L hodowli okrzemek przy 5500xg w temp. 4°C przez 5 min. Zawieszano osad w
20 ml buforu PBS o pH=7 i ponowne wirowano przy takich samych parametrach. Uzyskany
osad zamrazano w cieklym azocie. Ekstrakcje barwnikow wykonywano poprzez dodanie
mieszaniny ekstrakcyjnej A:B (9:1 obj./obj.); A: metanol z dodatkiem 0.2 M octanu amonu
(9:1 obj./obj.), B: octan etylu, do osadu w proporcji 10 ml mieszaniny do 2:10° komorek.
Intensywnie wytrzagsano 2 x 10 s, a nastepnie wirowano przy 14000xg w temp. 4°C przez 4
min. Zbierano nadsacz i odparowywano w atmosferze azotu.

Dla uzyskania pozadanego efektu istotne jest dobranie odpowiedniej objetosci mieszaniny
ekstrakcyjnej do liczby komorek poniewaz wptywa to na wydajnos¢ procesu ekstrakcii.
Zmniejszenie objetosci mieszaniny wzgledem liczby komorek skutkuje zmniejszeniem ilosci

pozyskanych barwnikéw, w tym diadinoksantyny. Zwigkszenie tej objetosci nie zwigksza
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wydajnosci ekstrakcji, a jedynie podnosi koszt procesu 1 wydluza czas odparowywania
sktadnikow mieszaniny. Rodzaj mieszaniny ekstrakcyjnej ma bardzo istotny wplyw na
efektywnos¢ procesu. Abele 1 wsp. (2012) wykazali, ze taka wlasnie mieszanina, w
przeciwienstwie do acetonu czy metanolu, pozwala na wydajng ekstrakcje ksantofili i
ograniczong ekstrakcje chlorofili i B-karotenu, co jest pozadanym efektem. Dodatkowo
obecno$¢ jondéw amonowych przeciwdziata izomeryzacji. Podczas prowadzenia testow
sposobu ekstrakcji barwnikoéw wykazano, ze dodatkowa homogenizacja komorek za pomoca
szklanych kulek nie zwigksza wydajnosci procesu. Ponowna ekstrakcja barwnikow z osadu
powstatego po pierwsze] ekstrakcji réwniez nie skutkuje zwigkszeniem wydajnosci tego
etapu.

Przyktad 3. Frakcjonowanie barwnikow.

Prowadzi si¢ reakcje zmydlania poprzez rozpuszczenie osadu uzyskanego w przyktadzie 2 w
35 ml 95% etanolu, dodanie 3,5 ml 60% KOH, delikatne mieszanie przez dobe w
temperaturze 4°C. Nastepnie rozdziela si¢ frakcje chlorofilows od karotenoidowej poprzez:

1) dodanie do mieszaniny barwnikow stopniowo: 40 ml mieszaniny heksan:eter dietylowy
(1:1 obj./obj.), 10 ml benzyny ekstrakcyjnej oraz 20 ml wody destylowanej; delikatne
wymieszanie sktadnikow i1 pozostawienie do rozdzielenia si¢ faz; zebranie gornej frakcji
karotenoidowej;

2) do pozostatej frakcji chlorofilowej dodanie 10 ml mieszaniny heksan:eter dietylowy (1:1
obj./obj.), 2,5 ml benzyny ekstrakcyjnej i 5 ml wody destylowanej; ponowne wymieszanie
sktadnikow i pozostawienie do rozdzielenia si¢ faz; zebranie frakcji karotenoidowej;

3) powtorzenie etapu oznaczonego ,,2)” w celu zwigkszenia wydajnosci procedury.

W  korzystnej realizacji wykonuje si¢ dodatkowe przemywanie uzyskanej frakcji
karotenoidowej. W tym celu do zebranych i potaczonych ze sobg frakeji karotenoidowych
dodaje si¢ wody destylowanej w proporcji 1:1 obj./obj.; intensywnie miesza, odstawia si¢ do
rozdzielenia faz i zbiera si¢ gbérng frakcje karotenoidowa. Przemywanie wykonywano
dwukrotnie. Nastepnie odparowywano mieszanine barwnikéw w atmosferze azotu.

Reakcja zmydlania jest stosowana w procedurze izolacji barwnikow fotosyntetycznych w
celu usunigcia zwiazkéw o charakterze lipidowym. Frakcjonowanie barwnikéw zmydlonego
ekstraktu pozwala na usuniecie chlorofili stanowiacych ponad 30% barwnikéw zawartych w
mieszaninie. Dla wlasciwego przeprowadzenia frakcjonowania barwnikéw istotny jest dobor
odpowiednich rozpuszczalnikéw organicznych 1 ich zastosowanie w odpowiednich
proporcjach tak, aby wuzyska¢ frakcje (gorng) =zawierajaca jak najwieksza 1los¢

diadinoksantyny z rownoczesnym wyeliminowaniem obecnosci powstatych w wyniku
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zastosowania KOH mydet. Uzywana do frakcjonowania barwnikéw fotosyntetycznych roslin
wyzszych 1 glonow mieszanina heksan: eter dietylowy (1:1 obj./obj.), w przypadku izolacji
diadinoksantyny nie prowadzi do rozdzialu faz [Ryc. 4A]. Dodatek benzyny prowadzi do
czesciowego rozdziatu faz jednak ich granica jest stabo widoczna [Ryc. 4B]. Dopiero dodanie
wody jako czwartego sktadnika pozwala uzyska¢ dwie dobrze rozdzielone frakcje [Ryc. 4C],
przy czym diadinoksantyna preferencyjnie rozpuszcza si¢ w fazie gornej. Ponowne,
dwukrotne przemycie frakcji dolnej poprzez dodanie 10 ml mieszaniny heksan:eter dietylowy
(1:1 obj./obj.), 2,5 ml benzyny ekstrakcyjnej i 5 ml wody destylowanej pozwala efektywnie
przeprowadzi¢ cala dostepng pule diadinoksantyny do frakcji gornej. Zwiekszenie liczby
powtorzen wptywa niekorzystnie na proces poniewaz nie zwigksza ilosci diadinoksantyny ale
powoduje wzrost zawarto$ci fukoksantyny w uzyskanej frakcji karotenoidowej.
Przeprowadzenie frakcjonowania barwnikoéw jest istotne dla dalszego oczyszczania,
poniewaz pozwala na usunigcie chlorofili, a takze znacznej ilosci fukoksantyny. Pominiecie
tego etapu uniemozliwia uzyskanie czystej diadinoksantyny.

Przyktad 4. Przygotowanie kolumny chromatograficznej.

Ztoze krzemionkowe (Merck, Silica gel 60 (0.040-0.063 mm)) zalkalizowano zgodnie z
procedura znang z Nagy 1 wsp., 2009. W tym celu 200 g ztoza dodano do 2 L nasyconego
roztworu wodoroweglanu sodu i1 mieszano przez 2 h w temperaturze pokojowej. Filtracje
ztoza przeprowadzono na bibule filtracyjnej w lejku Buchnera za pomocg pompy prozniowe.
Po przesaczeniu roztworu weglanu sodu ztoze przemywano dodajac stopniowo 2 L wody
destylowanej, a nastgpnie 500 ml acetonu. Ztoze osuszano pod dygestorium przez 24 h.
Uzyskane w ten sposoéb ztoze (20 g) natozono w mieszaninie heksan:aceton (90:10 obj./obj.)
na kolumne szklang o srednicy 2 ¢cm 1 dlugosci co najmniej 30 cm.

Stosowanie alkalicznego zloza uniemozliwia powstawanie izomeru cis podczas
chromatografii, nie daje to jednak gwarancji efektywnego rozdzialu. Aby wuzyskac
diadinoksantyng o czystosci >99% nalezy przestrzega¢ warunkow rozdziatu opisanych
ponizej. Istotnym elementem efektywnej chromatografii jest réwniez proporcja barwnikow
do ztoza, tzn. karotenoidowa cze$é ekstraktu z 2:10” komorek powinna by¢ natozona na 20 g
ztoza krzemionkowego. Zmniejszenie ilosci ztoza spowoduje przetadowanie kolumny co
skutkuje tym, ze efektywne rozdzielenie barwnikéw nie jest mozliwe, zas zwiekszenie nie
jest ekonomiczne - nie poprawia efektywnosci rozdziatu a co wiece] wydluza jego czas
trwania. Srednica kolumny znaczaco wplywa na proces rozdziatu, w szczegdlnosci jej

zwigkszenie powoduje, ze odleglosci miedzy poszczegdlnymi frakcjami sg mniejsze, co
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zdecydowanie utrudni ich rozdzielenie. W zwiagzku z tym proporcja pomiedzy dtugoscia, a
srednicg kolumny powinna by¢ zachowana.

Przyktad 5. Rozdziat chromatograficzny.

Na kolumnie przygotowanej w przyktadzie 4 prowadzi si¢ chromatografie kolumnowa. W
tym celu wykonuje sie:

1) rozpuszczenie osadu barwnikéw w 3 ml mieszaniny heksan:aceton (90:10 obj./obj.) i
natozenie go na kolumneg;

2) elucje mieszaning heksan:aceton (90:10 obj./obj.) do zebrania pierwszej frakcji,

3) elucje mieszaning heksan:aceton (80:20 obj./obj.) 1 zebranie drugiej frakeji,

4) elucje mieszaning heksan:aceton (80:20 obj./obj.) 1 zebranie trzeciej frakcji,

5) elucje mieszaning heksan:aceton (70:30 obj./obj.) 1 zebranie czwartej frakcji, ktora jest
diadinoksantyna,

6) elucje acetonem w celu zebrania pigtej frakcji 1 oczyszczenia kolumny w celu ponownego
jej uzycia.

Etapy 5 1 6 mozna poming¢ stosujac kazdorazowo kolumne chromatograficzna wypetniona
nowym ztozem.

Opisany sposob pozwala na uzyskanie okoto 50 pg diadinoksantyny o stopniu czystosci
>99% z 2x10° komorek okrzemek w czasie 22 godzin.

Odpowiednie przeprowadzenie rozdzialu chromatograficznego jest podstawa uzyskania
oczyszczonej diadinoksantyny. Rozpuszczenie osadu barwnikow w 3 ml mieszaniny
heksan:aceton (90:10 obj./obj.) jest optymalne by wszystkie sktadniki wniknety w ztoze w
podobnym czasie. Testy z uzyciem innych eluentow wykazaty ich znaczacy wplyw na proces
rozdzialu. Zastosowanie wytacznie dwoch eluentow tj. heksan:aceton (90:10 obj./obj., 60:40
obj./obj.) skutkuje uzyskaniem tylko dwodch frakeji: P-karotenu oraz mieszaniny
diadinoksantyny 1 diatoksantyny. Proba rozdziatu diatoksantyny i diadinoksantyny przy
uzyciu innych dwoéch eluentéw tj. B:C (35:65 obj./obj.) oraz B:C (29:71 obj./obj.); B: 90%
acetonitryl 10% woda, C: octan etylu, rowniez nie pozwolita na uzyskanie czyste]
diadinoksantyny. W zwigzku z tym zastosowanie eluentow w podany sposob jest kluczowym
elementem procedury. Proporcje pierwszego solwentu, tj. heksan:aceton (90:10 obj./obj.)
pozwalaja na wymywanie -karotenu oraz rozpoczecie migracji drugiej frakcji, ktora stanowi
niezidentyfikowany zwiazek z grupy karotenoidow przy jednoczesnym zatrzymaniu migracji
pozostatych barwnikéw. Zmiana proporcji mieszaniny na 80:20 powoduje catkowite
wymycie frakcji drugiej oraz rozpoczecie migracji frakcji trzeciej, ktorag jest diatoksantyna.

Mimo jej obecnosci w §ladowych iloSciach, prazek jest zauwazalny 1 mozna zaobserwowac
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jego elucje. Rownoczesnie nastepuje powolna migracja frakeji czwartej, ktérg jest
diadinoksantyna. Po wusunigciu diatoksantyny z kolumny nalezy zmieni¢ proporcje
mieszaniny na 70:30 obj./obj. 1 prowadzi¢ elucje wiasciwego barwnika, czyli
diadinoksantyny. Bardzo wazne jest, by zmiany proporcji mieszaniny nie stosowaé przed
catkowitym wyptynigciem diatoksantyny z kolumny, gdyz uniemozliwi to rozdzielenie tych
barwnikéw. Po zebraniu diadinoksantyny mozna prowadzi¢ dalsza elucje acetonem, co
powoduje usuniecie pozostatych barwnikow, w tym fukoksantyny, a tym samym umozliwia
ponowne uzycie ztoza. Ta mozliwos¢ znaczaco podnosi ekonomike procesu.

Przyktad 6. Przechowywanie diadinoksantyny.

Uzyskang w przyktadzie 5 frakcje zawierajaca oczyszczong diadinoksantyne [Ryc. 5.] nalezy
odparowa¢ w atmosferze azotu i przechowywa¢ w szczelnym opakowaniu w temperaturze
-80°C chronigc przed swiattem. Podwyzszona temperatura, dostepnosc tlenu oraz Swiatla
powoduja rozktad barwnika, co wynika z jego wtasciwosci fizykochemicznych, analogicznie
jak to ma miejsce w przypadku innych zwigzkow karotenoidowych. Kilkukrotne rozmrazanie
produktu nie powodowato zadnych zmian. Jak dotad pierwszy uzyskany preparat ma 10

miesigcy 1 nie stwierdzono jego rozktadu.



