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Pigments liposolubles: separacio i analisi

L4

Introduccio

Els carotenoides i les clorofil-les son pigments liposolubles amb propietats especials que
reflecteixen les seves estructures quimiques. Una d’aquestes propietats que fins i tot po-
dem apreciar macroscopicament és el color. El tret estructural més caracteristic responsa-
ble del color observat en carotenoides i clorofil-les és el sistema que presenten de dobles
enllagos conjugats. Els electrons d’aquest sistema d’enllagos sén els responsables de la
capacitat de la molécula per absorbir llum en la banda del visible o, en alguns casos, en la
regi6 de la radiacié ultraviolada (UV). L’espectre d’absorci6 en 1'UV-visible s’utilitza com
a primer criteri d’identificacid tot i que existeixen altres tecniques que proporcionen in-
formacio6 de caracter estructural més detallada i que son utilitzades per a la caracteritza-
cid estructural completa, com ara l'espectrometria de masses. L’absorcié intensa de la
llum en aquestes molécules també proporciona la base per a la seva determinaci6é quanti-
tativa. En mostres d’origen natural, la mesura de l'espectre d’absorci6 en un extracte de la
mostra realitzat amb un dissolvent organic correspon a la suma dels espectres d’absorcid
de tots els pigments presents en la mostra. Per coneixer 1'espectre de cadascun d’ells per
separat és necessari utilitzar tecniques cromatografiques que permeten la separacio fisica
dels pigments de I'extracte.

El principi teoric en que es basen les tecniques cromatografiques es troba descrit en di-
verses obres monografiques (p.e. Miller, 1988). Es tracta d'un procés de separacié que es
basa en la utilitzacié de dos fases, una d’estacionaria i una de mobil. La barreja de com-
postos que es vol separar s’introdueix en la fase mobil (pot ser un gas o un liquid) i és ar-
rossegada a través del sistema. A mesura que la fase mobil passa per sobre o a través la
fase estacionaria, cada component de la barreja assoleix un equilibri de distribucié entre
les dues fases, i aix0 es tradueix en unes taxes de migracié diferencial a través del siste-
ma. Les tecniques cromatografiques es classifiquen segons la naturalesa de les dos fases o
bé segons el disseny i configuraci6 del sistema experimental. Els pigments sén molecules
termicament poc estables i per aquest motiu és més adequat utilitzar una fase mobil li-
quida. La cromatografia liquida (LC), en les seves diferents formes, proporciona el meto-
de de separacié més important en carotenoides. La separacio es pot assolir en un sistema
planar, com passa en la cromatografia de capa fina (TLC) i en la cromatografia sobre pa-
per (PC), o en una columna, com en la cromatografia de columna oberta (CC) o la croma-
tografia liquida d’alta resolucié (HPLC).
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La téecnica de ’HPLC: fonament teoric 1
instrumentacio

La técnica de 'HPLC consisteix en injectar al sistema cromatografic una petita quantitat
d’un extracte filtrat que conté els pigments que volem separar i quantificar i fer-lo circu-
lar a través d’una columna reblerta amb un material pords (fase estacionaria). La forca
d’elucio per arrossegar la mostra dins la columna cromatografica la proporciona una bar-
reja de dissolvents organics que constitueix la fase mobil i que circula empesa per un sis-
tema de bombeig. Els dissolvents entren al sistema per dos o tres canals diferents (per e-
xemple A i B en I'esquema, Figura 1.1) i es barregen en diferents proporcions seguint el
gradient programat previament en 'aparell. Els dissolvents més tipicament utilitzats in-
clouen metanol (amb un index de polaritat de 6.6), acetona (5.4), acetonitril (6.2) i aigua
(9) i poden estar o no modificats amb determinats reactius de parell ionic com l’acetat
d’amoni, I'acetat de tertbutilamoni, o altres agents com ara ’etil acetat (amb index de po-
laritat de 4.3) o la piridina. En 'HPLC de fase reversa (RP-HPLC), es combina una fase
estacionaria no polar (com ara octil C8 o bé octildecil C18) amb una fase mobil polar.

El principi de la separacié cromatografica es basa en l’afinitat que presenten les subs-
tancies que volem separar, els pigments en aquest cas, per la fase estacionaria no polar
per on les fem passar i de la seva solubilitat en la fase mobil. La mostra una vegada injec-
tada s’introdueix a la columna mitjangant la combinaci6 de dissolvents més polar. Donat
que els pigments més polars es veuen més fortament atrets pels dissolvents polars que no
per la fase estacionaria no polar, aquests pigments més polars circulen per la columna
cromatografica més rapidament i soén els primers en sortir d’ella i entrar al detector de
UV-visible que en mesura 1'espectre i I'absorbancia. Per contra, els pigments no polars es
veuen més atrets per la fase estacionaria i no es redisoldran en la fase mobil fins que la
polaritat d’aquesta disminueixi, el que s’aconsegueix alterant-ne la composicio de dissol-
vents que entren pels diferents canals.

Instrumentacio

Un sistema cromatografic com el de la figura 1.1 esta constituit per: (i) un sistema de
bombeig; (i) un d’injeccio; (iii) una columna cromatografica; (iv) un detector; i (v) un sis-
tema d’adquisicié de dades i control dels aparells.

(i) Sistema de bombeig

En el sistema que s’ha utilitzat al llarg d’aquest treball, el subministrament d’eluent es re-
alitzava mitjancant un sistema de gradients quaternaris Waters 600E constituit per una
bomba de doble pistd i una valvula quaternaria programable que realitzava la barreja
d’eluents que constitueixen la fase mobil. La barreja es produia a baixa pressié abans
d’entrar a la bomba. La pressi6 de treball variava en funcié del flux de fase mobil i de les
caracteristiques de la columna cromatografica utilitzada.
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Els dissolvents utilitzats eren de qualitat HPLC gradient i eren desgasats continuament
amb heli (25 mL min') durant l’analisi per evitar la formacié de bombolles de gas dins la
bomba causades per la barreja de dissolvents, o en el detector, on la pressié cau fins asso-
lir I'atmosferica. L’aigua utilitzada en la fase mobil es destil-lava i desionitzava mitjancant
un sistema Milli-Q de Millipore.

I e :
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heli bomba injector columna detector ———— = -

o7

/T

Control dels aparells i
adquisici6 de dades.

[

Figura 1.1. Esquema del sistema cromatografic. Les linies continues son les connexions per on cir-
cula la fase mobil amb la mostra, les discontinues corresponen a connexions electriques que perme-
ten controlar els aparells i adquirir les dades.

(ii) Sistema d’injeccid

La injeccié de la mostra tenia lloc dins un injector automatic Waters 717 que disposava
d’un carro on se situaven els vials que contenien cada extracte. Un sistema de refrigeracio
permetia mantenir les mostres a 4°C mentre esperaven el torn per ser injectades.
L’injector disposava d’una xeringa que omplia un loop de 200 uL i després el dispensava
en funcié del volum de mostra que havia estat programat de subministrar (normalment
entre 20-100 uL).

(iii) Columnes cromatogrdfiques

Una fase estacionaria C18, consisteix en particules de silice a les que s’uneixen covalent-
ment cadenes de 18 carbonis. La major part dels metodes en RP-HPLC utilitzen recobri-
ments monomerics de C18, aixo vol dir que la superficie de silice queda recoberta per una
sola capa de C18 (p.e. Nova-Pak C18, Taula 1.1). El recobriment pero deixa alguns grups
silanol que queden lliures mantenint les interaccions polars i interferint en la reproduibi-
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litat de la columna. Les columnes més generiques pel que fa a ventall d’aplicacions pre-
senten aquests grups silanol desactivats per un procés anomenat end-capping (p.e. la No-
va-Pak).

Taula 1.1. Caracteristiques de les columnes utilitzades.

Particules
Columna Mida Mida Forma Qde Superficie % End- Classificaci6
(mm)  (um) porus A) (m2.g") Carrega capped
de C
Nova-Pak 150x3.9 4 esferica 60 120 7 si Monomerica
(Waters) C18
YMC30? 250x4.6 5 esferica 200 200 19.41 no Polimerica
(YMCO) C30
Spherisorb-ODS1 ~ 250x4.6 5 esferica 80 200 6.2 no Intermedia
(Waters) C18

Is’utilitzava una precolumna amb la mateixa fase estacionaria

Altres parametres importants de la columna sén la mida i la forma de les particules
que constitueixen la fase estacionaria, que poden ser esferiques o irregulars, el diametre
de porus i la superficie de cobertura. Els avantatges d’utilitzar una mida de particula pe-
tita (<4 um) son que s’augmenta l'eficiencia i es pot disminuir el consum de dissolvent, ja
que una separacié comparable pot ser obtinguda utilitzant una columna més curta. Pero
també comporta desavantatges, com ara una baixa vida de la columna ja que s’obtura
amb més facilitat i aix0 pot provocar pujades de pressié importants que augmenten el
desgast de les bombes. Aquests desavantatges es poden reduir filtrant totes les mostres
abans de ser injectades i utilitzant precolumnes situades entre I'injector i la columna.

Una altra caracteristica és la forma de les particules que rebleixen la columna, la forma
esferica permet uniformitzar la mida de la particula i aix0 fa augmentar la reproduibilitat.
Els efectes del diametre de porus i la superficie de cobertura en la separacié de carotenoi-
des no estan ben documentats. S’acostumen a utilitzar superficies de cobertura altes ja
que n’augmenten la retencid. La manera d’augmentar la carrega de carboni és augmen-
tant la superficie de la base de silice mitjangant particules de diametre de porus petit. Es
convenient pero, trobar un optim adequat al tipus de molecula que volem separar ja que
si el porus és massa petit pot passar que la molecula no hi pugui entrar per interaccionar
amb la fase C18 de dins els porus.

(iv) Detector

El detector que es va utilitzar era un Waters 996 PDA (Photodiode Array). Aquest tipus
de detector té una lampada de deuteri que emet llum policromatica i la fa passar a través
de la mostra que absorbeix la llum a unes determinades longituds d’ona. Una reticula de
difraccié en dispersa I'espectre en paquets de 1.2 nm de longitud d’ona que sén projectats
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en una filera de 512 fotodiodes. Cada fotodiode suporta una quantitat fixa de carrega i el
que fa la llum que prové de la reticula de difraccio és descarregar cada fotodiode en ma-
jor o menor quantitat en funci6 de la llum que li arriba. El que llegeix el detector és el cor-
rent necessari per recarregar altre cop cada diode en un temps determinat. Amb aquest
tipus de detector el que s’obté finalment és un mapa de contorns en tres dimensions que
son el temps en 'analisi o temps de retencio (tr; min), I’absorbancia (AU; 1volt =1AU) i la
longitud d’ona (A; nm) (Figura 1.2). Durant I’analisi s’adquiria un espectre per segon amb
una resolucié de 1.2 nm en el rang fixat entre 300-800 nm.

(v) Sistema d’adquisicio de dades

Un ordinador equipat amb el programa Millennium 2.15 de Waters permetia el control
automatitzat del sistema i en recollia els resultats en una base de dades de tipus Oracle.
El programa permet treballar amb el mapa en tres dimensions. La gran quantitat de da-
des recollides amb aquest tipus de detector poden ser mostrades de diferent manera. Per
a la quantificaci6 dels pigments separats ens interessa treballar amb cromatogrames. Els
cromatogrames s’obtenen fixant la longitud d’ona (Figura 1.2), de manera que si el pig-
ment separat presenta absorcid en la longitud d’ona fixada veurem com apareix un pic en
el cromatograma. A partir del cromatograma podem obtenir dos tipus d’informacié: el
temps de retenci6 del pigment (tr) i I'area o algada del pic que és proporcional a la quan-
titat de pigment.

El programa permet fer el calcul de I'area de cada pic (A; uVsec), informacié que des-
prés s’utilitzara per a la quantificacio.

Els parametres que defineixen la qualitat de la separacio son el factor de capacitat (k') i
la resolucid de pic (R ). El factor de capacitat es defineix com:

k' =tr/to=(tr-to) / to @

on to és el temps que triga la fase mobil en travessar la columna cromatografica i tr és el
temps de retencié del compost, és a dir, el temps entre la injeccid de la mostra i el maxim
del pic. Factors de capacitat entre 1i 5 son els desitjables.

La resolucié entre dos pics veins, 11 2, es defineix com:

R =2 (trz - tr1) / (W1 + W2) (2)

on w1 i w2 son les amplades de cada pic a la seva base.

El principal objectiu d'una separaci6 és aconseguir una bona resoluci6é de pics en un
temps curt d’analisi. Existeixen tota una serie de factors que afecten la resolucié (Meyer,
1988). En cas d’obtenir una resolucid inadequada es pot seguir la segiient seqiieéncia
d’accions: (i) calcular k’; si k’<1 cal canviar la polaritat de la fase mobil; (ii) canviar la co-
lumna per una de nova; (iii) canviar la columna per una de més llarga; (iv) optimitzar el
flux de la fase mobil; (v) utilitzar una fase estacionaria o mobil diferent.
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Figura 1.2. La figura central és un mapa de contorns a partir del qual es poden extreure cromato-
grames a diferent longitud d’ona (p.e. 440 nm). Els pics que apareixen en el cromatograma corres-
ponen als pigments separats. L’area de cada pic s'utilitzava per a la quantificacié. Cada pic esta ca-
racteritzat per un tr i un espectre d’absorcié. Per exemple, el pic que apareix amb un tr=12.59 en el
cromatograma i té un espectre d’absorcié amb Amax=449.9 correspon a la fucoxantina.
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Composicio de pigments en mostres de referéncia

Per a la identificacio dels pics d’'un cromatograma, donat que els patrons comercials de
pigments son escassos, es va analitzar la composicié de pigments en mostres de referen-
cia. La composicié de pigments en aquestes mostres era caracteristica i coneguda (Taula I;
Introduccio6 general) (Liaaen-Jensen, 1964; Goodwin, 1980; Rowan, 1989; van den Hoek et
al., 1995; Jeffrey et al., 1997). Com a mostres de referencia es van utilitzar cultius algals i
de bacteris fotosintetics del sofre, també es van analitzar mostres de camp d’algues ben-
toniques, molses i macrofits i de tres especies de zooplancton. Amb aquesta informacié es
va construir un cataleg amb informaci6 de l'espectre d’absorcié i tr de cada pigment se-
gons el sistema cromatografic en que havia estat analitzat. A aquesta informacid s’afegia
I'obtinguda a partir de la bibliografia respecte el pes molecular del pigment i coeficient
d’extincid en un determinat dissolvent.

Després d'un mes de mantenir els cultius en les condicions descrites més endavant, es
filtrava un volum de cultiu entre 50-300 mL segons l'especie. Al filtre s’afegia 5 mL
d’acetona 90 % i, per accelerar el procés d’extraccié dels pigments, s’aplicava ultrasons
utilitzant una sonda de 4 mm de diametre que s’introduia directament en el dissolvent
que contenia el filtre amb la mostra. Un cop teniem els pigments en dissolucio, 1'extracte
es feia passar a través d'un filtre de membrana Anodisc de 0.1 pm (J = 25 mm) i
s’analitzava amb I'HPLC. Les mostres corresponents als cultius algals monoespecifics, als
de bacteris fotosintetics del sofre i les mostres de zooplancton es van analitzar en dues co-
lumnes cromatografiques diferents (YMC30 i Spherisorb-ODS1), amb una fase mobil ba-
sada en el metode de Kraay ef al. (1992) amb algunes modificacions en el gradient per a-
justar-lo a cada columna (taules de la figura 2.10; Capitol 2).

Cultius monoespecifics

Es van cultivar 7 especies de microalgues planctoniques d’aigiies dolces (Taula 1.2) amb
diferent composicié pigmentaria de les divisions o classes: Chlorophyta (1 especie),
Dinophyta (1sp.), Cryptophyta (1sp.), Bacillariophyceae (1sp.) i Cyanobacteria (3sp.).
També es van obtenir dos cultius de bacteris fotosintetics, un amb bacteris del genere
Chromatium que pertany al grup de les cromatiacies o bacteris vermells del sofre i un altre
amb Chlorobium limicola que pertany al grup de les clorobiacies o bacteris verds del sofre.

Els cultius de microalgues provenien de la Culture Collection of Algae and Protozoa
(CCAP), UK, i els de bacteris fotosintetics del sofre van ser cedits pel Dr. C. Borrego de
I'Institut d’Ecologia Aquatica de la Universitat de Girona.

Pels cultius de microalgues es van utilitzar dos tipus de medi de cultiu, el Jaworski’s
Medium (JM) i el Diatom Medium (DM). Els medis eren preparats utilitzant 1 mL de ca-
dascuna de les solucions estoc de la taula 1.3 i portant-ho a 1L amb aigua Milli-Q. Des-
prés, el medi era autoclavat durant uns 15 minuts. En el medi DM el pH s’ajustava a 6.9.
Els elements traca eren quelats mitjancant 'EDTA per tal de disposar d"un reservori de
cations complexats i per assegurar el subministrament constant de baixes concentracions
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d’aquests elements. Un cop el medi havia estat autoclavat, era col-locat, o bé en flascons
de poliestire transparent de 40 mL de capacitat amb tap de rosca per als cultius de man-
teniment, o bé, en el cas dels cultius de creixement, en bosses de plastic amb capacitat per
a 1L de medi i amb aireacid. Tot el material utilitzat per a la manipulaci6 dels medis i dels
cultius també havia estat autoclavat. El cultiu de Microcystis aeruginosa no creixia bé en els
flascons i per a aquesta espécie en particular es van utilitzar bosses, tant pels cultius de
manteniment com pels de creixement. Els flascons amb els cultius de manteniment eren
il'luminats amb dos fluorescents de 18 W cadascun, seguint un cicle de llum:foscor de
12:12 hores, la temperatura de I'habitacié en que es trobaven oscil-lava entre els 20-25 °C.
No es va fer el seguiment de les fases de creixement dels cultius, tot i que si que es con-
trolava periodicament al microscopi l’estat de les seves cellules. També de manera peri-
odica, aproximadament un cop al mes, aquests cultius eren novament sembrats en medi
fresc. Les condicions de creixement eren lleugerament diferents en el cas dels cultius de
creixement de les bosses. Per accelerar-ne el creixement se’ls va aplicar una intensitat de
llum continuada sense periodes de foscor. La temperatura era la mateixa que els de man-
teniment i disposaven d’un sistema d’aireacio.

Els cromatogrames obtinguts presentaven en general una bona resolucid de pics (figu-
res de la 1.3 a la 1.8). Els tr per un mateix pigment canviaven segons el sistema cromato-
grafic utilitzat i en alguns casos fins i tot canviava 1'ordre en que apareixien els pigments
en el cromatograma. Alguns exemples de canvi d’ordre en l'elucié d'un pic es troben en
el cromatograma obtingut a partir de l'extracte de Fragilaria crotonensis var. prolongata (Fi-
gura 1.3) on el pic 5 que correspon al pigment fucoxantina eluia entre els pics 3 i 5b (Chl-
cl i Chl-c2 respectivament) en la YMC30 mentre ho feia després d’aquests en la Spheri-
sorb-ODS1. La mostra amb 'extracte del cultiu de F. crotonensis var. prolongata analitzada
amb la Spherisorb-ODS1 presentava clars indicis de deteriorament.
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Taula 1.2. Especies cultivades. La temperatura era mantinguda entre els 20-25 °C i la intensitat de
llum era de uns 150 pE m? seg™ .

Divisi¢/Classe Especie Codi procedencia ~ Medi
CCAP de cultiu!
Bacillariophyceae Fragilaria crotonensis var. prolongata ~ 1029/17 DM
Chlorophyta Eudorina sp 24/9 ™M
Cryptophyta Cryptomonas sp. 979/66 M
Cyanobacteria Aphanizomenon flos-aquae 1401/5 M
Microcystis aeruginosa 145/15 M
Oscillatoria rubescens 1459/40 ™M
Dinophyta Ceratium hirundinella fo. furcoides 1110/4 DM

{(Tompkins et al., 1995)

Taula 1.3. Solucions estoc per a elaborar els medis de cultiu .

Jaworski’s Medium (JM) - solucions estoc g per 200 mL

1) Ca(NOs)2.4H20 4

(2) KH2PO4 2.48

3) MgS04.7H20 10*

4) NaHCOs 3.18

(5) EDTAFeNa 0.45
EDTANa2 0.45

(6) HsBOs 0.496
MnCl2.4H20 0.278
(NH4)6M07024.4H20 0.2

(7) Cianocobalamina 0.008
Tiamina HCl 0.008
Biotina 0.008

(8) NaNOs 16

) Na:HPO4.12H20 7.2

Diatom Medium (DM) - solucions estoc g per 200 mL

(1), (2), (4), (5), (6), (7) les mateixes quantitats

3) MgS04.7H20 5

(8)DM Naz5i03.9H-0 11.4
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YMC30 Fragilaria crotonensis var. prolongata Spherisorb-ODS1

Eudorina sp.
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Figura 1.3. Cromatogrames obtinguts en cada columna cromatografica a partir dels cultius mono-
especifics. Deteccié a 440 nm. Els codis corresponen als pigments Chl-cl (3), fucoxantina (5), peri-
dinina (4a), Chl-c2 (5b), neoxantina (9a), violaxantina (7), dinoxantina (7d), diadinoxantina (10a), lu-
teina (11), diatoxantina (17), Chl-b (13), alomer 1 de Chl-a (19a), alomer 2 de Chl-a (19a’),
al'loxantina (18), Chl-a (19), B,e-carote (20d), 3,3-carote (25a). La mostra amb 1'extracte del cultiu de
F. crotonensis var. prolongata analitzada amb la Spherisorb-ODS1 presentava clars indicis de deterio-
rament.
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També en els cromatogrames obtinguts a partir del cultiu de Cryptomonas sp. es veia
com el pic 18 (al.loxantina) eluia abans del pic 11 (luteina) en la Spherisorb-ODS1 mentre
ho feia just abans del pic 19 (Chl-a) en la YMC30. El pic 16 (cantaxantina) present en tots
els cultius de cianobacteris (Figura 1.4), eluia després del pic 17d (mixoxantofil.la) en la
Spherisorb-ODS1, mentre ho feia just abans en la YMC30.

En general pero, les dues columnes separaven el mateix nombre de pics, només hi va
haver una excepcié que fou el pic 8 (oscil-laxantina) trobat en el cultiu d’Oscillatoria rubes-
cens, que amb la YMC30 només es va poder detectar de manera temptativa.

YMC30 Aphanizomenon flos-aquae Spherisorb-ODS1

19

Microcystis aeruginosa

Oscillatoria rubescens

T T

1
30.00

. ——
60.00 0.00 20.00
tg (min) tg (min)

T
0.00 20.00

Figura 1.4. Cromatogrames obtinguts en cada columna cromatografica a partir dels cultius mono-
especifics de cianobacteris. Deteccié a 440 nm. Els codis corresponen als pigments oscil-laxantina
(8), zeaxantina (12), afanizofil-la (17d’), cantaxantina (16), mixoxantofil-la (17d), alomer 1 de Chl-a
(19a), Chl-a (19), equinenona (21) i 3,3-carote (25a).
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YMC30 Chromatium sp. Spherisorb-ODS1
17.2 17.2
15 20
/ 150 5

Chlorobium limicola

10.9b

T T I B B
0.00 20.00 40.00 60.00 0.00 10.00 20.00 30.00
tr (min) tr (min)

Figura 1.5. Cromatogrames obtinguts en cada columna cromatografica a partir dels cultius mono-
especifics de bacteris fotosintétics. Deteccié a 440 nm. Els codis corresponen als pigments bacterio-
clorofil-la c1 (10.9a), bacterioclorofil-la ¢2 (10.9b), bacterioclorofil-la ¢3 (10.9c), bacterioclorofil-la c4
(10.9d), bacterioclorofil-la c5 (10.9e), bacterioclorofil-la a (15), clorobacte (21c), oquenona (17.2) i o-
quenona? (-like) (20).

Algues bentoniques, molses i macrofits

Els exemplars de mostres d’origen natural es van congelar amb N2 liquid immediatament
després de la seva recol-leccid. La composicié de pigments es va analitzar al laboratori a
partir del material fresc i descongelat. Es van analitzar tres exemplars de Stigonema sp.
(Estigonematacies, Cianobacteris) mostrejats en tres estanys situats a diferent altitud, i un
exemplar de Nostoc zetterstedtii (Nostocacies, Cianobacteris).

Les comunitats bentoniques litorals dels estanys d’alta muntanya reben una forta dosi
de radiaci6 ultraviolada (UV) (Vinebrooke i Leavitt, 1996). L’epiliton d’aquests ambients
inclou espeécies immobils que no poden escapar a la radiacio solar i que han desenvolupat
estrategies com la formacié de mates o la sintesi de pigments que de manera directa o in-
directa absorbeixen l'energia UV, com la melanina, els carotenoides, la escitonemina, i els
mycosporine-like amino acids (MAAs).

La escitonemina, ha estat trobada en cianobacteris exposats a altes radiacions (Garcia-
Pichel i Castenholz, 1991). Aquest pigment té una caracteristica que el fa particular, el
maxim d’absorcié del seu espectre es troba situat a 386 nm, on comenga la regié de la
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llum ultraviolada. L’escitonemina (3a) era present en els quatre exemplars de cianobacte-
ris que es van analitzar (Figura 1.6). La seva composici6 relativa respecte els altres pig-
ments era inferior en I'estany situat a menor altitud. A I'efecte nociu de 1'exposici6 cal a-
fegir que els estanys d’alta muntanya reben en general un flux de radiacié6 UV solar
incident més alt que els estanys situats a menor altitud degut a 'augment natural del flux
de radiacié UV amb laltitud (Blumthaler et al., 1992). Aixi doncs 1’efecte de I’altitud en
aquests organismes es podria traduir en un augment del contingut relatiu de pigment fo-
toprotector.

Spherisorb-ODS1

Stigonema sp. (Estany Podo, 2450m) Stigonema sp. (Estany Bergus, 2449m)
3a 3a
19 254 1®  25a
| | ]
0.00 10.00 20,00 30.00 0.00 10,00 20.00 30,00
tg (min) tz (min)

Stigonema sp. (E. Redo d’Aiguestortes, 2117m)  Nostoc zetterstedtii (Estany Perdut, 2460m)

T —— I —
30.00 0.00 10.00 20.00 30.00

—
20.00
tg (min) tz (min)

Figura 1.6. Cromatogrames obtinguts a partir de mostres d’origen natural de cianobacteris bento-
nics agafades en estanys situats a diferent altitud. Els codis corresponen als pigments escitonemina
(3a), fucoxantina (5), xantofil-la no identificada (17da), mixoxantofil-la (17d), zeaxantina (12), canta-
xantina (16), alomer 1 de Chl-a (19a), alomer 2 de Chl-a (19a’), Chl-a (19), equinenona (21) i ,3-
carote (25a). Columna: Spherisorb-ODS1. Detecci6 a 440 nm.

Els cromatogrames obtinguts d’analitzar 'extracte d’una especie de molsa, Fontinalis
squamosa (Fontinalacies, Briofits) i d’un macrofit, Isoetes setacea (Isoetacies, Pteridofits),
presentaven com era d’esperar una composicié de pigments molt semblant tot i que en la
molsa apareixien pics que corresponien a pigments de diatomees com les clorofil-les c1
(3) i c2 (5b) i la fucoxantina (5) degut a la presencia d’alguna alga epifita (Figura 1.7). En
el cromatograma d’Isoetes setacea es detectava feofitina al (25), un pigment de degradacio
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de la clorofil-la a que es pot trobar en petites quantitats en teixits fotosintetics de plantes
vasculars (Goodwin, 1980).

En general, en els cromatogrames de tots els exemplars agafats al camp es detectaven
petites quantitats d’alomers de clorofil-la a i en alguns casos clorofil-lides, productes tots
ells de degradacié de les clorofilles que no havien estat detectats en els cultius monoes-
pecifics.

Spherisorb-ODS1

Fontinalis squamosa (Estany Podo, 2450m) Isoetes setacea (Bassa prop E. Nere, 2294m)

T T T T T
0.00 10.00 20.00 30.00 0.00 10.00 20.00

tz (min) tg (min)

Figura 1.7. Cromatogrames obtinguts a partir de mostres de camp d’una espécie de molsa i d'un
macrofit. Als codis de les altres figures cal afegir feofitina al (25).

Zooplancton

Es va realitzar un extracte a partir dels individus aillats de tres especies de zooplancton
de I'estany Redon seguint el mateix protocol que s’havia seguit per les mostres d’algues.
L’analisi d’aquest extracte va permetre coneixer el tr de I'astaxantina (9z) en els dos sis-
temes cromatografics i les diferéncies en les proporcions de pigments entre les tres espe-
cies. En 'extracte de Daphnia pulicaria els pigments majoritaris eren I'equinenona (21) que
representava un 34.11% del total de pigments liposolubles, la cantaxantina (16) un 18.35%
i I'astaxantina un 11%. Tant en I'extracte de Cyclops abyssorum com en el de Diaptomus
cyaneus, ’astaxantina (9z) era el pigment més abundant (43.8% i 27.07% respectivament).
La cantaxantina només representava un 0.6% del total de pigments liposolubles en Cy-
clops abyssorum i no va ser detectat en els extractes de Diaptomus cyaneus. En I'extracte de
Diaptomus cyaneus i també en el realitzat a partir d'una mostra d’ous de la mateixa espe-
cie, apareixien entre els 19 i 28 minuts d’analisi tot un conjunt de carotenoides que no van
poder ser identificats.

28



1. PIGMENTS LIPOSOLUBLES: SEPARACIO I ANALISI

Daphnia pulicaria

Spherisorb-ODS1

Cyclops abyssorum

9z 16 21 9z
AN
25a
18
16
I
: ey R o R o :
0.00 10.00 20.00 30.00 0.00 10.00 20.00 30.00
tg (min) tz (min)
Ous de Diaptomus cyaneus Diaptomus cyaneus
9z 9z
18
: ey R o R o ,
0.00 10.00 20.00 30.00 0.00 10.00 20.00 30.00
tg (min) tz (min)
YMC30 zooplancton
9z
16 18
21
e : :
0.00 20.00 40.00 60.00
tg (min)

Figura 1.8. Cromatogrames obtinguts a partir de l'analisi de tres especies de zooplancton de
I’estany Redon. Les tres especies i els ous de Diaptomus cyaneus es van analitzar per separat amb la
columna Spherisorb-ODS1, mentre que amb la YMC30 es van analitzar conjuntament en una sola
mostra. Detecci6 a 440 nm. Els codis dels pigments corresponen amb els de les figures anteriors, as-
taxantina (9z).

Identificacio i quantificacio de pics

Els criteris per a la identificacié6 d'un pic van ser el temps en que apareixia el pic en el
cromatograma o temps de retencio (tr) i I'espectre d’absorcio. Els pigments identificats i
les seves caracteristiques cromatografiques es troben a la taula 1.4.
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Els carotenoides i clorofil-les en solucid segueixen 1’equacio de la llei de Beer-Lambert,
A=¢lc 3)

On A és I'absorbancia de la soluci6 (sense unitats donat que A =logiolo/I, on Ioi1sén la
radiacié incident i la radiacié després de travessar la mostra respectivament), &
l'absortivitat molar o coeficient d’extincié (L mol! cm™), I el pas de llum de la cubeta del
detector (cm) i ¢ la concentracié de solut (mol L?).

El coeficient especific d’extincid en clorofil-les (a; L g cm™) és 1'absorbancia que pre-
senta 1 gram de pigment per litre de soluci6 en la longitud d’ona on es dona el maxim
d’absorcidé (Amax) utilitzant una cubeta d’un centimetre de pas de llum. Per als carotenoi-
des és més convencional utilitzar I'extincié d’una soluci6 a 1'1% (pes/volum) (E'%1m; 100
mL g1 cm).

Els coeficients d’extincié han estat calculats per un nombre considerable de pigments
(Davies, 1976; Rowan, 1989; Jeffrey et al., 1997; Borrego et al., 1999) tot i que sovint la in-
formacio es veu limitada a un nombre reduit de dissolvents.

Limits de deteccid i de quantificacio

El limit de deteccio es defineix com la quantitat de mostra que produeix un senyal dues
vegades més alt que el senyal que produeix el soroll de la linia base (Figura 1.9). El limit
de deteccié depen del volum extractat, del volum injectat i del pigment en particular
(Mantoura i Llewellyn, 1983). Per altra banda, el limit de quantificacié es defineix com la
quantitat de mostra que produeix un senyal 10 vegades més alt que el produit pel soroll
de la linia base, el que assegura una quantificacié correcta de quantitats traga amb una
variancia inferior al 2%.

Protocol d’identificacid i quantificacié

El protocol que es va seguir per identificar i quantificar els pics dels cromatogrames va
ser: (i) es revisaven els cromatogrames i es reintegraven si calia manualment; (ii)
s’exportaven les dades a una base de dades Access; (iii) es codificaven tots els pics, el codi
era un numero que representava el temps de retencid; (iv) s'identificava els pics en base a
la informaci6é del cataleg, quan els criteris d’identificacié no encaixaven exactament
s’afegia el sufix —like (per exemple Cantaxantina-like, és un pigment amb el mateix tr que
la cantaxantina perd amb un espectre d’absorci¢ lleugerament diferent), quan un pigment
no podia ser identificat s’anomenava amb un codi que incloia un prefix que l'identificava
com a carotenoide (Car) o forbina (Ph) seguit del temps de retencié en que havia eluit en
el sistema cromatografic en el que primer s’havia trobat; (v) es quantificaven tots els pics
utilitzant els coeficients d’extincié de la bibliografia recopilats a la taula 1.5, també es
quantificaven els no identificats utilitzant en aquest cas com a valors de coeficient
d’extincié E=2000 pels carotenoides (Mantoura i Llewellyn, 1983) i el valor d’aquell pig-
ment més semblant pel que fa a caracteristiques espectrals en el cas de pigments cloro-
fil-lics.
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Els calculs de les concentracions de pigment en sediment es van obtenir utilitzant:

C = Ap(1 / Viny)-(Vext / Paw)-F-(1 / 6-E) (4)

on C és la concentraci6 de pigment (ug g pes sec), Ap és I'area de pic (uV.sec), Vinj és
el volum injectat (UL), Vex és el volum de I'extracte (mL), Paw €s el pes sec de sediment ex-
tractat (g), F és el flux en que circula la fase mobil (mL min™) i E és el coeficient especific
d’extinci6 (E'%1m; 100 mL g cm); tenint en compte que la relacié absorbancia/voltatge
en I'aparell és de 1/1 i el pas de llum del sistema de deteccié és de 1 cm.

Per calcular les concentracions en un volum d’aigua es substituia la variable Paw pel
volum d’aigua filtrat (Vs L) i la concentracié de pigment s’expressava en ug L.

L’expressio de la concentracié de pigment en nmols es va realitzar utilitzant el pes mo-
lecular de la taula 1.5. Quan es desconeixia el pes molecular s’utilitzava un valor de 900 i
un de 500 per forbines i carotenoides respectivament.

> 2 * soroll

Figura 1.9. Linia base d'un cromatograma on es veu I’amplitud del soroll en relacié a I'algada de pic
ila deriva del cromatograma.
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