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Poréwnaweza chromatografia bibulowa kwaséw organicznych
wystepujacych w korzeniach spichrzowych roélin uprawnych
z rodziny baldaszkowatych (Umbelliferae)

A comparative paper chromatography of organic acids in storage roots
of some cultivable Umbelliferae plants

R. W. SCHRAMM

Kwasy organiczne odgrywaja w metabolizmie duzg i wielostronna role,
wiazgc ze sobg podstawowe jego dzialy. Rola ich przejawia sie wyraznie
zwlaszcza w organizmach roslinnych, gdzie spotykamy bardzo duza roéz-
norodnos¢ jakosciowg i iloSciowa w wystepowaniu poszczegolnych kwa-
sow oraz wysoka niejednokrotnie ich sumaryczng zawartos¢ w tkankach
(Thimann, Bonner 1950; Davies 1959). W szczegolnosci wazna
i zlozona jest rola kwasow organicznych w korzeniach, gdzie posrednicza
w pobieraniu i przyswajaniu zwigzkow nieorganicznych (Kursanow
1954, 1957). Stad tez coraz czesciej spotykamy ostatnio prace nad
kwasami organicznymi w korzeniach roslin, przede wszystkim upraw-
nych, jak marchwi (Lugg, Overell1948; Overell 1952; Bryant,
Overell 1953), buraka cukrowego (Vavruch 1954; Golowin
i in. 1955), dyni (Kursanow, Kulajewa 1957, 1958) i bobiku
(Coic, Lesaint 1960).

Rosliny z rodziny baldaszkowatych (Umbelliferae), ktérych jadalne
korzenie spichrzowe stanowia obok niektérych komosowatych (Cheno-
podiaceae) i krzyzowych (Cruciferae) zasadnicze tego typu warzywa, sa
jeszcze stosunkowo malo, zbadane pod wzgledem iloSciowej zawartosci
i jakosciowego skladu kwasow organicznych. Poza wystepujacymi nor-
malnie we wszystkich tkankach. roslinnych takimi kwasami, jak jablkowy,
cytrynowy, bursztynowy, fumarowy, szczawiowy 1 winowy oraz paru
rzadkimi, specyficznymi dla pojedynczych gatunkéw (Wehmer i in.
1933), znaleziono w korzeniach marchwi z pospolitszych jeszcze kwas mle-
kowy (Schneider 1941), izocytrynowy (Bryant, Overell 1953)
i prawdopodobnie glikolowy (Overell 1952).
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Celem niniejszej pracy mialo by¢ porownawcze zbadanie na zawartos¢
kwasow organicznych kilku najpospolitszych korzeni jadalnych (jarzyn)
z rodziny baldaszkowatych (Umbelliferae) przy pomocy chromatografii
bibulowej.

CZESC DOSWIADCZALNA

Material

Do analiz uzywano wyciagéw z nastepujacych warzyw znajdujacych
sie normalnie w handlu: marchew (Daucus carota), pietruszka (Petro-
selinum sativum) i seler (Apium graveolens) — wszystkie odmiany blizej
nie okreslone. Badania przeprowadzono w dwoch seriach: w pierwszej
analizowano wyciagi z mlodych korzeni zebranych w poczatku lipca,
w drugiej — wyciagi z korzeni starych, juz po zakonczeniu okresu wege-
tacyjnego. Poréwnawczo przeprowadzono rowniez chromatografie wy-
ciggu z tkanki marchwi hodowanej in vitro na pozywce Hellera (1952)
z dodatkiem 3% sacharozy i 1% agaru, biorac do analizy czwarte prze-
szczepienie po wyszcezepieniu pierwotnym.

Wzorce kwas6w organicznych byly preparatami firm Sigma Chemical
Company, St. Louis USA, oraz California Corporation for Biochemical
Research, Los Angeles USA. Odczynniki do analiz byly pochodzenia kra-
jowego.

Przygotowanie ekstraktéw tkankowych

Kwasy ekstrahowano z tkanek roslinnych etanolem na zimno wedlug
uproszczonej metody opartej na pracy Bryanta i Overella (19533).
W tym celu 6g swiezej tkanki (3g w przypadku marchwi hodowanej
in vitro) oczyszczonej, oplukanej w wodzie destylowanej i osuszonej na
bibule, rozcierano z piaskiem kwarcowym w mozdzierzu z réwng iloscig
96%/0 etanolu. Po dokladnym zhomogenizowaniu tkanki zadawano jg
40ml 80% etanolu i macerowano przez 15 minut, czesto mieszajac,
a nastepnie odwirowywano. Supernatant przenoszono do parowniczki
i odparowywano w suszarce w temperaturze 60°C, pozostalo$¢ podejmo-
wano woda i ponownie odwirowywano. Tak przygotowany ekstrakt prze-
puszczano przez silnie kwasny kationit fenolosulfonowy w formie wodo-
rowej, o pojemnosci 2 mval/g suchej masy wobec NH,, wyprodukowany
w Zakladzie Chemii Ogélnej UAM, oraz anionit nieznanego pochodzenia
w formie weglanowej, $rednio zasadowy, o pojemnosci 5mval/g suchej
masy wobec SO, . Zatrzymane na anionicie kwasy wymywano 2N wegla-
nem amonu, wyciek odparowywano do sucha w suszarce w tempera-
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turze 70°C i pozostalosé podejmowano 1 ml wody (0,5ml w przypadku
marchwi hodowanej in vitro).

Chromatografia bibulowa

Analizy przeprowadzano droga chromatografii bibulowej wstepujace)
w cylindrach (slojach) szklanych na bibule Whatmana Nr 1, metoda opi-
sang uprzednio (Schramm 1960). Do rozwijania chromatograméw uzy-
wano alkalicznego rozpuszczalnika Nr 4 (Cheftel i in. 1952) o skladzie

etanol : amoniak :woda — 75:5:20 (Ch), eterowego rozpuszczalnika
kwasnego Soldatienkowa i Mazurowej (1959) eter etylo-
wy :kwas mrowkowy :woda — 18 :5:9 faza eterowa (SM), oraz roz-

puszczalnikéw wlasnych: kwasnego SchA — n-butanol : octan etylu : wo-
da — 1:1:1 i alkalicznego SchB, — etanol : bufor amonowy (1,5 N we-
glan amonu w 3,0 N amoniaku) 3:1 (Schramm 1960), stosujagc dwu-
godzinne kondycjonowanie bibuly jedynie w przypadku rozpuszczalnika
eterowego (SM). Ekstrakty z tkanek nakraplano w iloSci okolo 10ul
w odleglosci 3,3cm od dolnego brzegu bibuly. Rozwiniete i wysuszone
chromatogramy wywolywano 0,04% zalkalizowanym roztworem purpury
bromokrezolowe] w etanolu.

WYNIKI BADAN

Wyniki analiz chromatograficznych przedstawione sa na rye. 1 (mlode
tkanki) i rye. 2 (tkanki stare, po zakonczeniu okresu wegetacyjnego).

W badanych mlodych korzeniach spichrzowych z rodziny baldaszko-
watych (ryc. 1) z kwasow uwazanych za typowe dla tkanek tego rodzaju
wystepuja w nieco wiekszych ilosciach jedynie kwas winowy i jablkowy.
Kwas cytrynowy badz izocytrynowy (Bryant, Overell 1953) po-
jawia sie w ilosciach znacznie mniejszych, a kwasy bursztynowy i fuma-
rowy w ilosciach Sladowych. W duzych ilosciach wystepuja natomiast
nie zidentyfikowane kwasy, ktorych R; w rozpuszczalnikach kwasnych
jest bardzo niskie, a w alkalicznych waha sie miedzy 0,10 a 0,32.

W tkankach korzeni spichrzowych dojrzalych (ryc. 2) ilosciowo do-
minuje zdecydowanie kwas jablkowy, w szczegolnosei u marchwi i selera.
W sporej ilosci pojawiaja sie rowniez nie wystepujace w ogole w mlo-
dych tkankach kwasy o wysokich wartosciach R; w rozpuszczalnikach
alkalicznych (0,60—0,70); w rozpuszczalnikach kwasnych lokalizujg sie
one blisko linii startowej. W ekstrakcie ze starych korzeni pietruszki wy-
stepuje ponadto kwas, ktérego warto$¢ R; w rozpuszczalnikach kwasnych
odpowiada kwasowi malonowemu; ustalenie polozenia jego plamy na
chromatogramie w rozpuszczalnikach alkalicznych jest trudniejsze.
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Ryc. 1. Chromatogramy kwasdéw organicznych z mlodych korzeni spichrzowych
marchwi (M), pietruszki (P) i selera (S) oraz z tkanki marchwi hodowanej in vitro
(Mv). Kwasy organiczne uzywane jako wzorce: 1 — winowy; 2 — cytrynowy; 3 —
jablkowy; 4 — szczawiowy; 5 — bursztynowy; 6 — fumarowy; 7 — glukuronowy;
8 — chinowy; 9 — szikimowy; 10 — glikolowy; 11 — gallusowy; 12 — malonowy:
13 — akonitowy; 14 — glioksylowy. Rozpuszczalniki: SM — eter etylowy: kwas
mréwkowy: woda, 18 :5:9 (faza eterowa); SchA — butanol: octan etylu: woda,
1:1:1; SchBy — etanol: bufor amonowy 3:1; Ch — etanol: amoniak: woda,
75:5:20. Bibula Whatman Nr 1, chromatografia wstepujaca
Chromatograms of organic acids from young storage roots of carrot (M), parsley (P),
celery (S), and from carrot tissue cultivated in vitro (Mv). The samples of organic
acids: 1 — tartaric; 2 — citric; 3 — malic; 4 — oxalic; 5 — succinic; 6 — fumaric;
7 — glucuronic; 8 — quinie; 9 — shikimic; 10 — glycollic, 11 — gallic; 12 — ma-
lonic; 13 — aconitic; 14 — glyoxylic. Solvents: SM — ethylic ether: formic acid:
water, 18:5:9 (ether phase); SchA — butanol: ethyl acetate: water, 1:1:1;
SchB; — ethanol: ammonia buffer, 3:1; Ch — ethanol: ammonia: water, 7:5:20.
Whatman No. 1 paper, ascending chromatography
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Ryc. 2. Chromatogramy kwasow organicznych ze starych korzeni spichrzowych
marchwi (M), pietruszki (P) i selera (S) oraz z tkanki marchwi hodowanej in vitro
(Mv). Oznaczenia jak na rys. 1
Chromatograms of organic acids from old storage roots of carrot (M), parsley (P),
celery (S), and from carrot tissue cultivated in vitro (Mv). Explanation as in Fig. 1.
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Tkanka marchwi hodowanej in vitro zawiera male ilosci kwasow wi-
nowego, cytrynowego i jablkowego, slady bursztynowego i fumarowego
oraz pewne ilosci kwasow o niskich wartosciach R; we wszystkich roz-
puszczalnikach.

DYSKUSJA WYNIKOW

W poréwnaniu z innymi roslinami uprawnymi, badanymi na zawartosc
kwaséw organicznych w korzeniach przez roéznych autorow, baldaszkowate
nie stanowig jakiejs wyraznie wyodbrebniajace]j sie grupy. Badania pro-
wadzone w naszej pracowni przy pomocy chromatografii bibulowej z za-
stosowaniem rozpuszczalnika Ch (Kielinska, nie publikowane) wska-
zuja, ze sumaryczny obraz chromatograficzny wyciagow z korzeni roslin
zielnych dwuliSciennych jest, jesli chodzi o kwasy organiczne, na ogol
podobny. Natomiast nawet w obrebie tego samego gatunku, np. u marchwi,
moga wystapi¢ uchwytne roznice w ilosciowym skladzie kwasow w za-
leznoéci od odmiany (Bryant, Overell 1953), a by¢ moze takze od
warunkoéw hodowli.

W niniejszej pracy wystgpila bardzo wyraznie zalezno$¢ skladu iloscio-
wego kwasow, a czesciowo nawet i jakoSciowego, od wieku rosliny; roz-
nice w obrazie chromatograficznym ekstraktow z tkanek mlodych i sta-
rych tego samego gatunku sa znacznie wigksze niz réznice pomiedzy roéz-
nymi gatunkami, lecz w tym samym wieku.

Nie wszystkie podawane w literaturze kwasy udalo si¢ zidentyfikowaé
na chromatogramach. Kwasy mlekowy i szczawiowy sg w ogole dos¢
trudne do wykrycia droga chromatografii bibulowej, tym niemniej wigk-
sze iloéci kwasu szczawiowego powinny wystapi¢é wyraznie przynajmniej
w rozpuszczalniku SchB,. Nie znaleziono réwniez wykrywalnych ilosci
kwasu glikolowego. Wprawdzie w ekstrakcie z mlodych korzeni marchwi
pojawia sie w rozpuszczalniku SchB, plama odpowiadajaca wartoscia R;
kwasowi glikolowemu, jednak nie wystepuje ona na chromatogramach
rozwijanych w innych rozpuszczalnikach.

Wystepujagce w duzych ilosciach kwasne zwigzki o niskich warto-
$ciach R; w rozpuszczalnikach kwaénych, nie byly jeszcze dotychczas
identyfikowane. Kursanow i Kulajewa (1957) tlumaczg wyste-
powanie podobnych plam na chromatogramach ekstraktéw z korzeni dyni
obecnoscig sporych ilosci kwaséw uronowych. Byé moze, ze kwasy te
wystepuja rowniez w korzeniach baldaszkowatych; w kazdym razie nie
jest to jednak na pewno kwas glukuronowy, ktory w rozpuszczalnikach
alkalicznych ma nieco wyzsze R; (0,38—0,40) niz zwiazki wystepujace
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w analizowanym materiale (0,10—0,32). Tego typu kwasy wystepuja
przede wszystkim w mlodych korzeniach; w starych znajdujg si¢ inne
kwasy, takze jeszcze nie zidentyfikowane, prawdopodobnie rowniez o bu-
dowie pierscieniowej, o wysokich wartosciach R; w rozpuszczalnikach
alkalicznych. Nie jest wykluczone, ze i w starych korzeniach wystepuja
w pewnej ilosci te same kwasy cykliczne co i w mlodych; ich plamy
w rozpuszezalnikach alkalicznych mogg by¢ pokryte rozlegla plamg kwasu
jablkowego (R; 0,26 — 0,34). Prawdopodobne jest rowniez wystepowanie
pewnych ilosci kwasow chinowego i szikimowego.

Pomiedzy soba wyciagi z korzeni trzech badanych rodzajow roznig sie
dosy¢ znacznie zaréwno co do jakosciowego, jak i ilosciowego sktadu wy-
stepujacych w nich kwaséw. Odnosi sie te szczegblnie do pietruszki.

Réznice pomiedzy mlodymi a dojrzalymi korzeniami spichrzowymi
w rodzinie Umbelliferae wynikaja prawdopodobnie z réznic funkcji fizjo-
logicznych. W mlodym wieku roéliny korzen pelni w znacznej mierze
funkcje organu metabolitycznego w stosunku do calego organizmu;
z chwila zakonczenia okresu wegetacyjnego natomiast staje si¢ glownie
organem spichrzowym dla wtoérnego, generatywnego pedu.

Charakterystyczna dla wszystkich dojrzalych korzeni jest wysoka za-
warto$¢é kwasu jablkowego, co stwierdzili juz Bryant i Overell
(1953) dla marchwi. Ped tym wzgledem dojrzale korzenie spichrzowe
baldaszkowatych sa bardzo podobne do niedojrzalych nasion, w ktorych
réwniez ilosciowo przewaza kwas jablkowy (Dupéron 1958), podczas
gdy w nasionach dojrzalych, o malej zawartosci wody, dominuje kwas
cytrynowy.

Tkanka marchwi hodowana in vitro ma stosunkowo prosty i ubogi
zestaw kwasow organicznych i rozni sie pod tym wzgledem zdecydowanie
od tkanek korzeni spichrzowych z rodziny Umbelliferae, nawet od macie-
rzystej tkanki korzenia marchwi. O ile chodzi o rodzaj i ilosciowe stosunki
kwas6w organicznych, zbliza sie typem znacznie bardziej do mlodych
korzeni marchwi niz do starych, aczkclwiek wyszczepienie pierwotne
bylo przeprowadzone w zimie ze starego materialu wyjsciowego. Swiad-
czy to o przestawieniu funkcjonowania tkanki hodowanej in vitro glow-
nie na czynnosci metaboliczne.

Chromatografia bibulowa kwaséw organicznych, dajaca dobre wyniki
w przypadku czystych preparatéw chemicznych (Carles i in. 1958;
Schramm 1960), okazuje sie " metoda niewystarczajaca w przypadku
ekstraktéw tkankowych, charakteryzujacych sie duza roéznorodnoscig
kwaséw organicznych i bardzo nier6wnym ich stezeniem. Oczyszczanie
wyciggu na kolumnach jonitowych nie uwalnia go od réznego typu sklad-
nikéw o charakterze kwaénym, ktére powoduja niedokladno$¢ rozdzialu
na bibule, nieostros¢ wystepujacych plam, powstawanie smug itp. oraz
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trudnoéci w identyfikacji. Nawet przy réwnoleglym uzyciu kilku roz-
puszczalnikéw chromatografia bibulowa w czystej postaci moze dawac
dobre wyniki jedynie w przypadku wyciaggéw ubogich w skladniki
kwaéne, jak na przyklad tkanki hodowane in vitro, natomiast w przy-
padku wyciagéw bardziej zlozonych konieczne jest zastosowanie rechro-
matografii badZ tez rozdzialu skladnikéw na kolumnach anionitowych lub
z zelu krzemionkowego z zastosowaniem wzrastajacego stezenia mieszaniny
eluujacej, oraz identyfikacja chemiczna poszczegdlnych skladnikow.

Dziekuje Sigma Chemical Company i California Foundation for Biochemical
Research za bezplatne probki kwaséw organicznych.

STRESZCZENIE

Przy pomocy chromatografii bibulowej oznaczano kwasy organiczne W OCZysz-
czonych wyciggach z mlodych tkanek i starych korzeni marchwi, pietruszki i selera
oraz z tkanki marchwi hodowanej in vitro. Wszystkie trzy badane rodzaje roéznia
sie miedzy soba do$é znacznie zaréwno co do jakosciowego, jak i ilosciowego skladu
kwaséw. Duze réznice wystepuja miedzy mlodymi a starymi korzeniami tych samych
gatunkéw. We wszystkich mtodych korzeniach znaleziono kwasy winowy, jabltkowy,
cytrynowy lub izocytrynowy oraz $lady bursztynowego i fumarowego. Obok nich
wystepuja prawdopodobnie kwasy chinowy i szikimowy oraz kwasy uronowe,
a takze szereg blizej nie zidentyfikowanych. Stare korzenie sa w ogole bogatsze
w kwasy organiczne; w szczegblnoci wystepujag w nich duze ilosci kwasu jablko-
wego, zwlaszeza u marchwi i selera oraz nie zidentyfikowane kwasy cykliczne
o bardzo maltych wartosciach R_‘ w rozpuszczalnikach kwasnych i duzych w roz-
puszczalnikach alkalicznych. Tkanka marchwi hodowana in vitro ma znacznie
prostszy zestaw kwaséw niz tkanki badanych korzeni, zwlaszcza starych. Szczegé-
lowe badania kwaséw organicznych w tkankach rodlinnych wymagaja zastosowania
dokladniejszych metod analizy.

Zaklad Biochemii
Katedra Fizjologii Roslin
Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu Whplynelo dn. 28.XI1.1960 .

SUMMARY

Organic acids in purified extracts from young and old roots of carrot, parsley,
celery, and of carrot tissue cultivated in vitro have been investigated by means of
paper chromatography technique. The three analysed species of plants differ from
each other in qualitative as well as in quantitative content of acids. There are
remarkable differences between young and old roots of the same species. In young
tissues of all species tartaric, malic, citric or isocitric, as well as traces of succinic
and fumaric acids have been found. The possible presence of quinic and shikimic
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acids as well as uronic acids is suggested. The old roots are in general much richer
in organic acids than the young ones; a large quantity of malic acid is present
especially in carrot and celery; some unidentified cyclic acids with a very small R
value in acid solvents and a rather big one in basic solvents have also been found
The carrot tissue cultivated in wvitro contains less acids than the analysed root
tissues, especially the old ones. Detailed investigations of organic acid contents in
plant tissues require more accurate methods of analysis.

Author is very indebred to Sigma Chemical Company and California Foundation
for Biochemical Research for the samples of organic acids.
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