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Rola, jakg pemia kwasy organiczne w roslinach, przede wszystkim
w toku przemian, sprawia, ze badania nad nimi rozwijaja si¢ ostatnio
coraz intensywniej. W szczego6lnosci dobrym materialem okazaly sie rosli-
ny straczkowe z rodziny motylkowatych (Papilionaceae), ktore w porow-
naniu z innymi roslinami uprawnymi wykazuja wysoka zawartos¢ kwa-
séw organicznych zaré6wno w nasionach, jak i w organach wegetatywnych
(Soldatienkow, Mazurowa 1956a; Dupéron 1958). Spo-
miedzy nich fasola, a zwlaszcza groch, juz cd dawna s klasycznym mate-
rialem w fizjologii i biochemii roélin, ostatnio za$ zaczeto przeprowadzac
badania nad bobikiem.

Prace nad zawartoéciag i przemianami kwasow organicznych u bobiku,
prowadzone gléwnie na uniwersytecie w Leningradzie, licza zaledwie
kilka lat i tymczasem ograniczaja sie do najbardziej uchwytnych zmian.
Czesnokow (1954) stwierdzil w lisciach bobiku, podobnie jak u fasoli,
duze iloéci kwasu cytrynowego, siegajace nawet kilkunastu procent suchej
masy. Soldatienkow i Mazurowa (1956a,b) znalezli w nich
mniejsza zawarto$é kwasu cytrynowego, w granicach 4—5%, co stanowi
okolo 40%0 wszystkich kwaséow wystepujacych w lisciach; tyle samo
mniej wiecej przypada na kwas jablkowy. W suchych nasionach zawar-
te§é kwasu cytrynowego jest wedilug tych samych autoréw znacznie
mniejsza i wynosi niespelna 0,5%, co i tak, podobnie jak i u innych mo-
tylkowatych, stanowi ponad 50%, wszystkich kwaséw; kwas jablkowy
natomiast wystepuje w ilosci dziesieciokrotnie mniejszej, a wiec niespelna
0,05%. W czasie kielkowania nasion stosunki te ulegaja duzym zmianom
i kwas cytrynowy przeksztalca si¢ czesciowo w jablkowy (Czesno-
kow 1 in. 1955; Soldatienkow, Mazurowa 1956a). W orga-
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nach zielonych rosliny bezwzgledna ilos¢ kwaséw organicznych wzrasta
w ciggu dwoch tygodni od wykielkowania okolo dwukrotnie w stosunku
do nasion, przy czym wzrost ten przypada wylacznie na kwas jablkowy,
podczas gdy ilos¢ wszystkich innych nieco maleje (Soldatienkow,
Mazurowa 1956a). Obok tych dwéch kwaséw, zdecydowanie prze-
wazajacych ilosciowo, znaleziono w bobiku jeszcze drobne ilosci kwasow
lotnych, kwasu szczawiowego oraz kwasy powstale z pierwotnego utle-
niania pentoz i heksoz (Soldatienkow, Mazurowa 1956b).

W naszej pracy chcieliSmy przesledzié¢, przy pomocy chromatografii
bibulowej, zachowanie si¢ kwasow organicznych w toku rozwoju bobiku,
zwracajac uwage, poza organami zielonymi, réwniez na nie lbadany do-
tychezas system korzeniowy, ktéry w metabolizmie rosliny odgrywa duza
role (Kursanow 1954, 1957).

Juz po zakonczeniu naszych zasadniczych badan ukazala sie praca
Coic i Lesaint (1960) na podobny temat. Autorzy ci przy pomocy
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkcwym i anionicie Dowex 1
przeprowadzili analize jakosSciowg i ilosciowsg kwasow organicznych
w lisciach, korzeniach i brodawkach bobiku z jednorazowego zbioru,
w zaleznosci od nawozenia potasem. Wyniki ich do$wiadczen sa poréw-
nane z naszymi w dyskusji.

CZESC DOSWIADCZALNA

Material i metody

Materialem doswiadczalnym byl bobik (Vicia faba L. minor), odmiana
nadwislanska. Dojrzale nasiona, o sile kietkowania ponad 90%, moczono
przez 24 godziny w wodzie destylowanej, po czym wysadzano do wazo-
now z ziemia kompostowa o pH 7,2. Hodowle prowadzono w warunkach
sredniej wilgotno$ci na oszklonej werandzie w temperaturze wahajacej
sie pomiedzy 18°C w nocy a 28°C w dzien.

Nasiona kietkowaly przecietnie 3—4 dnia, liczac jako pierwszy dzien
namoczenia, 5—6 dnia nastepowalo réznicowanie pedu i korzenia, okolo
7 dnia wybijanie sie pedu na powierzchnie gleby, po czym od 8 dnia
kolejne pojawianie sie lisci. Pelne kwitnienie mialo mejsce okolo 70 dnia
hodowli.

Do analizy brano nasiona suche, nasiona moczone 24, 36 i 48 godzin,
nasiona kielkujace w glebie po uprzednim namoczeniu przez 24 godzin,
a nastepnie rozwijajace sie rosliny drugiego, czwartego, szostego, 6smego,
jedenastego, pietnastego i dwudziestego dnia od wysadzenia, i dalej co
10 dni az do okresu kwitnienia. W pierwszych stadiach rozwoju analizo-
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wano nasiona jako calo$¢, poczawszy od szostego dnia osobno liscienie,
korzenie, fodygi i liscie, ktére w pozniejszym okresie dzielono na liscie
stare 1 mlodsze oraz najmlodsze, dopiero rozwijajace sie, ktére brano do
analizy razem ze stozkami wzrostu, a wreszcie kwiaty.

Kwasy ekstrahowano z tkanek roslinnych etanolem na zimno wycho-
dzac z 5 g Swiezej masy i oczyszczano na kolumnach z wymieniaczami
jonowymi: kationowym i anionowym w sposéb podany w pracy
Schramma (1961). Odparowane do sucha wolne kwasy organiczne
podejmowano 250 ul wody. Do cddzielania kwasow jednokarboksylowych
od dwu- i trojkarboksylowych i ich analizy rechromatograficznej brano
wyciag z calych pietnastodniowych roglin.

Wzorce kwasow organicznych byly przewaznie preparatami firm ame-
rykanskich (Sigma Chemical Company, St. Louis; California Corporation
for Biochemical Research, Los Angeles), a czeSciowo niemieckich (Sche-
ring-Kahlbaum, Berlin; E. Merck, Darmstadt) i szwajcarskich (Fluka).
Odczynniki do analiz byly pochodzenia krajowego.

Chromatografia bibulowa

Analizy przeprowadzano drogg chromatografii bibulowej uzywajac
bibuly Whatman Nr 1. Wyciagi z nasion suchych, moczenych oraz kietku-
jacych (do czwartego dnia wlgcznie) nakraplano na bibule w ilosciach 10,
14 i 18 ul; poczawszy od széstego dnia, gdy zawarto$¢ kwasow w mate-
riale roslinnym wyraznie wzrosla, nakraplanie zmniejszono do 6, 10
1 14 pl. W badaniach rechromatograficznych nanoszono znacznie wieksze
ilosci eluatu, ktorego stezenie nie bylo znane. Rozwiniete i wysuszone
chromatogramy wywolywano 0,04 zalkalizowanym roztworem purpury
bromokrezolowej w etanolu.

Stosowano normalng technike wstepujaca na zwinietych cylindrycz-
nie szerokich paskach bibuly (Williams, Kirby 1948; Schramm
1960) oraz technike.wstepujaca paskowo-krazkowg Matthiasa (1954).
Do rozwijania chromatograméw z ekstraktow uzywano jako podstawo-
wych rozpuszczalnikéw wlasnych (Schramm 1960): kwasnego SchA —
n-butanol: cctan etylu: kwas mréwkowy, 1:1 :1, i alkalicznego SchB, —
etanol: bufor amonowy, 3 : 1. Do rozdzielania kwaséw jedno- i wielokar-
boksylowych (Aronoff 1956) stosowano rozpuszczalnik alkaliczny
BH — n-butanol nasycony 1,5 N amoniakiem (Brown,” Hall 1950;
Brown 1950; Reid, Lederer 1951). Dalsze rozdzielanie plam,
rozwinietych w rozpuszczalnikach SchA, SchB, i BH, przeprowadzano,
wzglednie sprawdzano ich jednorodno$é¢, za pomocg rechromatografii.
W tym celu eluowano odpowiednie plamy (lub prazki wediug Matthia-
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sa) wycinajac je z rozwinietych chromatogramow, tngc na malenkie
skrawki, zalewajac okolo 15 ml wody i gotujac na malym plomieniu przez
40 minut. Eluat zageszczony do okolo 0,5 ml nanoszono na bibule i rozwi-
jano w drugim rozpuszczalniku podstawowym oraz w kwaénym rozpusz-
czalniku eterowym SM — eter etylowy: kwas mrowkowy: woda, 18 : 5 : 9,
faza eterowa (Soldatienkow, Mazurowa 1959; Schramm
1960). Kwasy jednokarboksylowe, eluowane z chromatograméw rozwinie-
tych w rozpuszezalniku BH, rechromatografowano réwnolegle we wszyst-
kich trzech pozostalych rozpuszczalnikach.

Plamy kwaséw porownywano z rozwijanymi réwnolegle na tych
samych chromatogramach plamami kwaséw wzorcowych: akonitowego,
bursztynowego, cytrynowego, fumarowego, jablkowego, malonowego,
szczawiowego 1 winowego. Przy badaniu kwaséw jednokarboksylowych,
eluowanych z chromatograméw rozwinietych w rozpuszczalniku BH, sto-
sowano ponadto jako wzorce kwasy: chinowy, gallusowy, glikolowy, glio-
ksylowy (s6l sodowa), glukonowy (§-lakton), glukuronowy, mlekowy
i szikimowy. Dodatkowo przeprowadzano identyfikacje kwaséw cytryno-
wego, jablkowego, bursztynowego i fumarowego specyficznymi metodami
chemicznymi. W tym celu wymywano odpowiednie plamy w sposéb iden-
tyczny jak do rechromatografii i zageszczony eluat uzupelniano do 5 ml.
Biorac do analizy calg objetos$¢, identyfikowano kwas cytrynowy metoda
Weil-Malherbe'a i Bone'a (1949) w modyfikacji Taylora
(1953), kwas jablkowy metoda Reifera (1955), kwas zas bursztynowy
oraz fumarowy, po uprzednim utlenieniu do kwasu bursztynowego
(Krebs 1 in. 1940), srebrowg metoda straceniowa Virtanena
(1943).

Wyniki

We wszystkich fazach rozwoju bob’ku i we wszystkich organach
z wyjatkiem kwiatéw stwierdzono obecnosé¢ kwaséw cytrynowego, jablko-
wego, bursztynowego i fumarowego. Kwas cytrynowy wystepuje zdecy-
dowanie w najwiekszych iloSciach w nasionach suchych i moczonych oraz
w lisciach. W korzeniach przewaza kwas jablkowy. Kwasy bursztynowy,
a zwlaszcza fumarowy, wystepujg w ilo$ciach znacznie mniejszych, cza-
sem nawet trudno uchwytnych chromatograficznie. Kwas szczawiowy
pojawia sie¢ w iloSciach wykrywalnych w pierwszych lisciach, stosunkowo
wieksze jego iloéci dadza sie tez stale obserwowaé w tkankach zielonych.

Poza tymi kwasami wystepuje w bobiku szereg innych, ktérych nie
udalo sie zidentyfikowaé. We wszystkich tkankach znajduja sie w duzych
ilosciach substancje kwasne, dajace na chromatogramach silne plamy
o wartosci R; zblizonej we wszystkich trzech rozpuszezalnikach do kwasu
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winowego (okolo 0,20). Rownoczesnie wystepuje inna plama kwasna
o wartosci R; 0,11—0,15 w rozpuszczalniku SchA i 0,55—0,63 w SchB,.
Rechromatografia z osobna oraz razem tych plam, eluowanych z obu roz-
puszczalnikow, zdaje sie wskazywaé na to, ze jest to w obu przypadkach
ta sama mieszanina co najmniej dwoch kwaséw o wartosciach Ry wyno-
szacych w rozpuszczalniku BH 0,16—0.,19 i 0,21—0,24.
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Ryc. 1. Chromatogramy kwasow organicznych jednokarboksylowych z tkanek bo-
biku. Kwasy eluowane z chromatograméw rozwinietych w rozpuszczalniku BH
in-butanol nasycony 1,5 N amoniakiem), rechromatografowane w rozpuszczalnikach:
SM (eter etylowy: kwas mréwkowy: woda 18 :5:9, faza eterowa), SchA (n-butanol:
octan etylu: kwas mréwkowy 1:1:1) i SchBs (etanol: bufor amonowy 3:1). Kwasy
organiczne uzywane jako wzorce: 1 — winowy, 2 cytrynowy, 3 — jablkowy, 4 —
szezawiowy, 5 — malonowy, 6 — bursztynowy, 7 — akonitowy, 8 — fumarowy,
9 — glukuronowy, 10 — glukonowy (&-lakton), 11 — chinowy, 12 — szikimowy,
13 — gliko]owy, 14 — gallusowy, 15 — mlekowy, 16 — glioksylowy (s6l sodowa).
Bibula Whatman Nr 1, chromatografia wstepujaca
Fig. 1. Chromatograms of organic monocarboxylic acids from horse bean tissues.
The acids eluted from the chromatograms developed in the solvent BH (n-butanol
saturated with 1,5 N ammonia), rechromatographed in solvents: SM (ethyl ether:
formic acid: water 18:5:9, ether phase), SchA (n-butanol: ethyl acetate: formic
acid, 1:1:1) and SchB, (ethanol: ammonia buffer, 3:1). The samples of acids:
1 — tartaric, 2 — citric, 3 — malie, 4 — oxalic, 5 — malonic, 6 succinie, 7 —
aconitic, 8 — fumaric, 9 — glucuronic, 10 — gluconic (8-lacton), 11 — quinie, 12 —
shikimie, 13 — glycollic, 14 — gallic, 15 — lactic, 16 — glyoxylic (sodium salt).
Paper Whatman No. 1, ascending chromatography

Obok tych wyrdzniajacych sie plam kwasnych wystepujg na chroma-
togramach jeszcze inne, mniej wyrazne, czesto zlewajgce sie ze sobg, na
ogol o niewysokich wartoéciach R;. Z reguly wystepuje tez plama kwasna
w miejscu naniesienia ekstraktu (R; réwne 0 we wszystkich rozpuszezal-
nikach).
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Analiza rechromatograficzna kwaséw jednokarboksylowych rozwinie-
tych pierwotnie w rozpuszczalniku BH wykazuje, ze w bobiku poza kwa-
sami dwu- i tréjkarboksylowymi, ktéorych R; w tym rozpuszczalniku wy-
nosi 0, wystepuje jeszcze co najmniej 6 innych kwasow. Poréwnanie ich
z wzorcami oSmiu kwasow jednokarboksylowych alifatycznych i cyklicz-
nych (ryc. 1) wskazuje na to, ze moga by¢ miedzy nimi kwasy chinowy,
szikimowy i ewentualnie glukuronowy.

Jesli chodzi o zawartosé kwaséw w poszezegolnych organach i fazach
rozwoju bobiku, to na podstawie poréwnania poszezegolnych chromato-
gramow przedstawia sie ona. nastepujaco: Ilos¢ kwasow znajdujgcych
si¢ w suchych nasionach (z czego wiekszo$¢ stanowi kwas cytrynowy)
wzrasta w czasie ich moczenia. W okresie kielkowania (od trzeciego do
szostego dnia) zaznacza sie ubytek kwaséw w nasieniu. W szczegdlnosci
eluat kwasow jednokarboksylowych z rozpuszczalnikéw SchA i SchB,
daje w tym stadium na rechromatogramach w rozpuszczalniku BH tylko
jedng plame o wartosci R; 0,16—0,19. W dalszym ciggu w rozwoju rosliny
ilos¢ kwaséw silnie wzrasta. Maksimum ich zawartosci wykazuja mlode
liscie, przy czym z kwasow zidentyfikowanych pierwsze miejsce zajmuje
w nich znowu kwas cytrynowy. Zawarto$§¢ kwasow w starych lisciach,
majacych juz tendencje wiedniecia i obumierania, jak rowniez w naj-
mlodszych, dopiero rozwijajgcych sie, jest mniejsza. Jeszceze mniejsza ilo§é
kwasow wystepuje w pakach szczytowych, lodygach i korzeniach, przy
czym w tych ostatnich na pierwsze miejsce wysuwa sie kwas jablkowy.
W kwiatach, w wykrywalnych ilosciach, stwierdzono tylko kwas cytry-
nowy.

DYSKUSJA WYNIKOW

Wyniki naszych badan sg w zasadzie zgodne z dotychczasowymi pra-
cami, aczkolwiek nie wszystkie kwasy, podawane jako typowe dla roslin
motylkowatych, udalo si¢ nam wykry¢ na chromatografach. W szczegol-
nosci nie moglismy zidentyfikowaé¢ pospolitego u motylkowatych kwasu
malonowego (Bentley 1952; Soldatienkow, Mazurowa 1957;
Young, Shannon 1959), ktéory w bobiku wystepuje w dosy¢ dul—
zych ilosciach, zwlaszcza w korzeniach roslin rosngcych w warunkach
deficytu potasowego (Coic, Lesaint 1960). By¢ moze jednak, ze nie
pozwalaly na to stosowane przez nas rozpuszczalniki. W SchB, wartos¢ Ry
kwasu malonowego jest bardzo zblizona do kwasu winowego, a przy tym
oba te kwasy moze maskowaé¢ wystepujaca w tym samym miejscu silna
nie zidentyfikowana plama. W SchA, podobnie jak w wiekszosci rozpusz-
czalnikow kwasnych, wartos¢ R; kwasu malonowego jest nieco nizsza od
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kwasu bursztynowego. Nie jest wykluczone, ze wystepujaca w tym roz-
puszczalniku plama. niekiedy nawet dosy¢ silna, a zawsze rozmyta, jak
wszystkie plamy o duzych wartosciach R;. ktora przyjmowaliSmy za kwas
bursztynowy na podstawie jej polozenia i reakcji specyficznej, w rzeczywi-
stoscl jest mieszang plamg kwasow bursztynowego i malonowego. Wobec
braku wzorca nie mogliSmy réwniez zidentyfikowa¢ chromatograficznie
kwasu glicerolowego, ktéry wystepuje w bobiku w powaznych ilosciach,
szczegblnie w lisciach (Morrison, Dekock 1959; Coic, Lesaint
1960).

Duza zawartos¢ kwasu jablkowego w korzeniach, ktéra stwierdzili
rowniez Coic i Lesaint (1960), potwierdza wybitna role systemu
korzeniowego w pobieraniu i wigzaniu dwutlenku wegla (Kursanow
1957; Jackson, Coleman 1959).

Identyfikacja na chromatogramach kwasow rozwijajacych sie w roz-
puszczalniku BH napotyka na duze trudnosci. Na podstawie polozenia
plam w rozpuszczalnikach SchA, SchB, i SM mozna przypusci¢ obecnosé
kwasow chinowego, szikimowego i glukuronowego. Dwa pierwsze zostaly
znalezione w tkankach bobiku (Coic, Lesaint 1960). Kwas glukuro-
nowy jest szeroko rozpowszechniony w tkankach roslinnyeh (Ookubo
1957) podobnie zreszta jak i inne kwasy uronowe, i to nie tylko w stanie
wolnym, lecz zwlaszeza jako skladnik poliuronidéow (hemiceluloz). Kwasy
uronowe wystepuja razem z innymi kwasami w ekstraktach z tkanek
roslinnych i pojawiaja sie na chromatogramach niejednokrotnie w duzych
ilosciach (Kursanow, Kulajewa 1957). W tkankach ro§linnych
w ogole tworza sie réznego typu kwaéne produkty utleniania cukréw
(Bell 1955; Soldatienkow, Mazurowa 1956b), jednak ich
identyfikacja wylacznie na podstawie chromatografii bibulowej jest prak-
tycznie niemozliwa. Nie jest wykluczone ze do jakiegos zwigzku tego typu
nalezy réwniez plama kwaéna o R; zblizonym do kwasu winowego; sam
kwas winowy nie byl dotychczas znaleziony w bobiku.

S’I‘Ri?}SZCZENIE

Przy pomocy chromatografii bibulowej badano kwasy organiczne w oczyszezo-
nych alkoholowych wyciagach z tkanek bobiku. Do analizy brano nasiona suche,
moczone 24, 36 i 48 godzin, nasiona kietkujace w glebie oraz liscie, todygi, korzenie
i kwiaty roélin hodowanych w kulturach wazonowych w ziemi kompostowej.
We wszystkich stadiach rozwoju i we wszystkich organach, z wyjatkiem kwiatéw,
stwierdzono obecnoéé¢ kwaséw: cytrynowego, jablkowego i niewielkich ilosci bur-
sztynowego oraz fumarowego; w zielonych organach znaleziono réwniez kwas szcza-
wiowy. Analiza rechromatograficzna kwaséw jednokarboksylowych wykazala obec-
no§¢ w tkankach co najmniej sze$ciu tego typu zwiazkéw miedzy innymi kwaséw
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chinowego i szikimowego. W duzych iloSciach wystgpujg prawdopodobnie kwasy
uronowe, blizej nie zidentyfikowane, oraz inne kwasne produkty utleniania cukrow.
Ilo§¢é kwaséw znajdujacych sie w suchych nasionach wzrasta w czasie moczenia,
nastepnie maleje nieco w okresie kielkowania (3—6 dni), po czym znowu wzrasta,
osiggajac maksimum w lisciach. W nasionach suchych, kielkujacych i w zielonych
organach roslin wiekszoé¢ stanowi kwas cytrynowy. Jest on takze jedynym kwasem
znalezionym w kwiatach. W korzeniach natomiast na pierwszym miejscu znajduje
sie kwas jablkowy. Dokladne iloéciowe badania zawartodci kwaséw organicznych
w réznych organach bobiku w czasie jego rozwoju sg w tcku.

Zal:tad Biochemii
Katedry Fizjologii Roslin
Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu (Wplyneio dn. 8.1.1961 r.)

SUMMARY

Organic acids in purified alcoholic extracts from horse bean tissues have been
investigated by means of paper chromatography technigue. Dry seeds and those
being soaked during 24, 36 and 48 hours, then the seeds germinating in soil as well
as leaves, stems, roots and flowers of plants cultivated in pot cultures, were
analysed. In all stages of growth as well as in all tissues, except for the flowers,
citric, malic, and small quantities of succinic and fumaric acids have been found:
in the green tissues, oxalic acid has also been detected. At least six different mono-
carboxylic acids, among them the quinic and shikimic ones, have been demonstrated
in horse bean tissues by means of rechromatographic analysis. The uronic acids
not yet identified are possibly present in the tissues in big quantities as well as
. some other acid oxidation products of sugars. The quantity of acids available in the
dry seeds increases while soaking to diminish in the period of germinaticn (3 to
6 days) and finally grow again, reaching its maximum in the leaves. In dry seeds
as well as in the soaked ones and in green plant tissues, citric acid makes the
greater part; it is also the only acid found in the flowers. In the rocoets, however,
malic acid is predominant. Detailed quantitative investigations of crganic acid content
in different growing tissues of horse bean are continued.
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