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ZASTOSOWANIE CHROMATOGRAFII GAZOWEJ
W ANALIZIE HORMONOW ROSLINNYCH

Metoda chromatografii gazowej zostala po raz pierwszy zastosowana
w badaniach biochemicznych przez Jamesa i Martina w 1952 r. (25). Od
tego czasu metodzie tej poswiecono wiele uwagi. Zastosowaniu chromato-
grafii gazowej w analizie chemicznej poSwiecono szereg opracowan nau-
kowych (3, 5, 7, 31, 36, 42, 45). Teoria chromatografii gazowej oraz zasada
dzialania réznych detektoréw jest szeroko opisana w podrecznikach oraz
pracach specjalistycznych (23, 24, 29, 33, 35, 40, 41). Ze wzgledu na coraz
szersze zastosowanie chromatografii gazowej, a szczegdlnie w polgczeniu
ze spektrometriag masowsg do analizy mikroilosci zwigzké6w w materiale
ro$linnym, zwlaszcza zwigzkéw hormonalnych, celowe wydaje sie przed-
stawienie metodyki dotyczgcej przygotowania prébek hormonéw oraz wa-
runkéw ich analizy.

Zastosowanie chromatografii gazowej w analizie hormonéw roslin-
nych pozwala z jednej strony na stosunkowo latwg i szybks identyfika-
cje poszczegdlnych hormonéw, z drugiej strony. umozliwia badanie sto-
sunkowo mniej doczyszczonych ekstraktéow roslinnych. Nie bez znaczenia
jest takze wysoka czulos¢ metody.

Wykorzystujge chromatografie gazowa mozna oznacza¢ jakosciowo
i ilo§ciowo substancje hormonalne w stezeniach nizszych niz w najbardziej
specyficznych biotestach. Dla przykladu przy pomocy biotestu mozna
wykryé stezenia 0,001 pg, natomiast przy zastosowaniu chromatograféw
wysokiej klasy wykrywa sie stezenie rzedu np. 1076 — 107> ug ABA * (37).

Wiekszosé poznanych dotad hormondéw roslinnych, oprécz etylenu to

*) Wykaz stosowanych skrotow:
ABA — kwas abscysynowy, GA — giberelina, IAA — kwas indolilooctowy, IAcA —

kwas indoliloakrylowy, IBA — kwas indolilobutyrylowy, ICA — kwas indolilokarbo-
ksylowy, IPA — kwas indolilopropionowy, ILA — kwas indolilolaktonowy, 50HIAA
— kwas 5-hydroksyindolilooctowy, 15CA — kwas 5-indolilokarboksylowy, 12CA —
kwas 2-indolilokarboksylowy, ME — estry metylowe, TMS — pochodne sililowe,
TMSME — etery sililowe estré6w metylowych.
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substancje stale, stosunkowo trwalte chemicznie, o charakterze slabych
kwasow. Hormony roslinne z wyjatkiem etylenu nie mogg by¢ poddane
chromatografii gazowej w ich pierwotnej postaci. Odznaczajg sie one zbyt
stabg lotnoscig oraz posiadajg grupy reagujgce z wypelnieniem kolumny.
Dlatego tez hormony roslinne przed poddaniem ich chromatografii gazo-
wej nalezy przeprowadzi¢ w odpowiednie bardziej lotne pochodne.
W chromatografii gazowej hormonéw roslinnych najczesciej analizowa-

nymi pochodnymi sg estry metylowe, pochodne sililowe oraz etery sililowe
estrow metylowych.

Metylacja

Estry metylowe hormonéw ro$linnych otrzymuje sie w wyniku me-
tylacji za pomocg roztworu tréjfluorku boru (12, 42) lub dwuazometanu
(31). Metylacja dwuazometanem znalazila jednak wieksze zastosowanie.
Przeprowadza sie jg wg metody Schlenka i Gellermana (34) lub wg mo-
dyfikacji Powella (31). Metylacje przeprowadza sie wykorzystujgc zestaw
trzech probéwek przedstawiony na rys. 1. Probéwki powinny byé
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Rys. 1. Najcze$ciej stosowany uklad do przeprowadzania metylacji kwasdw orga-

nicznych

zamkniete teflonowymi korkami i polgczone teflonowymi wezykami.
W pierwszej probéwce znajduje sie eter lub chlorek metylu, w drugiej
1 ml 60%, wodorotlenku potasowego i 1,5 ml carbitolu. Trzecia probéwka
zawiera 2—3 ml 109, metanolu w eterze lub chlorku metylenowym,
w ktérych rozpuszczony jest badany zwigzek lub mieszanina. Dwuazome-
tan (CH,N,) powstaje w proboéwce drugiej po dodaniu 115 mg diazaldu
rozpuszczonego w 1,5 ml eteru lub chlorku metylenowego wg reakcji:
p—CH, C¢H,SO,N(NO) CH; + KOHp—CH; C¢H, SO, OK-}+CH,N,-}+H,0
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Powstanie dwuazometanu uwidacznia sie pojawieniem sie w probdéwce
drugiej zo6ltego zabarwienia. Dwuazometan zostaje rozcienczony w stru-
mieniu azotu nasyconym eterem lub chlorkiem metylenowym i jest prze-
noszony z probowki drugiej do trzeciej. W proboéwce trzeciej zachodzi na-
tychmiastowa metylacja. Jedynym produktem ubocznym tej reakcji jest
azot, co stanowi powazng zalete dwuazometanu jako czynnika estryfiku-
jacego. Metanolowi przypisuje sie role katalizatora tej reakcji (34). Po
pojawieniu sie w probdwce trzeciej z6ltego zabarwienia, pochodzgcego od
nadmiaru dwuazometanu, nalezy ja odigczy¢, a roztwér odparowaé w stru-
mieniu azotu. Dwuazometan jest zwigzkiem bardzo toksycznym i silnie
wybuchowym. Przy przeprowadzaniu metylacji nalezy zachowaé¢ odpo-
wiednie warunki bezpieczenstwa, uzywajgc niewielkich ilosci diazaldu
oraz przeprowadzajgc reakcje pod sprawnym wyciagiem. Zaleca sie sto-
sowanie okularéw ochronnych oraz gumowych rekawiczek. Dwuazometan
jest dobrym czynnikiem metylujgcym stosowanym szczegélnie do kwa-
s6w trudno ulegajgcych metylowaniu. Zwigzek ten nie jest jednak chet-
nie uzywany ze wzgledu na jego wlasciwosci wybuchowe.

Sililacja

Sililacja stabych kwaséw organicznych jest niewgtpliwie bezpieczniej-
szg metodg tworzenia lotnych pochodnych. Reakcja zachodzi wg przed-
stawionego schematu (rys. 2). Metoda ta wymaga bardzo Scistego prze-
strzegania bezwodnego $rodowiska w mieszaninie reakcyjnej, gdyz uwod-
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nienie moze powodowaé¢ odwrdcenie reakcji. Przy niedoborze czynnika
sililujgcego tworzy sie wiecej niz jedna pochodna badanego zwigzku, stad
tez konieczne jest stosowanie nadmiaru odczynnika. Sililacje hormondéw
roslinnych przeprowadza sie uzywajgc N, O-bis (tréjmetylosililo) aceta-
midu (BSA) jako odczynnika sililujgcego. W chromatografii gazowej hor-
monéw roslinnych stosuje sie réwniez tréjmetylosililowe etery estréw
metylowych badanych substancji (10). Wedlug tej metody rozpuszczone
w suchej pirydynie probki estréw metylowych traktuje sie roztworem:
pirydyna : szesciometylodwusilizan : chlorek tréjmetylosililowy w propor-
cji 10:2:2,

Chromatografia gazowa giberelin

Analiza giberelin w materiale roslinnym sprawia szczegb6lnie duze
trudnosci ze wzgledu na ogromng liczbe tych zwigzkéw i ich chemiczne
podobienstwo (20).

Chromatografie gazowg analizy giberelin zastosowali po raz pierwszy
Ikekawa i wsp. w 1963 r. (19). Autorzy ci chromatografowali metylowe
estry standardowych giberelin od A;—Ay na kolumnach z fazami cie-
kitymi QF-1 i SE-30. Uzyskane wyniki wykazaly, ze faza ciekla QF-1 daje
lepszy rozdzial giberelin A; od A; i A; od A, Piki wszystkich badanych
giberelin byly ostre i wysokie, jedynie pik gibereliny Ag byl zbyt szeroki
na SE-30, a na QF-1 giberelinie A; odpowiadalo kilka pikéw.

Cavel i MacMillan 1967 (10) uzywajac wypelniaczy QF-1 i SE-30 prze-
prowadzili identyfikacje 17 giberelin w niedojrzalych nasionach Phaseolus
multiflorus (tab. 1). Hormony te rozdzielano jako estry metylowe i etery
sililowe estrow metylowych. Gibereliny A;, A,, As, Ag, Aq, wykryto w su-
rowym kwasnym ekstrakcie z niedojrzatych nasion bezposrednio po estry-
fikacji. Na kolumnie QF-1 nie udalo sie jednak rozdzieli¢ estréw metylo-
wych giberelin A;, A,, A; co zaprzeczylo danym uzyskanym przez lkeka-
wa (19). Metylowe pochodne giberelin As i Ajp nie rozdzielaly sie na zad-
nej ze stosowanych kolumn. Niektére zmetylowane gibereliny odznacza-
jace sie dlugimi czasami retencji mialy zbyt szerokie piki na kolumnie
wypelnionej QF-1. Natomiast wszystkie etery sililowe estréw metylo-
wych dawaly na obu kolumnach ostre piki.

Gibereliny A;, A;, A; oraz As i Ay sg latwo odroézniane jesli sg chro-
matografowane jako etery sililowe estrow metylowych (TMSME). Gibere-
liny Aq i Ay sg najlepiej rozdzielane jako TMSME pochodne. Metylowy
ester gibereliny As chromatografowany na obydwu wypelnieniach cha-
rakteryzowal sie bardzo dlugimi czasami retencji i zbyt szerokimi pikami.
Giberelina Ay jest tatwo wykrywana dopiero po przeprowadzeniu jej
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Tabela 1

Czasy retencji ME i TMSME pochodnych giberelin wg Cavella MacMillana (10)

Etery sililowe estréow
Estry metylowe ¥

metylowych
Gibereliny
a) 2% QF-1 | b) 2% SE-33 | c¢) 2% QF-1 | d) 29, SE-33
A, 19,7 14,7 16,3 16,8
A, - 20,7 15,1 23,1 8,3
A, 20,6 17,6 19,1 18,3
A, 8,4 7,4 11,2 8,9
A; 10,4 6,7 11,3 8,1
A 17,1 9,4 19,1 11,4
Ay 9,1 7,9 12,8 9,5
Ag 38,6 30,7 20,7 29,3
Ay 4,3 3,9 (7,4) (4,5)
Ao 10,4 ‘ 6,9 16,0 10,8
A 6,9 | (12,3) (6,0)
A, 2,0 4,0 (3,5) 4,9)
Az 6,2 11,9 6,2 12,2
Ay 48 8,4 4,5 8,7
Ajs 14,6 9,9 (24,9) (12,4)
Bambo 8,7 9,9 9,8 12,9
Lupinus 10,7 16,5 6,9 13,3
5 Cholestan 3,1 20,4 5,1 23,3
Aparat — chromatograf Pye 104, detektory plomieniowo-jonizacyjne, kolumny

szklane 5 stop X i, 2%, SE-33 i 29/, QF-1 na silanizowanym Gaschrom Q

a) temperatura kolumn 201°C, gaz no$ny N,, predko$§é przeptywu 60 ml/min
b) temperatura kolumn 190°C, gaz no$ny N, predko§é przeplywu 80 ml/min
¢) temperatura kolumn 179°C, gaz no$ny N, predko$é przeptywu 84 ml/min
d) temperatura kolumn 187°C, gaz no$ny N, predko$¢ przeptywu 75 ml/min
‘W nawiasach podano tg metylowych estréow.

w sililowy eter estru metylowego, przy czym lepszy rozdzial uzyskano
na kolumnie SE-33. Estrow metylowych giberelin A; i Ay i ich eteréw
sililowych nie udalo sie jednak rozdzieli¢ na zadnej z uzywanych kolumn
(25).

Cavel i MacMillan (10) zauwazyli korelacje miedzy czasem retencji
estrow metylowych giberelin rozdzielanych na QF-1, a iloScig grup hy-
- droksylowych lub epoksydowych. Najkrétszymi czasami retencji charak-
teryzuja sie gibereliny A;; i Ay nie posiadajace zadne] z rozpatrywanych
grup. Dluzszymi czasami retencji odznaczajy sie kolejno gibereliny A,,,
Ay, Ay, A4 giberelina ,,Bambo”, A, As i A;p natomiast ,,Lupinus” 1, As,
A,, A; i A, zajmuja miejsce posrednie. Najdluzszym czasem retencji cha-
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rakteryzujg sie giberelina A, ktéra posiada trzy grupy hydroksylowe. Spo-
sroéd przebadanych 17 giberelin jedynie A,; nie podlega tej zaleznosci.
W wyniku dalszych badan (25) okazalo sie, ze tej zalezno$ci nie podlegaja
takze inne gibereliny.

Gibereliny mozna réwniez badaé jako sililowe pochodne otrzymane
bezposrednio bez uprzedniej metylacji. Davis i wsp. (11) zidentyfikowali
trojmetylosililowg (TMS) pochodng kwasu giberelowego w czeSciowo
oczyszczonych ekstraktach z owocéw bawelny. Gibereliny A; Ag Ay A, -
1 A; zostaly wykryte jako TMS pochodne w dwéch mutantach genowych
Lycopersicum esculentum (30).

Do indentyfikacji zastosowano SE-30, SE-52 oraz OV-22. Pochodne
sililowe giberelin A; i A; nie rozdzielaly sie na kolumnie SE-30 natomiast
rozdzielaly sie na pozostatych.

Stwierdzono, ze czasy retencji dla giberelin A, i A; s3 identyczne na
SE-30 i OV-22, a na SE-52 r6znig sie tylko w nieznacznym stopniu.

Tabela 2

Wzgledne czasy retencji metylowych pochodnych indoli wg Grunwald i wsp. (16)

Stosowane wypelnienia kolumn
Estry zwigzkéw 3,5% 30/, HI-EFF
indolowych Versamid * 3BP 4,89/, SE-52 7,3%, SE-30
900 (b) (c) (d)
(a)
Etyl IAA 1 1 . 1 1
ICA 2,26 1,79 0,84 0,99
IAA 0,96 1,02 1,09 0,99
IPA 1,09 1,25 1,23 1,05
IBA 1,48 1,78 1,53 1,47
ILA 2,72 3,6 1,79 1,91
IAcA 7,19 6,29 2,65 2,53
12CA 0,33 0,35 0,40 0,45
ISCA 1,49 . 1,34 0,87 0,84
5-OH IAA 2,16 2,82 1,72 1,76

Chromatograf Research Specialties model 600, kolumny 1,83 m X 6 mm, detektor
jonizacyjny (90 Sr)

a) temperatura kolumn 205°C, detektor 300°C, gaz noSny Ar, predko$§é przeplywu
110 ml/min '

b) temperatura kolumn 110°C, detektora 210°C, gaz no$ny Ar, predko§é przepltywu.
110 ml/min

c¢) temperatura kolumn 210°C, detektora 300°C, gaz noSny Ar, predko§é przeplywu.
110 ml/min

d) temperatura kolumn 208°C, detektora 300°C, gaz no$ny Ar, predko$§é przeplywu-
110 ml/min

Fazy ciekle nanoszono na Anakrom ABS 70/80 mesh.
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Aung i wsp. (2) zastosowali chromatografie gazowg do identyfikacji
giberelin jako TMSME pochodnych w réznych tkankach cebuli Tulipa
gesneriana. Autorzy wykryli w frakcji wolnych giberelin z tusek tulipana
gibereliny A;, A,, A; A, natomiast w frakcji zawierajacej gibereliny
w-formie zwigzanej znajdowala sie jedynie giberelina A,. W korzeniu wy-
kryto gibereline A;, w frakcji wolnej i giberaline A, w zwigzanej. Stan-
dartowe gibereliny A,, As, A; nie ulegly rozdzieleniu na uzywanej przez
tych autoréw kolumnie. Przy pomocy chromatografii gazowe]j stwierdzono
takze obecno$§¢ szeregu réznych giberelin, analizowanych w postaci estréw
metylowych, w dojrzalych nasianach Cucumis sativus i Cucumis melo 7).

Stosujac estry metylowe i etery sililowe estréw metylowych mozna
obecnie identyfikowa¢ za pomocy chromatografii gazowej przeszio 20 gi-
berelin. Do oznaczania giberelin za pomocg chromatografii gazowej nada-
Ja sie szczegblnie ich pochodne tréjmetylosililowe estréw metylowych,
ktére charakteryzujg sie krotszymi czasami retencji i ostrzejszymi pikami
niz odpowiadajgce im estry metylowe. Metylowe pochodne majg zbyt dlu-
gie czasy retencji i zbyt szerokie piki, co utrudnia ilogciowe i jakosciowe
ich okreslenie.

Dodatkowa zaletg chromatografii gazowej w badaniach giberelin jest
eliminowanie niekorzystnego wplywu prostych kwaséw organicznych,
ktére przeszkadzajag w rozdziale giberelin za pomoca chromatografii cien-
kowarstwowej. W chromatografii gazowej kwasy te opuszczajg kolumne
chromatograficzng razem z rozpuszczalnikiem, nie zaklécajac w ten spo-
s6b analizy giberelin.

Chromatografia gazowa auksyn

Jakkolwiek auksyny, a szczegélnie IAA, nalezg do grupy najwczesniej
poznanych hormonéw roslinnych, technike chromatografii gazowej do ich
analizy wprowadzono nieco pézniej niz do analizy giberelin. Chromato-
grafia gazowa auksyn sprawia znacznie mniej klopotéw niz zZwigzkow
z grupy giberelin.

Chromatografie estréw metylowych, propylowych i butyrylowych
kwaséw indolowych stosowali Stowe i Schilke (42). Catkowity rozdziatl
badanych zwiazkéw uzyskali autorzy na zlozu Versamid 900 dla estréw
propylowych i butyrylowych. Uzywajgc pochodnych metylowych Powell
(31) zidentyfikowal kwas 3-indolilooctowy w kukurydzy oraz nitryl kwasu
3-indolilooctowego w kapuscie. Dedio i Zalik (12) chromatografowali neu-
tralne zwigzki indolowe oraz estry metylowe i propylowe kwasnych indo-
li. Uzyskali calkowity rozdzial estré6w metylowych i propylowych kwaséw
indolilooctowego, indolilobutyrylowego. Dluisze czasy retencji uzyskano
dla pochodnych propylowych. Autorzy ci otrzymali najlepszy rozdzial ba-
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danych zwigzkow stosujac faze ciekla SE-30, natomiast Versamid 900 oka-
zal sie mniej przydatny. Wyniki te nie zostaly potwierdzone w pracy
Grunwalda (16). Autor ten przebadal rozdzial metylowych pochodnych
zwiazkéw indolowych uzywajac szeregu faz cieklych: Versamid 900,
Se-30, SE-52 i HI-EFF-8BP (tab. 2). Najlepszym zlozem do rozdzialu
tych zwigzkéw okazal sie Versamid 900, a najgorszym SE-30. Sposréd 10
estrow metylowych zwigzkéw indolowych jedynie dwa estry indolilo-3-
-butyrylowy i indolilo-5-karboksylowy rozdzielaly si¢ niedostatecznie.
Rozdzielono je dopiero uzywajac HI-EFF-8BP jako fazy cieklej. Przy po-
mocy chromatografii gazowej zidentyfikowano tez kwas indolilooctowy,
indolilokarboksylowy, indolilopropionowy, 1ndohlobutyrylowy w Nicotia-
na glauca i N. langsdorffii (4).

Chromatografia gazowa niektérychroslinnych
inhibitoréw wrostu

Chromatografie gazowsg zastosowano rowniez do identyfikacji i iloscio-
wego oznaczania w materiale roslinnym kwasu abscysynowego powszech-
nie wystepujacego hormonu o charakterze inhibitora wzrostu. Pierwsze
doniesienia na ten temat ukazaly sie w 1968 r. jednoczesnie z kilku
laboratoriéw. Gaskin i MacMillan (14) oznaczyli kwas abscysynowy bez-
posrednio po metylowaniu nieoczyszczonej kwasne]j frakeji z soku jablek.
W tej frakcji wykryto réwnocze$nie dwa izomery kwasu abscysynowego
(ABA), cis-trans ABA, trans-trans ABA. Wyniki te potwierdzono stosujac
chromatografie gazowa z spektrometrem masowym jako detektorem.
W tym samym roku Lenton i wsp. (21) wykryli ABA w postaci estru me-
tylowego przy pomocy chromatografii gazowej w soku z drewna Salix
viminalis. Przy pomocy chromatografii gazowej stwierdzono réwniez wy-
stepowania kwasu abscysynowego w oczyszczonych ekstraktach z Betula
pubescens, Citrus medica i Taxus baccata po ich uprzednim zmetylowaniu
(21). Kwas abscysynowy oznaczono takze jako pochodng sililowa, w cze-
Sciowo oczyszczonych ekstraktach z owocéw bawelny (11). Kochankov
i wsp. (18). uzyli chromatografii gazowej do identyfikacji izomeréw cis-
-trans i trans-trans ABA w gruszkach.

Lenton i wsp. (21, 22) zastosowali chromatografie gazowg takze do ilos-
ciowego oznaczania kwasu abscysynowego. Seeley i wsp. (38) przy pomo-
cy tej metody okre§lili zawarto§é izometréw cis-trans ABA i trans-trans
ABA w postaci estréw metylowych w soku jabtek. Kepczynski i wsp. (nie-
publikowane dane) zastosowali chromatografie gazowa do oszacowania
zawartosci cis-trans ABA w owocach zurawiny.

Za pomocg chromatografii gazowej w polgczeniu ze spektrometrig ma-
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Tabela 3

Czasy retencji ME i TMS pochodnych ABA wg rézZnych autoréw

Pochodne ABA Rodza{{ g{lgg&lnienia Czas (;:)tencji
TMS cis-trans ABA SE-30 16,8
TMS trans-trans ABA SE-30 17,6
TMS cis-trans ABA QF-1 17,6 a (11)
TMS trans-trans ABA QF-1 18,4
ME cis-trans ABA DC 200 12,0
ME trans-trans ABA DC 200 16,5 b (37)
ME cis-trans ABA OoV-1 8,5 ¢ (18)
ME cis-trans ABA SE-30 4,7 d (Kepczynski

i wsp. niepubl. dane)

ME cis-trans ABA XE-60 4,8
ME-fazeinowy DC 200 11,0 e (44)
a) Chromatografy Varian Aerograph Model 204 i 650, kolumny stalowe 5 stép X

b)

c)

d)

e)

X 1,8 cala, detektor ptomieniowo-jonizacyjny, gaz noSny N,, predko$§é przepltywu
25 ml/min, powietrza 300 ml/min, H, — 25 ml/min, program temperatury 60—
—220°C z szybkoScig 12,8 lub 9,1, temperatura dozownika 180°—190°C, detektora
190°C.

Barber-Colman model 5000, kolumny szklane U-ksztaltne 6)X3 mm, DC 200 na
Analabs SD 60—70 mesh, temerpatura kolumny 200°C, dozownika 210°C, detekto-
ra 225°C, gaz noSny Argon, predko§é przeptywu 120 ml/min.

Chromatograf LKB-2091 GL z spektrometrem masowym, kolumny szklane
1,5 m X 2 mm, 2%, OV-1 na Chromosorbie W 60—80 mesh, temperatura poczat-
kowa 150°C, koficowa 250°C, szybko§é przyrostu temepratury 5 C/min, gaz nos$ny
hel, predko§é przeptywu 30 ml/min.

Chromatograf Willy Giede — 18,3, detektory plomieniowo-jonizacyjne, koluriny
2 mm X 4 mm, 29, SE-30 na Gaschrom Q 80—100 mesh, temp. kolumn 220°C,
dozownika 300°C, detektora 260°C, gaz no$ny azot, predko$§é przeplywu 25 ml/min,
20/, XE-60 na Gaschrom Q 80—100 mesh temp. kolumn 250°C, dozownika 310°C,
detektora 270°C, predko$é przeptywu N, 37,5 ml/min.

Hewlett-Packard Model 15750, detektor rekombinacyjny, kolumny szklane
183 ecm X 2 mm, 3%, DC-200 na Gaschrom Q 60—80 mesh, temp. kXolumn' 169°C,
gaz noSny Argon: metan (95 : 5) predko§é przeplywu 25 ml/min.

sowg MacMillan i Pryce (25) wykryli kwas fazeinowy w postaci pochod-
nej metylowej oraz oszacowali jego zawarto§¢ w nasionach Phaseolus mul-
tiflorus. Estry metylowe kwasu fazeinowego oraz kwas abscysynowy zo-
staly oznaczone w oczyszczonych ekstraktach quphyllum daigremontia-
num (15). Metoda chromatografii gazowej w analizie jakosciowej i ilo-
Sciowej ABA w materiale roS§linnym nie stwarza specjalnych probleméw.
ABA bada sie w postaci estréw metylowych lub pochodnych sililowych
na zlozach SE-30, SE-33, QF-1, OV-17, DC-200, XE-60.

5 — Postepy Nauk Roln. 1/76
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Chromatografia gazowa cytokinin

Hormony ro$linne takie jak kwas abscysynowy, gibereliny i auksyny
byly analizowane metodg chromatografii gazowej jako estry metylowe,
pochodne sililowe lub etery sililowe estréw metylowych. Natomiast cyto-
kininy mogg byé chromatografowane jedynie w postaci sililowych pochod-
nych. Most i wsp. (27) skutecznie rozdzielili w postaci sililowych pochod-
nych trzy podstawowe cytokininy: kinetyne, zeatyne, dwuhydrozeatyne
oraz dwa rybozydy: rybozyd kinetyny i rybozyd zeatyny. Upper i wsp.
(44) podaja czasy retencji dla 14 cytokinin (tab. 4). Autorzy ci uzyli chro-

Tabela 4

Czasy retencji i wzgledne czasy retencji puryn i ich pochodnych
wg Uppera i wsp. (44)

Rodzaj wypelnienia kolumn

Pochodne purynowe 2%, QF-1

tR r
Metyloadenina 1,1— 1,3 0,082
Adenina 1,3— 14 0,121
Kinetyna 1 pik 3,8 0,335
2iP 45— 4,7 0,398
Guanina 5,0— 5,7 0,404
Kinetyna 2 piki 6,5 0,57
Dwuhydrozeatyna 7,0 0,62
Zeatyna 85— 8,9 0,75
6-benzyloaminopuryna 8,8 0,78
Adenozyna 1 pik 9,2— 9,4 0,81
Adenozyna 2 piki 9,9—10,2 0,87
Guanozyna 11,3—11,6 1,0
2iPA 11,55 1,0
Rybozyd kinetyny 13,0 1,14
Rybozyd zeatyny 14,3 1,27

Chromatograf Aerograph model 1520-A, kolumny szklane 1,5 mm X 1,5 mm, 29,
QF-1 na Gaschrom Q 80/100 mesh, detektor plomieniowo-jonizacyjny, gaz noSny N,
predko$é przeplywu 28 ml/min.

matografii gazowej do analizy cytokinin w hydrolizatach t-RNA i filtra-
tach kultur Agrobacterium tumefaciens. W hydrolizatach drozdzowych
t-RNA wykryto 6-(3 metyl-2-butenylamine), 9-B-D-rybofuranozylpuryny
(2 i PA) natomiast w filtratach kultur Agrobacterium tumefaciens 6-(3 me-
tyl-2-butenylaminopuryne (2 i P). Najczesciej stosowanymi wypelniacza-
mi kolumn w gazowej chromatografii cytokinin sa SE-33, QF-1.
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Chromatografia gazowa etylenu

Wszystkie oméwione powyzej hormony roslinne wymagaja odpowied-
niego przygotowania zanim moga by¢ poddane analizie technika chroma-
tografii gazowej. Spoéréd znanych hormondéw roslinnych jedynie etylen
jako substancja gazowa w normalnych warunkach moze byé analizowany
bezposrednio. Po raz pierwszy chromatografie gazowa do oznaczania en-
dogennego etylenu zastosowali w 1959 r. Burg i Stolwijk oraz Burg i Thi-
mann (9). W chromatografii gazowej etylenu szczegélng trudnoéé przy po-
bieraniu go z materialu ro$linnego stwarza iloéciowe pobranie i wstrzyk-
nigcie probki. Powszechnie stosowanymi wypelniaczami w analizie etyle-
nu sg: Porapak Q i tlenek glinu.

Za pomocg chromatografii gazowej badano miedzy innymi produkcje
etylenu przez jablka (8) oraz przez segmenty owocéw, homogenat, mito-
chondria, mikrosomy i supernatant z jablek i pomidoréw (28). Przy po-
mocy chromatografii gazowej badano wydzielenie etylenu przez jablka
traktowane réznymi stezeniami kwasu giberelowego (6). Kepczynski i wsp.
(niepublikowane dane) badali produkcje etylenu przez jablka przechowy-
wane w kontrolowanych atmosferach. Okre§lano produkcje etylenu w po-
maranczach i grejfrutach (13). Chromatografie gazows zastosowano takze
do oznaczania mikroilosci etylenu w tkankach ksylemu (39). Uzywajac
techniki chromatografii gazowej oznaczano etylen we wszystkich gatun-
kach Magnifera indica i Persea americana (1).

Zastosowanie chromatografii gazowej do analizy hormonéw roslinnych
spotkalo si¢ z powszechnym zainteresowaniem biochemikéw i fizjologow
roslin ze wzgledu na fakt, ze technika ta pozwala identyfikowaé i ozna-
cza¢ ilosSci rzedu ulamkéw mikrograméw w malo oczyszczonych ekstrak-
tach gazowych.

Stosowanie tej techniki w analizie hormondéw roslinnych umozliwia
znaczne zmniejszenie wielkoSci préby analizowanego materialu, jak row-
niez wielokrotnie skraca, w poréwnaniu z biotestami, czas uzyskania wy-
nikéw. Stad tez mimo wysokiej ceny nowoczesnych chromatograféw ta
sprawna metoda rozdzialu jest coraz powszechniej stosowana w laborato-
riach biochemicznych i fizjologicznych.
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