ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA FITOHORMONOW

WPROWADZENIE

Chromatografia jest metoda rozdzielania sktadnikéw jednorodnych mieszanin w wyniku réznego
ich podzialu migdzy faze ruchomg i nieruchomg uktadu chromatograficznego. Faza ruchoma moze by¢
gaz lub ciecz, a fazg nieruchomg ciato state lub ciecz. Jesli faza ruchoma jest gaz, to chromatografia nosi
nazwe gazowej, gdy za$ fazg ruchomag jest ciecz to chromatografia taka nazywana jest cieczowa.

Analize technikg chromatografii gazowej (GC, Gas Chromatography) wykonuje si¢ zazwyczaj
w stosunkowo wysokich temperaturach, umozliwiajgcych odparowywanie nawet substancji statych. W
chromatografie gazowym, gaz nosny ze zbiornika pod ci$nienie ptynie do specjalnie skonstruowanego,
umozliwiajgcego wstrzykiwanie probek, dozownika a nastepnie, juz razem z probka przez kolumne do
detektora. Temperatura dozownika, kolumny i detektora jest regulowana i moze wynosié¢ nawet 350 °C.
Probke w postaci gazu, cieczy lub roztworu wprowadza si¢ do dozownika mikrostrzykawka lub
specjalnym zaworem dozujacym (glownie gazy). Probka w dozowniku zostaje przeprowadzona w stan
gazowy (odparowana w wysokiej temperaturze) i ze strumieniem gazu no$nego przeniesiona do
kapilarnej kolumny o dlugosci 20-30 metrow, gdzie nastgpuje rozdzielanie jej sktadnikow. Rozdzielone
sktadniki trafiajg kolejno do detektora, generujac w nim odpowiedni sygnat, ktory po wzmocnieniu
rejestrowany jest w postaci (chromatogramu) (patrz Rysunek 2.1).

Chromatografi¢ gazowa substancji gazowych i lotnych rozpuszczalnikéw przeprowadza si¢ w
niezmienionej postaci, jednakze w celu przeprowadzenia analizy organicznych substancji statych i
nielotnych rozpuszczalnikow anality nalezy przeprowadzi¢ w odpowiednie pochodne (derywatyzowac).
Lotnos$¢ substancji zwigksza si¢ poprzez zablokowanie ich polarnych grup funkcyjnych (-COOH, -OH,
NH,). Derywatyzacj¢ przeprowadza si¢ takze w celu zwigkszenia trwatosci termicznej analizowanych
substancji. W przypadku analizy kwasoéw karboksylowych, alkoholi, fenoli 1 amin najczesciej stosowang
metodg derywatyzcji jest metylacja i/lub sililacja.

10

1

12

Rys. 2.1. Schemat chromatografu gazowego

1 — zbiornik lub wytwornica gazu no$nego, 2 — regulator przeptywu gazu no$nego.
3 — odtleniacz 1 osuszacz (oczyszczalnik) gazu noSnego, 4 — przeptywomierz gazu
nos$nego. 5 — dozownik. 6 — kolumna. 7 — detektor. § — termostat kolumnv. 9 —
regulator temperatury dozownika, kolumny i detektora, 10 — urzadzenie dozujace,
11 — wzmacniacz sygnatu detektora, 12 — integrator lub komputer z drukarka albo
rejestrator



CWICZENIE

1. Oznaczanie iloSciowe etylenu metoda chromatografii gazowej GC-FID

Hormon roélinny etylen jest gazem. Ma on duze znaczenie przy regulacji dojrzewania owocoéw. Bez
niego nie dochodzi do maceracji tkanek i wytworzenia barwnikow karotenoidowych. Prekursorem
etylenu w komorkach jest metionina, a kluczowym enzymem w biosyntezie Syntaza kwasu
aminocyklopropanokarboksylowego (syntaza ACC lub najkrocej ACS). Aktywno$¢ tego enzymu
podlega rozlicznym regulacjom zaréwno na poziomie ekspresji gendéw, jak i na poziomie
potranslacyjnym. Jednym z czynnikow stymulujacych ekspresje genu ACS jest auksyna.

Istnieje wiele metod oznaczania etylenu, ale jedna z najwygodniejszych jest metoda GC-FID, czyli
chromatografii gazowej z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym. Produkowany przez ro$liny etylen
pobierany jest bezposrednio z atmosfery i wstrzykiwany do aparatu. Wykorzystujac technik¢ GC-FID
Zbadajmy wplyw auksyny na produkcje etylenu przez tkanki migkiszowe owocu jabloni.

Wykonanie

Do dwoch buteleczek o pojemnosci ok. 5 ml z zakr¢tkami z septum wprowadz po 1 g rozdrobnionego
na cienkie paseczki materiatu roslinnego. Do jednej z buteleczek oznaczonej ,,0” dodaj 0,5 ml wody
destylowanej, a do drugiej oznaczonej ,,JAA” dodaj 0,5 ml 10 mM roztworu IAA. Buteleczki zakrec,
zanotuj godzing i natychmiast za pomoca gazoszczelnej strzykawki przez septum pobierz kolejno w
odstepie 4 minutowym po 0.1 ml gazowej atmosfery z wnetrza buteleczek i wstrzyknij do dozownika
chromatografu gazowego. Dobrze zakr¢cone buteleczki odstaw na okres 1 godziny, po czym wykonaj
ponowne analizy atmosfery w buteleczkach. Nie odkregcajac buteleczek pozostawiamy je na dalsza
godzing i po raz kolejny dokonujemy pomiaroéw. Przed kazdym pobraniem proby do analizy strzykawke
,przeptukujemy” kilkakrotnie powietrzem. Probki oznaczamy wg schematu: EOA1A — gdzie druga
cyfra oznacza czas analizy (0,1 lub 2 godziny), trzecia litera oznacza obecno$¢ (A) lub brak (N)
auksyny, czwarta cyfra - numer grupy ¢wiczeniowej, piagta - numer zespotu (A, B i C).

W miegdzyczasie wykonujemy tzw. krzywa wzorcowa zaleznosci reakcji detektora (powierzchni
piku) od ilosci aplikowanego etylenu. W tym celu z butelki zawierajacej czysty etylen pobieramy przez
septum za pomocg gazoszczelnej strzykawki 0,35 ml gazu i wprowadzamy go do innej, zamknigtej
septum, zaopatrzonej w mieszadlo (probowka Eppendorfa) butelki o pojemnosci 350 ml (oznaczy¢ ja
jako A). Zawarto$¢ wytrzgsamy, po czym pobieramy z niej 3,5 ml gazu i przenosimy do kolejnej butelki
(oznaczy¢ ja jako B). Za pomoca gazoszczelnej strzykawki pobieramy z ostatniej butelki 100 pl gazu i
wstrzykujemy do chromatografu. Jesli detektor nie wykryje obecnosci etylenu to wykonujemy kolejng
analiz¢ pobierajac 20 pl gazu z butelki A. Jesli odpowiedz detektora bedzie wynosita ok. 10
mikroamprow, to nalezy wykonaé¢ pomiary warto$ci sygnalu przy 40, 60, 80 i 100 ul probki. Jesli
warto$¢ dla 20 pl gazu z butelki A bedzie si¢ duzo rdznita od wartosci 10 pamperow, nalezy zastosowaé
odpowiednie rozcienczenia lub zat¢zenia etylenu.

Pomiary etylenu w chromatografie wykonujemy wg. zaprogramowanej wczesniej metody
chromatograficznej na kolumnie RTX-5, 30m/0,53 mm. Wyniki analizy rejestrowane sg za pomoca
komputera.

Wyniki
- okresl wptyw auksyny na produkcje etylenu przez komorki migkiszu owocu jabtoni
- na podstawie uzyskanej krzywej wzorcowej wyznacz st¢zenie etylenu w atmosferze w
buteleczkach z tkankg roslinng dla poszczegdlnych czaséw inkubacji.



Odpowiedz detektora

Wyznaczanie krzywej wzorcowej oznaczania etylenu
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