ACTA AGROBOTANICA
Vol. XXIV, z. 1, 1971

Barwniki antocyjanowe u Iris germanica

J. SZCZEPANSKA, M. SOLECKA

Katedra Ro$lin Ozdobnych S.G.G.W., Warszawa—Ursynow

J. Szezepanska, M. Solecka, Department of Decorative Plants, Agricultural
University, Warszawa—Ursynéw, Poland

Anthoecyanin pigments in Iris germanica L.

Abstract:

Anthocyanin pigments occurring in the flowers of Iris germanica were investiga-
ted in five varieties: Rota, Wedgewood, Empress of India, Deputate Nomblot and
Joanna. The relation between the colour of the flower and the amount of the
pigment was studied. The pigments were extracted from the dry plant material
with 1% hydrochloric acid in methanol. Paper chromatography and colorimetric
determinations were used for identification of the pigments and their quantitative
determination.

The results allow the following conclusions:

1. The varieties investigated were characterized by the occurrence of delphini-
dine glycoside; 2. The colour intensity is dependent on the anthocyanin pigments;
3. The colour spectrum of Iris sp. flowersis greatly extended by yellow copigments.

Identyfikacja barwnikoéw znajduje coraz czesciej zastosowanie w pra-
cach genetycznych (Lawrence, Sturgess 1957), klasyfikacji barw
(Shibata, Ishikura 1960; Solecka 1967), oraz w systematyce
roslin (Acheson, Jenkis 1962).

W latach 1931-34 G. M. Robinson i R. Robinson przeprowa-
dzili analize chemiczng barwnikéw antocyjanowych okolo 400 gatunkéw
roslin. Wsrod badanych gatunkéw znalazly sie irysy. Okazalo sie, ze
niebieskopurpurowe odmiany Iris kaempferi zabarwione sg przez 3,5
dwumonoglikozydy malwidyny, a niebieskofioletowe kwiaty Iris miran-
da i fioletowe Iris kharput zawieraja zlozone dwuglikozydy delfinidyny.
Kwiaty Iris germanica o barwie niebieskiej zawieraja dwuglikozydy
delfinidyny oraz kopigmenty. Role kopigmentéw spelniajg karotenoidy
i flawony, ktére u odmian posiadajgcych antocyjany moga wywola¢ bar-
we niebieskg lub brazows.

Z dotychczasowych prac wynika, ze w kwiatach rodzaju Iris wyste-
pujg tylko delfinidyna i jej pochodne. Stad réinorodno$¢ barw zalezy
tylko od wspomnianego antocyjanu i kopigmentéw. Nie stwierdzono
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zadnej z pochodnych cyjanidyny, dlatego tez czysta czerwien nie wy-
stepuje u tych kwiatéw (Werckmeister 1954).

Niniejsza praca ma na celu poréwnanie kwiatéw 4 odmian Iris ger-
manica na podstawie iloSci barwnikéw antocyjanowych.

MATERIAL I METODY

Materiat doswiadczalny stanowily nastepujgce odmiany Iris germa-
nica: ‘Rota’ o barwie lilarézowej, ‘Wedgewood’ barwy blekitnej, ‘Empress
of India’, lawendowa, ‘Deputate Nomblot’ brazowy, ‘Joanna’ — ciemno-
lila. Otrzymano je w roku 1967 z kolekcji gruntowej Katedry Roslin
Ozdobnych SGGW w Ursynowie.

Barwe kwiatu okreslano przy pomocy atlasu barw oznaczajgc bar-
we zewnetrznego i wewnetrznego okoédltka kwiatu po zewnetrznej stronie
platkow (Biesalski 1957).

Tabela 1 — Table 1

Fazy stosowane do chromatografii
Developing solvents used in chromatography

Nr : Sklad i objetociowy stosunek skladnikéw |
No. Composition of developing solvents and its ratio v/v !
1 kwas solny % |
hydrochloric acid I
2 kwas octowy 15%
acetic acid
3 kwas octowy, kwas solny, woda 5:1:5
acetic acid, hydrochloric acid, water
4 kwas octowy, kwas solny, woda 30:3:10 [
acetic acid, hydrochloric acid, water '
5 n-butanol, kwas octowy, woda 6:1:2
n-butanol, acetic acid, water
6 n-butanol, 2 N kwas solny 1:1
n-butanol, 2 N hydrochloric acid
7 n-butanol, kwas solny, woda 7:2:5
n-butanel, hydrochloric acid, water |
|

Do analiz chemicznych zbierano platki z 15 kwiatéw z kazdej od-
miany w pelni kwitnienia. Po usunieciu nasady ptatka, ze wzgledu na in-
ne zabarwienie suszono oddzielnie platki z kazdego okdlka w tempera-
turze okolo 30°C. Wysuszony material przechowywano w eksykatorze
nad zelem krzemionkowym przez okres 14 dni, po czym ucierano go
w mozdzierzu porcelanowym. Barwniki ekstrahowano 1% kwasem sol-
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nym w metanolu zalewajac 10-ma ml plynu 0,3 g nawazke platkéow
i przetrzymujac w temperaturze 10°C przez 24 godziny. Wyciag przesa-
czony przez wate przechowywano w probéwkach w wyzej podanej tem-
peraturze w ciemnosci.

Wzorzec delfinidyny otrzymano z platkéw tulipana odmiany ‘Parrot
Pierson’ (Shibata, Sakai 1961). Przygotowano go z materialu roslin-
nego w sposob identyczny, jak material doswiadczalny.

Barwniki oczyszczano i identyfikowano przy pomocy chromatografii
bibulowej wstepujacej, w temperaturze pokojowej (Harborne 1958).
Do chromatograficznej identyfikacji uzywano bibule Whatman nr 1,
a dla celéw praparatywnych bibule Whatman nr 3. Stosowane fazy ze-
stawione sg w tabeli 1. Przygotowywano je bezposrednio przed uzyciem.
W celu oczyszezenia barwnikéw nanoszono na bibule chromatograficzng
Whatman nr 3 po 1 ml roztworu. Wyciagi nakraplano w postaci paska
dlugosci 12 ecm w odleglosci 2,5 cm od brzegu bibuly. Chromatogram
rozwijano w fazie 5. Antocyjany wymywano ilosciowo z bibuly roztwo-
rem 0,1% kwasu solnego w metanolu. Do identyfikacji chromatograficz-
nej stosowano barwniki wstepne rozdzielone w fazie 5 i nakrapiano je
na przemian z wzorcami na bibule Whatman nr 1 na odcinkach 1,5 em
w odleglosci 1 cm od brzegu bibuly. Do identyfikacji chromatograficznej
stosowano fazy 1, 2, 6.

W celu zidentyfikowania aglikonu poddano hydrolizie kwasne meta-
nolowe roztwory antocyjanéw oczyszczonych chromatograficznie w fa-
zie nr 5. Hydrolize przeprowadzono przy pomocy 1 n kwasu solnego
w ciggu jednej godziny na wrzacej laini wodnej (Halevy, Asen
1959). Po ochlodzeniu proby nierozpuszezalne aglikony ekstrahowano al-
koholem izoamylowym i poréwnywano chromatograficznie z identycznie
przygotowanymi wzorcami stosujac fazy 3, 4, 7.

Oznaczenie zawarto$ci antocyjanow oparto na wielkosci ekstynkeji
barwnika zawartego w 0,1 ml wyciggu wyjsciowego. Pomiary wykonano
na kolorymetrze fotoelektrycznym typu KF-3 stosujgc filtr o barwie
zielonej. Jako rozpuszczalnik stosowano 0,1% kwas solny w metanolu,
ktéorym wymywano barwniki bezposrednio z bibuly umieszczajac pocie-
tg w paski plame w 5 ml rozpuszczalnika. Jednoczesnie przygotowano
probe kontrolng, ktorg stanowil wyciag z czystej bibuly wycietej z tego
samego chromatogramu, odpowiadajacej polozeniem i powierzchnig pré-
bie pelnej.

Iloé¢ barwnikéw podano w postaci sredniej arytmetycznej pomiarow
ekstynkeji dwu réwnoleglych prob. Za jednostke intensywno$ci barwy
przyjeto wielko$é tej $redniej pomnozonej przez 1000. Sume jednostek
intensywno$ci barwy goérnych i dolnych platkéw uznano za wskaZznik
intensywnosci barwy calego kwiatu.
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OMOWIENIE WYNIKOW

Wstepna chromatografia przy zastosowaniu fazy nr 5 wskazuje, ze
barwa wszystkich badanych odmian zalezy od jednego barwnika anto-
cyjanowego oraz od zélttych kopigmentéw. Wartosci R; badanych anto-
cyjanéw wynoszg 0,17 - 0,19 przy uzyciu fazy nr 1, 0,58 - 0,62 dla fazy
nr 2 i 0,39-0,44 dla fazy nr 6 (tab. 2).

Tabela 2 — Table 2

Wartosci R; antocyjanéw 5 odmian Iris germanica
The R‘1e values of anthocyanins in 5 varieties of Iris germanica

Nr fazy — No. of developing solvent
1 2 i 6
Odmiana == -
Variety platki — petals
zewnetrz. |[wewnetrz.| zewnetrz. {'wewnetrz.| zewnegtrz. wewnetrz,
exterior interior | exterior interior exterior interior
- |
Rota 0,18 0,17 0,58 | 0,62 0,44 0,43
Wedgewood 0,19 0,19 0,59 0,62 0,40 0,42
Empres of India | 019 0,19 0,61 0,60 0,40 0,43
| Deputate Nomblot | 0,18 0,18 0,62 0,62 0,40 0,43
Joanna 0,19 0,18 0,60 0,60 0,39 0,40

Tabela 3 — Table 3

Wartosci Rf antocyanidyn 5 odmian Iris germanica
The Rf values of anthocyanidins in 5 varieties of Iris germanica

! Nr fazy — No. of developing solvent
| 3 | 4
Odmiana | =
Variety ! platki — petals
! zewnetrz. | wewnetrz. | zewnetrz. | wewnetrz.
| exterior interior exterior interior
Rota 0,21 0,21 0,37 0,34
Wedgewood 0,21 0,22 0,37 0,36
Empress of India 0,23 0,22 0,36 0,36
Deputate Nomblot 0,22 0,22 0,36 0,35
Joanna 0,24 0,23 0,37 | 0,37
Wzorzec-delfinidyna 9
Standard-de phinidin 02 ;88
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Rys. 1. Chromatograficzne poréwnanie antocyjanidyn w fazie nr 4

Fig. 1. Chromatographic comparison of anthocyanidins in developing solvent no. 4

1—5 odmiany Iris germanica (varieties of Iris germanica); z — platki zewnetrzne (exterior

petals); w — platki wewnetrzne (interior petals); P — pelargonidyna (pelargonidin); C —
cyjanidyna (cyanidin); D — delfinidina (delphinidin).

Aglikony tych antocyjanéw poroéwnano chromatograficznie z delfi-
nidyng uzyskujac nastepujgce wyniki (tab. 3). Przy zastosowaniu fazy
nr 3 $rednia wartos¢ R; dla delfinidyny wynosi 0,22 natomiast wartosci
R; dla aglikonow poszczegolnych odmian zawarte byly w granicach
0,21 - 0,24; dla fazy nr 4 S$rednia warto$¢ R; delfinidyny wyniosta 0,34
a dla badanych aglikonéw w granicach 0,34 - 0,37.

Rysunek 1 przedstawia chromatogram antocyjanidyn przy zastosowa-
niu fazy 4. Zgodne z wzorcem rozmieszczenie plam na chromatogramie
wskazuje na to, ze antocyjany wystepujace w platkach sa pochodnymi
delfinidyny.
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Tabela 4 — Table 4

Zalezno$é miedzy barwag kwiatu a ilodéeig antocyjanu
The relationship between flower colour and anthocyanin contents

Iloéé antocyjanu wyrazona w ekstynkeji
(E X 1000)
Quantity of anthocyanin as extinction
Odmiana Barwa (E X 1000}
Variet, 1o =
A Colom platki — petals i
‘"t""”i razem réznica
EEWIRiEOs | WaWDeXIs| ) difference
exterior interior |
lilaroz
Rota lilac-pink 216 110 326 106 ;
11L, 11H . |
- — |
blekitna |
Wedgewood blue 276 185 461 91 |
14L, 14K '
lawendowa '
| i‘m;}r;ss lavender | 166 8 244 88 |
| na 13, 145 ¢ | '
1 | | B
5 | brazowa
quﬁte brown 212 120 332 92
| (omplen 10,5W, 10,5P
:r ____
! ciemno lila
| Joanna dark lilac 491 332 823 159
! 12X, 13F
Barwa — colour: 11 — Digitalis purpurea, 14 — Salvia pratensis, 13 — Tradescantia vir-
giniana, 145 — Anemone hepatica, 10,5 — Dianthus deltoides, 12 -—

Verbena venosa.

Oproécz barwnikéw antocyjanowych stwierdzono wystepowanie zol-
tych kopigmentéw. Wizualnie najmniejsza ich ilo§¢ widoczna jest u od-
miany Rota.

IloSciowe oznaczenie antocyjanow, decydujacych o barwie kwiatow
podano w tabeli 4. Najstabsza barwe mialy kwiaty odmiany ‘Empress
of India’, ktérych intensywnos$¢ barwy wynosi 244 jednostki. Najciem-
niejsze kwiaty posiada odmiana ‘Joanna’ o intensywnosci 823. Nastep-
nie, wedlug obnizajacego sie nate%enia barwy, uszeregowaly sie odmia-
ny ‘Wedgewood’ (461 jednostek), ‘Deputate Nomblot’ (332), ‘Rota’ (326).
U wszystkich odmian platki zewnetrznego okotka byly zabarwione bar-
dziej intensywnie od platkéw okolka zewnetrznego. Najmniejsza roznicg
w zabarwieniu miedzy zewnetrznym i wewnetrznym okoéltkiem okwiatu,
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wynoszacg 88 jednostek charakteryzowala sie¢ odmiana ‘Empress of India’.
Najwiekszg réZnice wynoszaca 159 stwierdzono u odmiany ‘Joanna’.
U pozostalych odmian réznica ta wynosi dla ‘Roty’ — 106, dla ‘Deputate
Nomblot’ — 92, ‘Wedgewood’ — 91. Odmiany ‘Rota’ o barwie lilarézo-
wej 1 ‘Deputate Nomblot’ o barwie brazowej wykazaly jednakowa ilosé
antocyjanow. Roznica w barwie zwigzana jest prawdopodobnie z rézng
iloScig kopigmentéw, na co zwrdécono poprzednio uwage.

DYSKUSJA

W 5 badanych odmianach Iris germanica L. stwierdzono wystepowa-
nie jednego antocyjanu, ktorego cze$¢ aglikonows stanowi delfinidyna.
Badane odmiany charakteryzowaly sie barwami lilarézows, blekitna,
lawendowa, brazowsa i ciemnolila. Odmiany blekitna ‘Wedgewood’ i ciem-
nolila ‘Joanna’ posiadaly najwieksza ilos¢ delfinidyny, a lawendowa
‘Empress of India’ najmniejsza. Natomiast ‘Rota’ o barwie lilarézowej
1 brazowa ‘Deputate Nomblot’ mialy te samg ilos¢ barwnika antocyja-
nowego. Odmienna barwa wywolana jest kopigmentami, ktérych réznice
ilosciowe byly widoczne na chromatogramie. Odmiana Rota cechowala
sie¢ mniejsza iloscia kopigmentow od odmiany ‘Deputate Nomblot’. Uzys-
kane wyniki nie odbiegaja od danych G. M. Robinson i R. Robin-
son (1931-34) i P. Werckmeister (1954), ktérzy stwierdzili wy-
stepowanie glikozydéw delfinidyny w kwiatach Iris sp. oraz zwréeili
uwage na role kopigmentéw dla tonacji barw tych roslin.

STRESZCZENIE I WNIOSKI

Badano barwniki antocyjanowe wystepujgce w kwiatach Iris germa-
nica L. w 5 odmianach: ‘Rota’, ‘Wedgewood’, ‘Empress of India’, ‘Deputate
Nomblot’ 1 ‘Joanna’ i okreslono zalezno$¢ miedzy barwa kwiatu a iloscig
barwnika. Barwniki antocyjanowe wymywano z suchego materialu ros-
linnego 1% kwasem solnym w metanolu. Do identyfikacji barwnikéw oraz
do ich iloSciowego oznaczenia stosowano chromatografie bibutows i ozna-
czenia kolorymetryczne.

Uzyskane wyniki pozwalajg na wyciagniecie nastepujacych wnioskow:

1. Badane odmiany charakteryzowaly sie wystepowaniem w kwia-
tach jednego glikozydu delfinidyny.

2. Intensywnos$¢ barwy zalezy od barwnikéw antocyjanowych.

3. Duzy wplyw na poszerzenie zakresu barw kwiatow u Iris sp. wy-
wierajg z6tte kopigmenty.

(Wplynelo dn. 10.XI11.1969 r.)
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