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Chemical and spectrophotometric analysis of purified RNA isolated the chloroform
and phenol methods from barley germs (Hordeum sativum)

Two different ribonucleic acids were isolated from barley germs by use of the
phenol (RNA I) and chloroform method (RNA II). After separation on Sephadex
G-200 RNA [ was found to be homogenous, whereas RNA II showed 5 components.
Furthermore, both preparations differed in chemical composition and spectrophoto-
metric specificity.

WSTEP

W ostatnich latach szerokie zastosowanie do wydzielania RNA z tka-
nek roslinnych i zwierzecych znalazla fenolowa metoda Kirby' ego
(1956) w modyfikacji Ralpha i Bellamy (1964) oraz Clicka
i Hacketta (1966). Trudnosci w wydzielaniu z tkanek niezdegrado-
wanego RNA zwigzane sg z obecnoscig rodzimych rybonukleaz oraz
w usuwaniu obojetnych i kwasnych polisacharydow, pektyn i glikopro-
teidow.

W pracy tej porownano niektére wilasciwosci fizyczne i chemiczne
RNA kielkow jeczmienia, wydzielonego za pomoca metody chlorofor-
mowej wg Sevaga iwsp. (1938) i fenolowej w modyfikacji Clicka
i Hacketta.
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MATERIAEL 1 METODA

Materialem do badan byly cztero- lub szesciodniowe kielki jeczmie-
nia jarego odmiany browarnianej ‘Wisa Breuns’ ze zbioru 1969 r. Ziar-
niaki jeczmienia kielkowano na nawilzonej woda destylowang bibule
w kuwetach w temperaturze ok. 22°.

-Odczynniki chemiczne stosowane do badan pochodzily z nastepuja-
cych firm: orcyna i ryboza — B.D.H., Anglia, dezoksyryboza — Koch-
Light Labor., Anglia, albumina surowicy wolu — Sigma, U.S.A., dezoksy-
cholan sodu — Polfa — Jelenia Goéra, Sephadeks G-200 Phar. Fine Chem., -
Szwecja. Pozostate odczynniki byly produkeji POCH w Gliwicach.

Azot oznaczano mikrometoda Kjeldahla, do spalan uzywano mie-
szanki katalizujacej wg Chibnalla (1943), a do wiazania amoniaku uzy-
wano 2% kwasu borowego. Bialko oznaczano mikrometoda Lowry’ego
(1951) wobec standartu albuminy surowicy wolu. Pentozy oznacza-
no metodg orcynowag wg Mejbaum (1939). Dezoksypentozy ozna-
czano metodg Dischego (1962). Cukier calkowity oznaczano metoda
fenolowg wg Dubois (1956). Fosfor oznaczano metodg Horeckera
w modyfikacji Filipowicza i wsp. (1960).

Pomiaréw absorpcji (E) roztworéw RNA w UV dokonywano w spek-
trofotometrze typu VSW-1, Carl Zeiss, Jena, wobec roztworu ekstrahu-
jacego w metodzie fenolowej i wobec wody destylowanej w metodzie
chloroformowej.

Chromatografie preparatow RNA na zelu Sephadeks G-200 przepro-
wadzano w kolumnach o wymiarach 20,5 cm > 1,6 cm, objetos¢ calkowi-
ta kolumny V, = 43 cm?, pusta objetos¢ Vy=14 cm?. Szybkos¢ wyplywu
z kolumny wynosita 10 ml/godz., lub 12 ml/godz. Zbierano frakcje o obje-
tosci 3 ml. Sephadeks rownowazono oraz eluowano RNA z kolumny bufo-
rem octanowo-wersenianowym o pH 5,0, uzywanym do ekstrakeji w me-
todzie fenolowej.

Przygotowanie materialu do ekstrakeji: etiolowane kielki
jeczmienia odwadniano alkoholem etylowym i eterem, suszono w tempe-
raturze 37° przez 1 godz., po czym zamrazano w stalym CO, i rozciera-
no w mozdzierzu.

Metoda fenolowa wydzielania RNA wg Clicka i Hacketta (1966).
Roztartg tkanke z sze$ciodniowych kietkéw, homogenizowano w 4° przez
25 min. przy 6 tys. obr./min. z trzykrotna objetoscia roztworu ektrahuja-
cego (w/v). Do ekstrakeji stosowano roztwoér o nastepujacym skladzie:
a) bufor octanowo-wersenianowy o pH 5,0 (0,1 M octan sodu, 0,1 M NaCl,
0,1 M wersenian dwusodowy w stosunku objetosciowym 1:1:1) z dodatkiem
1% dezoksycholanu sodu i 0,5% bentonitu, b) nasycony roztwér fenolu,
przygotowany przez rozpuszczenie 500 g redestylowanego fenolu w 160 ml
0,001 M wersenianu dwusodowego. Roztwoér ekstrahujgcy otrzymano
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przez zmieszanie a) i b) w stosunku objetosciowym 1:2. Po odwirowaniu
przy 2,5 tys. obr./min. w 4° przez 10 min., géorng warstwe zawierajaca
RNA $ciggano, nastepnie usuwano resztki fenolu przez dodanie trzech
objetosci ozigbionego eteru. Po usunieciu eteru, RNA wytrgcano dwiema
objetosciami 96% etanolu w temperaturze —15° przez 30 min. Zawiesine
wirowano 10 min. przy 3 tys. obr./min. w temperaturze —15°. Osad roz-
puszczano w ozigbionym do 4° buforze octanowo-wersenianowym
o pH 5,0. Wytrgcony z buforu octanowo-wersenianowego surowy prepa-
rat RNA przechowywano w formie zawiesiny w temperaturze 4°. Do
analizy spektrofotometrycznej zawiesine RNA odwirowywano i osad
rozpuszczano w buforze octanowo-wersenianowym o pH 5,0. Do analizy
chemicznej surowy preparat RNA I przemywano acetonem i suszono,
przechowywano w eksykatorze nad P,O;.

Metoda chloroformowa wydzielania RNA wg Sevaga
i wsp. (1938). Roztarta tkanke czterodniowych kietkéw jeczmienia ekstra-
howano mieszaning 0,5 M NaCl i 0,015 M cytrynianu sodu (1:5 v/v) przez
10 min. przy 12 tys. obr./min. w temperaturze 4°. Homogenat ogrzewa-
no przez 30 min. w temperaturze 50° z dodatkiem 1/5 objetosci chloro-
formu. Mieszanine poddawano homogenizacji przez 3 min. W celu od-
dzielenia warstwy wodnej od pozostalych, mieszanine wirowano przy
4,5 tys. obr./min. przez 30 min. RNA z wdonej warstwy wytracano
trzema objetosciami alkoholu etylowego przez 24 godz. w 4°. Surowe
preparaty RNA wirowano w temperaturze 4° przez 10 min. przy 4 tys.
obr./min., przemywano zimnym acetonem trzykrotnie, nastepnie suszono
pod pompa prézniowg i przechowywano w eksykatorze nad P,O; w tem-
peraturze 4°. Surowe preparaty RNA II poddawano w tych samych
warunkach powtoérnej ekstrakeji chloroformem.

WYNIKI I OMOWIENIE

Preparaty RNA uzyskane metodg fenolowa (I) i chloroformowsg (II)
poddano analizie chemicznej, spektrofotometrycznej oraz rozdzialowi na
kolumnie z Sephadeksu G-200.

Wyniki analizy chemicznej preparatéw RNA uzyskanych metodg fe-
nolowa i metoda chloroformowsg zebrano w tabeli 1. Preparat I charak-
teryzuje sie Sladowa zawartoscig biatka i DNA. Azot caltkowity wynosi

8,25% suchej masy preparatu, a fosfor 5,5%. Wspolezynnik %WS’HOSi 1,50.

Cukry calkowite stanowig 37,5% a ryboza 18,5% suchej masy. Analiza
chemiczna preparatu RNA, uzyskanego metods fenolowa, wskazuje na
jego wysoki stopien oczyszczenia tak od materialu biatkowego, jak i od
cukréw. Preparat II zawiera 0,4% bialka oraz zanieczyszczenia przeszka-
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Tabela 1 — Table 1

Sklad chemiczny surowych preparatow RNA kielkéw jeczmienia jarego
otrzymanych metodda fenolowa (I) oraz metodg chloroformowsg (II)
Chemical amalysis of crude RNA preparation from barley germs obtained by the
phenol (I) anid chloroform (II) method
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Ryc. 1. Widma absorpcyjne surowych preparatéw RNA kielkow jeczmienia jarego
1 — RNA otrzymany metoda chloroformows; 2 — RNA otrzymany metoda fenclowa
Ekstynkeje odezytywano w naczyhikach o grubosci warstwy 1 cm.
Fig. 1. Absorbance spectrum of crude RNA preparations from spring barley germs
1 — RNA obtained by the chloroform method; 2 — RNA obtained by the phenol method.
Extinction was read in 1 cm cells.
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dzajace w oznaczeniu rybozy. W stosunku do preparatu I, preparat II
zawiera okolo pieciokrotnie wiecej cukru catkowitego na jednostke wa-

N
gowa fosforu. Wspélezynnik P wynosit 1,58.

Widma absorpcyjne preparatow RNA w UV przedstawiono na ryc. 1.
Roztwory obu preparatébw RNA posiadaja charakterystyczne dla kwasoéw
nukleinowych maksimum absorpcji przy 260 nm, natomiast minimum
absorpcji dla preparatu I przypada na 230 nm, a dla preparatu II przy-
pada na 240 nm.

Surowe preparaty RNA poddano rozdzialowi na kolumnie z Sepha-
deksem G-200. Rozdzial preparatu I i II po wyplywie z kolumny przed-
stawiono na ryc. 2 i 3. Maksymalna ilo$¢ naniesionego na kolumne RNA
wyplywa w 15-tym ml eluatu, a Vo kolumny wynosi 14 ml. Obraz wy-
plywajgcego RNA daje symetryczng krzywa. Wyniki uzyskane po roz-
dziale na kolumnie przemawiaja za homogenno$cia makroczasteczkowe-
go RNA wydzielonego z kietkéw jeczmienia za pomoca metody fenolo-
wej. Preparat II RNA ulega rozdzialowi na 5 frakeji: frakcja I wyplywa
z kolumny w 15 ml, a frakcja III wyplywa miedzy 24 a 42 ml eluatu.
Obie te frakcje stanowig glowne skladniki badanego preparatu. Wydzie-
lanie RNA z kielkow jeczmienia metoda chloroformowsg daje material
polidyspersyjny, w ktéorym tylko frakcje I mozna poréwnaé¢ z calym pre-
paratem RNA I uzyskanym metodg fenolows.

Dla zilustrowania stopnia oczyszczenia surowych preparatow RNA
w poréwnaniu z preparatami RNA otrzymanymi po rozdziale na ko-
lumnie z sephadeksem, przeprowadzono analize spektrofotometryczng.
Obliczono stosunki wartosci ekstynkeji dla kilku dlugosci fal. Wartosci
te przedstawiono w tabeli 2. Dla czystych preparatow RNA wartosci te
przedstawiaja sie nastepujaco: 220/260 wynosi 0,5; 250/260 wynosi od 0,6
do 0,7; 280/260 wynosi od 0,4 do 0,5. W poréwnaniu z czystymi prepara-
tami RNA wydzielonymi z drozdzy lub pszenicy przez Allena (1962)
i Ceriotti (1955), surowy preparat RNA II wykazuje okolo trzykrot-
nie wyzszy stosunek absorpcji 220/260, natomiast dla surowych prepara-
téw I stosunek ten wynosi 0,48, co moze $wiadczy¢ o matlej zawartosci
zanieczyszczen cukrowych i aminocukrowych (Shugar i wsp. 1964).
Wartosci stosunku obliczone dla ekstynkeji 250/260 w obu preparatach
wynosza okolo 0,90 i sa wyzsze od opisanych dla jednorodnych prepara-
tow RNA drozdzowego. Stosunek wartosci ekstynkeji 280/260 przed roz-
dzialem na kolumnie dla preparatu I wynosil 0,48 a dla preparatu II 0,57.
Obie te warto$ci wskazuja na male zanieczyszczenia materialem biatko-
wym badanych preparatéw. Preparat I po wyplywie z kolumny nie zmie-
nial swojej charakterystyki spektrofotometrycznej. Preparat II po roz-
dziale na kolumnie okazal sie materialem polidyspersyjnym, z ktérego
frakcje pierwsza i trzecig poddano analizie spektrofotometrycznej. Frak-
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Ryc. 2. Rozdziat RNA wydzielonego metoda fenolowa z kietkow jeczmienia jarego
na Sephadeksie G-200. Surowy preparat RNA I eluowano z kolumny buforem
octanowo-wersenianowym o pH 5,0
Fig. 2. Separation on Sephadex G-200 of RNA isolated by the phenol method
from barley germs. Crude RNA was eluted from the column with acetate-EDTA
buffer, pH 5.0

cja pierwsza RNA II w poréwnaniu do preparatu II przed naniesieniem
na Sephadeks G-200 wykazuje znaczne obnizenie wartosci stosunku
ekstynkcji 220/260, a pozostale wartosci stosunku ekstynkeji sa zblizone
do wartosci RNA II przed rozdzialem. Frakcja trzecia preparatu II nato-
miast posiada wyzsza wartos¢ stosunku ekstynkcji 280/260 i nizsza war-
tos¢ stosunku ekstynkcji 280/260 w poréwnaniu z calym preparatem IL
Wyniki tej analizy wskazuja na oczyszczenie frakeji pierwszej z mate-
rialu aminocukrowego, a frakcji trzeciej z materiatu bialkowego. W opar-
ciu o analize chemiczng i spektrofotometryczng wykazano, ze preparacja
RNA z kietko6w jeczmienia metoda chloroformowsg prowadzi do uzyskania
mieszaniny RNA zawierajacej bialka i substancje drobnoczasteczkowe.
Izolacja RNA z kielkéw jeczmienia metodg fenolowg w poréwnaniu do
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Ryc. 3. Rozdzial RNA wydzielonego metoda chloroformows z kielkéw jeczmienia
jarego na Sephadeksie G-200. Surowy preparat RNA II eluowano z kolumny buforem
octanowo-wersenianowym o pH 5,0
Fig. 3. Separation on Sephadex G-200 of RNA isolated by the chloroform method
from barley germs. Crude RNA was eluted from the column with acetate-EDTA
buffer, pH 5.0

chloroformowej pozwala na otrzymanie makroczgsteczkowego i homo-
gennego preparatu RNA pozbawionego bialka i substancji drobnoczastecz-
kowych.

STRESZCZENIE

Z kietkow jeczmienia jarego (Hordeum sativum) wydzielono kwas rybonuklei-
nowy (Preparat RNA I) metoda fenolowa wg modyfikacji Clicka i Hacketta
(1966), oraz metoda chloroformows (Preparat RNA II1). Podano ich charakterystyke
chemiczna, spektrofotometryczng oraz poddano je rozdziatowi na kolumnie z Sepha-
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Tabela 2 — Table 2

Stosunki wartiosci ekstynkcji preparatéw RNA otrzymanycdh metoda fenolowa (I)
oraz metoda chloroformowa (II), przed i po rozdziale ma Sephadeksie G-200.
Extinction ratios of RNA preparation obtained by the phenol (I) and chloroform (II)
method, before and after separation on Sephadex G-200.

' Materiat 220%) 250 | 280
i Maiterial 260 260 | 260
przed rozdzialem 0,48 0,90 0,48
! before separation
| RNA I
’ po rozdziale 0,49 0,91 0,47
E after separation
| przed rozdzialem 1,43 0,93 0,57
| before separation
| RNA II :
po rozdziale (szozyt I) 1,00 | 0,93 0,60
after separation (peak I
! po rozdziale (szezyt III) 1,94 0,97 0,49
after separation (peak III) |

*) Wartosé ekstynkeji odezytanej w naczynku o grubodei warstwy 1 cm.
Extinctions were read in 1 em cells.

deksemm G-200. W analizie chemicznej wykazano, ze preparat I zawieral: cukru
catkowitego 37,5%, rybozy 18,5%, dezoksyrybozy $lad, azotu 8,25%, fosforu 5,5%, bialka
§lad, stosunek N/P wynosit 1,50. Preparat II zawieral: cukru caltkowitego 40,8%,
dezoksyrybozy 0,40%, azotu 1,96%, fosforu 1,24%, biatka 0,40%, stosunek N/P wy-
nosit 1,58. Rozdzial preparatu I na Sephadeksie G-200 dat pojedynczy szczyt syme-
tryczny, preparat IT dzielil sie na pie¢ frakcji. Analiza spektrofotometryczna preparatu
RNA I wykazala, ze jest on pozbawiony zanieczyszczen biatkowych i drobnoczastecz-
kowych, a preparat RNA II zarowno przed naniesieniem, jak i po wyplywie z ko-
lumny z Sephadeksem G-200, wykazuje obecnosé bialka i substancji drobnoczastecz-
kowych.

(Wplynelo dn. 14.9.1970 r.)

SUMMARY

The isolation of ribonucleic acid from barley (Hordeum sativum) germs by the
phenol method (RNA I) modified by Click and Hackett (1966) as well as by the
chloroform method (RNA II) has been described. Both the RNA preparations were
separated on Sephadex G-200 and their chemical and spectrophotometric cha-
racteristics are given. RNA I contained: total sugar 37,5%, ribose 18,5%, deoxyribose
traces, nitrogen 8,25%, phosphorus 5,5%, traces of protein, the N/P ratio was 1,50.
RNA II contained: total sugar 40,8%, deoxyribose 0,40%, nitrogen 1,96%, phospho-
rus 1,24%, protein 0,40%, the N/P ratio was 1,58. A single symmeiric peak was
obtained after separation on Sephadex G-200 for RNA I, and 5 components for
RNA II. In spectrophotometric analysis it is free of protein and low-molecular-
-weight impurities, whereas some proteins and low-molecular-weight substances
were associated with the RNA II preparation.
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