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Wykrywanie giberelin A; — A na chromatogramach

The detection of gibberellins A|—A, on chromatograms

A. ADAMIEC, L. PASS, P. WIERZCHOWSKI

W miare wzrastania ilo$ci nowo odkrytych giberelin i substancji gibe-
relinopodobnych, pochodzacych zaréwno z plynéw fermentacyjnych dro-
bnoustrojow, jak i z roslin wyzszych, szczegdlnego znaczenia nabiera
technika chromatograficznego rozdzielenia tych substancji oraz sposéb
ich wykrywania i wstepnego zidentyfikowania na chromatogramach.

Biologiczny sposéb wykrywania jest wysokospecyficzny dla giberelin
biologicznie czynnych, lecz jest pracochlonny i nie daje dekladnych war-
tosci Ry. Chemiczny sposéb wykrywania jest prostszy, latwiejszy do prze-
prowadzenia i pozwala na dokladne umiejscowienie plam na chromato-
gramach. Stosowano wiele sposobéw wykrywania chemicznego, lecz zad-
nym z nich nie wykryto dotychczas wszystkich giberelin.

Jeden ze sposobow wykrywania giberelin na chromatogramach polega
na opryskiwaniu bibuly roztworem kwasu siarkowego. Gibereliny tworza
woéwezas plamy fluoryzujace w $wietle ultrafioletowym. Stezenia kwasu
siarkowego i rozpuszczalniki, w jakich sie go rozpuszeza, s3 rézne. Zazwy-
czaj stosuje sie alkoholowe roztwory kwasu siarkowego. Przy stosowaniu
roztwor6w o niskich stezeniach kwasu siarkowego paski bibuly podgrze-
wa sie w celu pobudzenia plam do fluorescencji.

Brian i wspolpracownicy (1958) stosowali 5% roztwér kwasu siar-
kowego w etanolu, a nastepnie ogrzewali chromatogram przez kilka mi-
nut w suszarce w temperaturze 80°C. Podojil i Sevéik (1960)
uzywali 3% roztworu kwasu siarkowego w metanolu i nagrzewali chro-
matogram przez 3—5 minut w temperaturze 60—80°C. Phinne N
i wspolpracownicy (1957) pobudzali rozdzielone na chromatogramach gi-
bereliny do fluorescencji przez zanurzenie paska bibuly w stezonym kwa-
sie siarkowym. McComb i Carr (1958) stosowali 40% etanolowy
roztwor kwasu siarkowego, a Bird i Pugh (1958) 60% wodny roz-
twor kwasu siarkowego. Barwa fluorescencji plam giberelinowych zalezy
od stezenia i rodzaju kwasu (Kalistratos, Padval, Pfau (1962)
i od dlugosci fal $wiatla ultrafioletowego.

Drugim powszechnie stosowanym roztworem do wywolywania gibe-
relin na chromatogramach jest niskoprocentowy wodny roztwér nad-
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manganianu potasu. Odczynnik ten jest malo czuly na gibereliny, ale
przy wyzszych stezeniach wiekszo$¢ giberelin na chromatogramach moze
by¢ wykryta przy jego pomocy (McMillan, Seaton, Suter,
1961). Roztwor nadmanganianu potasu stosuje sie zazwyczaj w steze-
niu 0,5%.

Poza wymienionymi odczynnikami, do wywolywania giberelin na
chromatogramach stosowano odczynniki, ktére specyficznie reaguja
z rdzeniem gibanowym giberelin, lub grupami funkcyjnymi w tym
rdzeniu.

Simpson (1958) stosowala w oryginalnej wersji odczynnik Folina-
Ciocalteau, ktéry daje z giberelinami niebieskie plamy. Odczynnik ten
zostal zmodyfikowany przez Muromcewa i Nestjuk (1960),
ktérzy zamiast Srodowiska alkalicznego zastosowali zakwaszanie stezo-
nym kwasem solnym, uzyskujgc wigkszg specyficznes¢ na gibereliny
(gtéwnie na gibereling Aj) i trwalo$é plam na chromatogramach. Kali-
stratos, Padval i Pfau (1962) podajg szereg odczynnikéw do
wykrywania giberelin na chromatogramach. Do wykrywania giberelin
z grupg metylenowa uzywali oni mieszaniny kwasu siarkowego z aldehy-
dem mréowkowym. Pierécien laktonowy wykrywali 0,5% roztworem nad-
manganianu potasu w 1% roztworze weglanu sodu.

Gibereliny z grupa hydroksylowa wykrywano przy pomocy fazy ben-
zenowej, otrzymanej przez wytrzasanie z benzenem 6% wodnego roz-
tworu kwasu octowego, w ktérym rozpuszczono 1 mg pieciotlenku wa-
nadu i 25 mg oksychinoliny. Dla wywotania giberelin na podstawie wy-
stepowania w ich czgsteczce grupy karboksylowej, pasek bibuly trakto-
wano 10% roztworem amoniaku i po wysuszeniu w temperaturze 130°C
opryskiwano 0,1% roztworem blekitu bromotymolowego, lub bromo-
fenclowego.

Do wykrywania giberelin, w szczegblnosci giberelin A, Grove,
Jeffs i Mulholland (1958) stosowali barwnik — zieleh bromo-
krezolowa, a Takahashi iinni (1955) — bigkit bromofenolowy. Su b-
ba-Rao (1957) wykorzystujac wlasciwosci redukeyjne giberelin wywo-
tywal gibereliny przy pomocy amoniakalnego roztworu srebra.

Baumgartner (1959) zastosowal technike izotopowa do wykry-
wania giberelin na chromatogramach. Przed rozdzialem gibereliny prze-
prowadzal w estry metylowe znakowane weglem 'C, a po rozwinigciu
chromatogramu lokalizowal promieniotworcze pochodne przy pomocy
automatycznego rejestratora impulsow.

Bogactwo sposobow wywolywania giberelin wskazuje na ustawiczne
poszukiwanie nowych sposobéw, ze wzgledu na to, ze metody dotych-
czas stosowane sa na ogol malo specyficzne i malo czule. Szczego6lnie
duze trudnosci napotykano przy wykrywaniu gibereliny A,, ktérg do-
tychezas wykryto jedynie w wigkszych stezeniach przy pomocy barwni-
kow, roztworu nadmanganianu potasu lub testu biologicznego.
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W naszych badaniach stosowaliSmy od dluzszego czasu sposéb wywo-
lywania, ktory pozwolil nam na wykrywanie giberelin A, Ay, A3 i A; na
chromatogramach. Sposéb ten jest bardzo czuly, a ponadto pozwala na
wstepng identyfikacje poszczegdlnych giberelin na podstawie ich barwy
fluorescencji oraz kinetyki pojawiania si¢ pod wplywem strumienia go-
rgcego powietrza. Biorge pod uwage znikome réznice w budowie chemicz-
nej poszezeg6lnych giberelin mamy prawo przypuszczaé, ze nizej poda-
nym sposobem mozna wykry¢ réwniez pozostate, dotychczas znane gibe-
reliny.

CZESC DOSWIADCZALNA
Materiaty i metody

Preparaty giberelinowe

Do badan uzywano krystaliczng gibereling A, otrzymang przez wielo-
krotne przekrystalizowanie giberelinowego preparatu produkowanego
przez Kutnowskie Zaklady Farmaceutyczne, krystaliczne gibereliny A,
Ay 1 A, otrzymane od prof. Y. Sumiki z Uniwersytetu w Tokio, oraz
mieszanine giberelin zawartych w brzeczce fermentacyjnej grzyba Gib-
berella fujikuroi.

Chromatografia bibutowa

Chromatografie giberelin przeprowadzano technikg zstepujaca, na bi-
bule Whatmann Nr 1, w komorach szklanych. Do rozwijania chromato-
gramow uzywano dwoch solwentow:

1. Solwent podany przez Birda i Pugha (1958) o skladzie: ben-
zen, kwas octowy, woda, zmieszanych w proporcji 10:2,5:5. Chromato-
gramy rozwijano oryginalng metodg przeplywowsg w ciggu 48 lub 72
godzin. :

2. Solwent o skladzie: toluen, kwas octowy, woda, zmieszanych w pro-
porcji 6,5:3,5:10. Chromatogramy rozwijano w ciggu 3,5 godzin.

Wywolywanie chromatograméw

Rozwiniety i wysuszony chromatogram opryskiwano 5% roztworem
kwasu siarkowego w 96% alkoholu etylowym i pozostawiono do wysu-
szenia na powietrzu. Nastepnie chromatogram umieszczano mna plycie
szklanej, w $wietle analitycznej lampy rteciowej z filtrem przepuszcza-
jacym fale o zakresie 365 mu i nagrzewano strumieniem cieptego powie-
trza przy pomocy suszarki do wloséw (fen). W celu réwnomiernego na-
grzania suszarke przesuwano powoli wzdluz calego ppaska bibuly. Odleg-
tos¢ suszarki od bibuly wynosila w pierwszej fazie nagrzewania, w zalez-
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nosci od mocy grzalki, od 12 do 20 cm. Po kilkudziesigciu sekundach
nagrzewania na chromatogramie zaczely pojawia¢ sie pierwsze plamy
fluoryzujgce, roznigce sie barwa fluorescencji (giberelina Aj, giberelina A
i jeden skladnik gibereliny A;). Kontury wystepujacych plam zaznaczano
oléwkiem i nagrzewanie chromatogramu kontynuowano, z tym, ze przez
zblizenie suszarki do paska bibuly na odleglos¢ kilku centymetréw znacz-
nie podwyzszono temperature nagrzewania. Suszarke przesuwano wzdluz
paska nagrzewajgc go réwnomiernie, unikajgc jednak przypalania bibuly
na brunatny kolor. Po uplywie dalszych 30 sekund zaczely pojawia¢ sie
dalsze plamy fluoryzujgce (giberelina A,, drugi skladnik gibereliny A;).
Kontury kazdej pojawiajgcej sie plamy natychmiast zakreslano otéwkiem,
poniewaz niektére plamy pojawiaja sie na bardzo krétki okres czasu i po
dluzszym nagrzewaniu znikajag. Wywolany chromatogram przerysowy-
wano na osobny papier, poniewaz tak wywolane paski chromatogramu
latwo rozpadajg sie i nie nadajg sie do przechowywania.

OMOWIENIE WYNIKOW

Podany spos6b wywolywania chromatograméw pozwolil na wykrycie
wszystkich badanych giberelin, gibereliny Ay, As, A3 i A4, w postaci plam
fluoryzujacych w swietle ultrafioletowym i réznigcych sie barwag fluo-
rescencji.

Giberelina A; pojawia sig przy niezbyt diugim nagrzewaniu chroma-
togramu w postaci stabej, zéltofluoryzujacej plamy. Giberelina A, daje
plame o silnej jasnofioletowej fluorescencji przy dlugim i intensywnym
nagrzewaniu chromatogramu. Giberelina Aj daje intensywna fluorescen-
cje zielononiebieskg przy krotkim nagrzewaniu. Przy pomocy techniki
dwustopniowego nagrzewania chromatogramu udatlo si¢ stwierdzi¢, ze gi-
berelina A4, ktéra dotad uwazana byla za zwigzek jednorodny, wystepuje
w postaci dwoch skladnikow, ktére okazaly sie biologicznie aktywne.
Przy slabym nagrzewaniu chromatogramu, rozwinietego w solwencie 2,
pojawia sie najpierw skladnik o zéltej fluorescencji (R; 0,33), a przy sil-
niejszym nagrzewaniu plama zo6lta zanika i pojawia sie plama fioletowa
(R; 0,40).

Przy stosowaniu tej techniki czulo$¢é wykrywania dla wszystkich
giberelin jest bardzo duza i lezy w granicach czulosci dla gibereliny Aj,
to znaczy okolo 0,01—0,1 meg.

Stosowana przez nas technika daje dobre wyniki przy wykrywaniu
giberelin wystepujacych zaré6wno w brzeczce fermentacyjnej grzyba
Gibberella fujikuroi, jak i w materiale roslinnym Bankowska
(informacja ustna), rozdzielajac w solwencie 2 wycigg z roslin kukury-
dzy wykryla na chromatogramie, za pomocg wyzej podanej techniki obie
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plamy (o R; 0,33 i 0,40), ktére uzyskaliSmy przy rozdziale GA,. Stosujac
te technike przy wywolywaniu giberelin wystepujacych w brzeczce fer-
mentacyjnej, poza plamami odpowiadajgcymi uzywanym wzorom, na
chromatogramie rozwinietym w solwencie 2, stwierdziliSmy wystepowa-
nie dwu plam o R; 0,28 i R; 0,90 wykazujgcych aktywnosé biologiczna.

Twierdzenie o mozliwosci wykrycia wszystkich biologicznie aktyw-
nych substancji giberelinowych przy pomocy naszej techniki opieramy
na analogii strukturalnej dotychczas znanych giberelin oraz na niedaw-
nych doswiadczeniach McMillana 1 Sutera (1963), ktéorzy wy-
kryli testem fluorescencyjnym wszystkie gibereliny na chromatogramach,
przv pomocy stezonego kwasu siarkowego i nagrzewania przez 10 minut
w temperetarze 120°C. Jednak, jak twierdzg sami autorzy, sposob ten
jest zbyt drastyczny, by moglt byé¢ stosowany do wywolywania giberelin
na chromatogramach bibulowych.

STRESZCZENIE

Opracowano metode wykrywania biologicznie aktywnych substancji
giberelinowych — giberelin A, A,, A3 i A; — na chromatogramach bibu-
lowych, przy pomocy testu fluorescencyjnego. Istotg tej metody jest
stosowanie techniki dwustopniowego nagrzewania chromatogramu spry-
skanego 5% etanolowym roztworem kwasu siarkowego, przy pomocy
strumienia gorgcego powietrza, w warunkach kontrolowanych pod anali-
tyczng lampa rteciowa. Metoda ta stwierdzono, ze giberelina A; wyste-
puje w postaci dwu skladnikéow biologicznie aktywnych, rézniagcych sie
wartoscig R; i barwa fluorescencji wywolanych plam.

Podczas druku niniejszej pracy pojawila sie publikacja angielskich autorow:
Jones D. F., McMillan J, Radley M. 1963, Plant hormones III.
Identification of gibberellic acid in immature barley and immature grass, Phyto-
chemistry 2 (4); 307. Autorzy tej pracy podaja sposéb rozdzielania mieszaniny
9 giberelin przy pomocy dwuwymiarowe] chromatografii cienkowarstwowej, w kto-
rej dla odrédznienia poszezegdlnych giberelin przyjmuja, oprécz wartosei Rf. row-
niez czas powstawania i barwe fluorescencji po nagrzewaniu w temperaturze 120°C
chromatogramu uprzednio opryskanego alkoholowym roztworem kwasu siarkowego.
Pordéwnujge wyniki ich analizy z danymi naszej pracy sgdzimy, Ze omawiana przez
nas substancja o R, 0,33, jest GA4, a plama o R; 0,40 jest GA4. Na podstawie uzy-
skanych przez nas wynikéw mozna sadzié, ze GAy; i GA; wystepuja przewaznie
w postaci mieszaniny. Poglad ten potwierdza réwniez praca: Ikuma H. Thi-
mann K. V. 1963, Activity of gibberellin D on the germination of photosensitive
lettuce seeds, Nature 197 (4874): 1313, ktora podaje, ze GD jest mieszaning GAy
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i GA;. W doswiadczeniach, w ktorych rozdzielalismy GD, otrzymang od prof.
H. Borrisa 2z Greifswaldu, uzyskaliSmy podobny rozdzial na dwa skladniki
jak dla GA4 otrzymanej od prof. Y. Sumiki z Tokyo.

Zaktad Biochemii (Wplyneto: 14.10.1963)
Instytutu Antybiotykdw
w Warszawie

SUMMARY

A method for detection of biologically active gibberellins Ay, Ap, Ay and Ay
on chromatograms with fluorescence test was worked out. The method is basaed
on a technique of heating in two steps of chromatograms sprayed with 5% ethanol
solution of sulphuric acid, using stream of heated air in controlled conditions
under analytical mercury lamp. Using this method it was found that gibberellin Ay
exists in form of two components, biologically active differing in R! value and in
the colour of fluorescent spots.
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