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Vynalez sa tyka spdsobu pripravy kyselin giberelovych
A glukozYlesterov kyselin giberelovych.

Raatove Eegulétory typu giberelinov ziskali Curtis a
croos /P. J. Curtis, B.E. Croos: Chem. Ind. /Lond./ 1066
/1954476xtrak01ou z rastllnného materidlu studenym metanolom
alebo acetonom obsahujtcim aZ 50 % vody. Kyseliny giberelo-
vé extrahovali do octanu etylového pri pH 2,0 a 3,0, reex~
trahovali do pufru o pH 8,0 alebo pH 6,5 a znova extrahovali
do octanu etylového po uprave na pH 2,5 az 3,0. Takmer vSet-
ky volIné kyseliny giberelové obdrzali v kyslej frakcii octa-
nu etylového. Sast glukozylesterov kyselin giberelovych sa
moZe extrehovatl z okyé’leneg vodnej fazy l-butanolom [N.Ta-
kahashl. Plant Growth Substances 1973, Hirokawa, Tokyo, 228
/1974/ 7. -Vysoké koncentricia fosfatového pufru mdZe viest
k neuplnému ziskaniu nepolérnych glukozylesterov kyselin
giberelov§ch pri pH 8,0 /R.C. Durley, R.P. Pharis: Phyto-
chemistry 11 317/1972[7resp. 6,5, Extrémne hodnoty pH spd-
sobuju degradéiciu glberellnov. Lipidy, ktoré by prekazali
"pr1 separacii a biologickych metodach sa odstrafiuji petrol-
éterom alebo dietyléterom pri neutralnom alebo slabo alka=
lickom pH pred extrakciou giberelinov. Zatial éo petroléter
neextrahuge gibereliny z pufrovej .fazy pri pH 8,0, dietyl-
éter extrahuje znaénu &ast malo polarnych giberelinov /R.C.
Durley, R.P. Pharis: Phytochemistry 11, 317 /1¢72/ /+ Polo=
viéné mnoZstvo giberelinov st glukozylestery kyselin gibe-
relovych, ktoré sa mdZu rozrusit hydrolyzou anorganick?mi
kyselinami alebo zédsadami a potom extrahovav cfanom etylo-
. vym. Oproti kyslej a alkalickej hydrolyze je preferovana
enzymaticka hydrolyza, pretoZe vznika menej desStrukénych
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produktov /T. Yokota, N. Murofushi, N. Takahashi, S. Tamura:
Agr.'Biol. Chem. 35,583 /1671/: K.Higara, T. Yokota, N.
Murofushi, N. Takahashi: Agr. Biol. Chem. 38, a511 /1974/ J.
Ovsem i enzymaticka hydroliza okrem vy33ich nékladov na pri-
pravu znecistuje produkt. Hydrolyzu pomocou/@-glukozidézy,
celulézy a inych enzymov skimali dalsi autori [ﬁ; = De
Knofel, P, Miller, G. Sembdner: Biochemistry and Chemistry
of Plant Growth Regulators, Eds.: K.Schreiber, H. R. Schitte,
G. Sembdner, Acad. Soi, G.D.R., Halle /Saale/ 121 /19747 7.
Pre extrakciu giberelinov z rastlinného materidlu v mense j
miere sa pouZfvaji neutrélne alebo slabo alkalické pufre.
/A J. McComb: Nature/Lond./ 192, 575 /1961/ /. Nizka repro-
dukovateInost delenia je u met6d,_kde sa gibereliny adsorbu-
Ji na aktivne uhlie a potom eluujii s acetdnom LC. A, West,
B. 0. Phinney: J.Amer. Chem. Soc. 81, 2424 /1959/; J.Mac-
Millan, J. C. Seaton, P. J. Suter: Tetrahedron 11, 60 /1960//.
Pri izoldcii na chemicky modifikovanjch dextranoch ostava
dast giberelinov irreverzibilne neadsorbované,

Uvedené nevyhody v podstatnej miere odstrafiuje spo-
sob pripravy kyselin giberelovych z glukozylesterov kyéelin,
giberelovych podra vynadlezu, ktorého podstata spoéiva‘v tom,
Ze sa 1,6 az 2,0 % roztok glukozylesterov kyselin giberelo-
vych v 80 % metanole deionizuje na ionomenidoch s funkénymi
sulfoskupinami a ionomeni&och s funkénymi skupinami trimety=-
lamoniumhydroxidovymi a potom sa zahusti pri tlaku 3 kPa na
30 aZ 90 % roztok, ktory sa zriedf s 80 % metanolom na 3 a%
5 % roztok, ktory sa hydrolyzuje ionomeni&om s funkénymi
sulfoskupinami za mies$ania pri teplote 20 az 25 °C po dobu
2 aZ 3 h a hydrolyz4at po odfiltrovani ionomenida sa zahusti
pri tlaku 3 kPa na 90 % sirup. - |

Vyhodou navrhovaného spésobu pripravy kyselin gibere-.
lovychzglukozylesterov kyselin giberelovyjch oproti doteraj~-
Sim postupom pripravy je, 2e'predmetny spésob je jednoduch-
§1 a ekonomicky nenéroény. Vznika nene j deétrukénych produk=-
tov a kyseliny giberelové su zbavenéﬁanorganickych soli,
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2 400 g suchej fazule Phaseolus vulgaris sa zvlhéi
600 ml vody a necha sa napudiavat v tme pri teplote 8 %
po dobu 18 h. Po napudani sa fazula extrahuje s 3 000 nl 80
% metanoli v tme pri 8 Oc po dobu 48 h. Extrakt sa sfiltru~
je a neché sa stat v tme pri teplote 8 ¢ po dobu 72 h. Pev-
ny zvysok sa reextrahuje s 3. 000 ml 80 % metanolu v tme pri
teplote 8 °C po dobu 72 h. Filtréciou sa ziska dalsi ex-
trakt, ktory sa spoji s predoslym a spolu sa zghustia pri
tlaku 3 kPa na 200 ml roztoku. Lipidy sa odstrénia trojnéa-
sobnou‘extrakciou g 200 ml dietyléteru po dprave na pH 8,0
s pevnym hydrogenuhliditanom sodnym. Vodné féza /260 g/ sa
po uprave .na pH 2,5 8 37 % kyselinou chlorovodikovou troj-
nésobne extrahuje s 200 ml octanu etylového a ziska sa
extrakt obsghujici kyseliny giberelové. Vodna féza po ex-
trakcii octanom etylovym sa pitnasobne extrahuje so 100 ml
1-butanolu a i-butanolicky extrakt sa zahust{ pri tlaku 3
kPa da 43 g sirupu obsahujiceho glukozylestery kyselin gi=-
berelov§ch, ktory sa zriedi s 200 ml 80 % metanolu. Roztok -
glukozylesterov kyselin giberelovych sa zbavi anorganickych
solf, organiekych kyselin a zésad deionizdciou na kolone
naplnenej ionomenidom s funkénymi déulfoskupinami /Wofatit
KPS 200 0,3 a% 0,85 mm/ s dfzkou 50 cm a priemerom 4 om a
na koldne naplnenej ionomenifom s funkénymi skupinami tri-
metylamoniumhydroxidovymi /Dowex 1 X 8 0,3 aZ 0,85 mm/ |
s dfzkou 50 cm' a s priemerom 4 cm. Ako eluéné ¢inidlo sa
pouzije 2 000 ml 80 % metamolu. Deionizovany roztok e elu-
4t sa spolo&ne zahustia pri tlaku 3 kPa na 3,2 g 90 % siru-
pu, ktory sa rozpust{ v 100 ml 80 % metanolu. Metanolggicko~
-vodny;roztok glukozylesterov kyselin giberelovych sa hydro-
lyzuje 8 50 g ionomenida s funk&nymi sulfoskupinami /Dowex
50 W X 4 0,040 a% 0,075 mm/ za mieania pri teplote 20 °C
po,dobu 3 h. Ionﬁmenié sa odfiltruje a premyje s 20 ml 80 %
metanolu. Sfiltrovany roztok sa odfarbi & 1 kg aktivneho
uhlia a sfiltruje po dobe 16 h. Odfarbeny roztok sa zahusti
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pri tlaku 3 kPa na 2,6 g 90 % sirupu spsahujiceho 60 % ky-
selin \giberclovych a 30 % D-glukﬁzy, ktory sa zriedi s 80 %
metanolom na 6 % roztok kyselin giberelovych. Biologickad ak-
tivita kyselin giberelovych sa stanovi biotestom /G. V.
Krylova: Rost rastenij i prirodnyje regulatory, aAkademia
nauk ZSSR, Moskva, 175 /1978/ _/ na principe rastu klidiace-
ho trpaslidéieho hrachuy 0,05 ml 6 % kyselin giberelovych
sposobilyr 150 % prirastok oproti kontrole a 0,075 ml 6 % ky-
selin giberelovych spdsobils200 % prirastok oproti kontrole}
50 ug kyseliny giberelovej GA3 spdosobily 200 % prirastok
oproti kontrole.

Priklad 2

3 000 g suchej fazule Phaseolus vulgaris sa zvlhéi

1 000 ml vody a nechd sa napudiavat v tme pri teplote 8 °C
po dobu 17 h. Po napudani sa fazula extrahuje s 4 000 ml
80 % metanolu v tme a pri 8 °C po dobu 48 h. Extrakt sa
sfiltruje a nechd sa stat v tme pri teplote 8 °C po dobu
72 h. Pevny zvy8ok sa reextrahuje s 4 000 ml 80 % metanolu
v tme pri teplote 8 °C po dobu 72 h. Filtréciou sa ziska
dalsi extrakt, ktory sa spoji s predo3lym a spolu sa zahus-
tia pri tlaku 3 kPa na 300 ml roztoku., Lipidy sa odstrénia
Styrndsobnou extrakciou -so 150 m) dietyléteru po vprave na
pH'S,O s pevnym hydrogenuhlilitanom sodnym. Vodna féza
/440 g/ sa po uUprave na pH 2,5 s 37 % kyselinou chlorovodi-
kovou troindsobne extrahuje s 500 ml octanu etylového a zis~-
ka sa extrakt obsahujici kyseliny giberelové. Vodné féza po
extrakcii octanom etylovym sa dvojndsobne extrahuje s 500
ml i-butanolom a 1~ butanollckftextrakt sa zahusti pri tlaku

2 kPa na 56 g sirupu obsahu]uceho glukozylestnxy kyselin

1berelovych ktory sa zriedi s 250 ml 80 % metanolu. Roz-
tok glukozylesterov kyselin giberelovych sa zbavi anorga-
‘nickych soli, organickych kyselin a zdsad deionizdciou na
kolone naplnenej ionomenidom s funkénymi sulfoskupinami
/Dowex 50 WX 8 0,3 az 0,85 mm/ s dl{Zkou 50 cm a priemerom
4 cm a na kolone naplnenej ionomenidom s funkénymi skupina-
mi trimetylamoniumhydroxidovymi /Ostion AT 0809 0,315 a3
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0,8 mm/ s dfZkou 50 cm a priemérom 4 cm. Ako eludné Ginidlo
sa pouzije 2 000 ml 80 % metanolun. Deionizovany roztok a

‘ eludt sa spoloéne zahustia pri tlaku 3 kPa na 10 ml rozto-
ku, ktory sa rozpusti v 100 ml 80 % metanolu. letanolicko=-

~vodny roztok glukozylesterov kyselin giberelovjych sa hydro-
lyzuje s 50 g ionomeniéa s funkénymi sulfoskupinami /Dowex
50 W X 4 0,040 aZ 0,075 mm/ za miesania pri teplote 25 °C
po dobu 2 h. Ionomenié sa odfiltrunje a premyje s 20 ml 80
% metanolu. Sfiltrovany roztok sa odfarbi s 1,5 g aktivne~
ho uhlia a sfiltruje po dobe 17 h. Odfarben¥ roztok sa za=-
‘husti pri tlaku 3 kPa na 3,6 g 90 % sirupu obsahujiceho 60
% kyselin giberelovych a 30 % D-glukozy, ktory sa zriedi
s 80 % metanolom na 6 % roztok kyselin giberelovych., Bio~
logick& aktivita: 0,05 ml 6 % kyselin giberelovych spéso~

' bile 170 % prirastok oproti kontrole a 0,075 ml 6 % kyselin
giberelovych spdsobily210 % prirastok oproti kontroles 50
&g kyseliny giberelovej spdsobil’200 % prirastok oproti
kontrole. g

Vynélez mbZe najst Siroké pouzitie v poInohospodar-
stve a pri §tudiu biochemickych procesov v rasglinéch. Ky-
selinami giberelovymi sa mboZe ru$it dormancia semien a
spiacich pupefiov rastlin. U nicktorych rastlin sa méZe in-
dukovat kvitnutie. Dalej sa mbZe kyselinami giberelovymi
ZvacS8it velkost plodov. ' ‘
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Spdosob pripravy kyselin giberelovych z glukozyleste-
rov kyselin giberelovych obsiahnutych vo vodnej fdze extrak-
tu po extrakcii volInych kyselin giberelovych etylacetétom
s pouzitim hydrolyzy uvedenych glukozylesterov,vyznadujuci
sa tym, Zc¢c sa 1,6 az 3,0 % roztok glukozylesterov kyselin
giberelovych v 80 % meétanole deionizuje na ionomenidoch
s funkénymi sulfoskup{nami a ionomenidoch s funkénymi sku-
pinami trimetylamoniumhydroxidovjmi a potom sa zahusti pri
tlaku 3 kPa na 30 az 90 % roztok, ktory sa zriedi s 80 %
metanolom na 3 az 5 % roztok, ktory sa hydrolyzuje ionome-
niéom s funkénymi sulfoskupinami za miesSania pri teplote
20 az 25 °C po dobu 2 aZ 3 h a hydrolyzdt po odfiltrovani
ionomenica sa zahusti pri tlaku 3 kPa na 90 % sirup.
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