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МЕТОДОМ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ
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(Межфакультетская лаборатория регуляторов роста и развития с.-х. растений)

Разработана методика определения содержания абсцизовой кислоты в над­
земной части ячменя при использовании высокоэффективной жидкостной хрома­
тографии. Количественные измерения проводили методом абсолютной калибров­
ки (чувствительность метода — 5 нг на 1 г сырой массы, масса навески—10 г, 
коэффициент вариации в линейном диапазоне концентраций 5—100 нг/г — 7  % ) ,  
высокоэффективную жидкостную хроматографию — на колонке, заполненной сор­
бентом Partisil ODS, с использованием в качестве подвижной фазы полунасыщен- 
ного раствора битартрата калия при соотношении метанол : вода = 6 : 4 (по 
объему).

Для изучения механизма действия экзо­
генных регуляторов роста, используемых в 
сельском хозяйстве, важно располагать дан­
ными о содержании абсцизовой кислоты 
(АБК) в различных органах и тканях рас­
тений. В этой связи большое значение име­
ет разработка способов определения коли­
чества АБК в растительных образцах.

В последние годы для установления со­
держания АБК в растительных образцах 
применяются различные физико-химические 
методы анализа и прежде всего газо-жид- 
костная хроматография с электронно-за- 
хватным детектором [3, 8], газовая хрома­
тография — масс-спектрометрия (ГХ-МС) 
[3, 7] и высокоэффективная жидкостная 
хроматография (ВЭЖХ) с ультрафиолето­
вым детектором [4, 6], причем предпочтение 
отдается последнему методу, что обусловле­
но более высокой эффективностью хромато­
графического процесса и отсутствием необ­
ходимости получения летучих производных 
при определении количества АБК. Чувстви­
тельность УФ-детектора ВЭЖХ более низ­
кая, чем электронно-захватных и масс-спек­
трометрических детекторов в газовой хрома­
тографии, однако это компенсируется боль­
шим объемом пробы, вводимой в хромато­
граф за одно определение. Таким образом, 
реальная чувствительность указанных мето­
дов в отношении АБК в пересчете на 1 г 
анализируемого образца практически одина­
ковая (5—10 нг) и вполне достаточна, так 
как содержание АБК в различных расти­
тельных образцах составляет от 20 до 
100 нг на 1 г сырой массы [1]. Предлага­
емая нами методика определения содержа­
ния АБК в образцах ячменя (схема) отно­
сительно проста и не требует применения 
дорогостоящих материалов.

Для фиксирования растительных образ­
цов использовали метанол, энергично подав­
ляющий активность ферментов; экстракцию 
АБК из фиксированной ткани также прово­
дили метанолом, который имеет более низ­
кую температуру кипения, чем этанол, что

важно для отгонки растворителя. Экстрак­
ция АБК метанолом или экстрагентами на 
его основе осуществляется в большинстве 
(80 %) методик. Для очистки метанольных 
экстрактов от растительных пигментов ис­
пользовали гексан. Поскольку раствори­
мость АБК в гексане незначительная при 
различных значениях pH [4], то потери 
меньше механических.

После удаления пигментов проводили 
очистку образца жидкостной экстракцией 
эфиром при различных значениях рНВОД. По 
литературным данным, 77 % АБК переходит 
в эфир при pH 2,5 и лишь 1,5 % АБК при 
pH 9 [4].

Таким образом, при pH 9 эфиром отделя­
ли полярные липофильные вещества ней­
тральной природы. После подкисления из

Рис. 1. Зависимость между количест­
вом АБК, перешедшим в диэтиловый 
эфир при pH 2 (% добавленного ко­
личества АБК), и временем экстрак­
ции.
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Определение содержания АБК в растительных образцах
(схема анализа)

водной фазы экстрагировали (эфиром) АБК 
и сопутствующие полярные вещества кислой 
природы; водорастворимые примеси остава­
лись в водном слое.

Экспериментально определено (рис. 1), 
что при pH 2 около 70 % АБК переходит в 
эфир при энергичном встряхивании в тече­
ние 30 мин (в дальнейшем возможно увели­
чение потерь из-за неплотности пробок). 
При 2-кратной экстракции потери АБК не 
превышают 10—12 %.

Препаративная тонкослойная хроматогра­
фия (ТСХ) являлась основным этапом пред­
варительной очистки образцов. Изученные 
нами методы, описанные в литературе, вклю­
чали по 2—5 этапов очистки (в 60 % ра­
бот — 3 этапа), по крайней мере один из 
которых основан на хроматографии.

Окончательный анализ образцов осущест­
вляли при использовании ВЭЖХ на сор­
бенте с обращенной фазой, хроматографиче­
скую очистку проводили на сорбенте без 
обращения фаз (силикагель). Эффектив­
ность тонкослойной хроматографии, а в слу­
чае применения стандартных пластинок и 
воспроизводимость выше, чем колоночной 
(традиционной, низкого давления). Для 
очистки экстрактов из ячменя на пластин­
ках «Silufol UV-254» наиболее подходящей

в качестве элюента оказалась система толу­
ол — этилацетат — уксусная кислота 40 : 5: 
: 2 [9], значение R t АБК в наших экспери­

ментах составляло 0,11. Веществ, сильно по­
глощающих УФ-излучение при 254 нм, в зо­
не сорбента с данным значением R f  не об­
наружено. Этилацетатный раствор (см. схе­
му) наносили на линию старта непрерывной 
полосой; после элюирования зону сорбента 
с R f  0,11 шириной 4—5 мм (контроль по 
стандарту АБК) счищали, АБК вымывали с 
сорбента этилацетатом. При выборе длины 
стартовой линии в процессе проведения ТСХ 
руководствовались размером взятого для 
анализа образца, в наших экспериментах 
длина «старта» составляла 12 см на 10 г 
сырой массы, потери на стадии ТСХ — 35 % 
(табл. 1). При низких концентрациях АБК 
можно добиться удовлетворительной очист­
ки и при длине стартовой линии 5,5 см, в 
этом случае потери уменьшаются на 10— 
20 % (табл. 1). При энергичном встряхива­
нии в течение 15 мин АБК с силикагеля вы­
мывалась практически полностью (95— 
100 % ) .

Для ВЭЖХ АБК используют сорбенты с 
обращением фаз [6], прямофазные сорбен­
ты [4] и ионообменники [5, 10). Согласно 
данным УФ-спектроскопии (рис. 2), молеку-
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Т а б л и ц а  1
Потери АБК при очистке экстрактов из ячменя 

методом препаративной тонко слойной хроматографии
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Средняя высота пиков АБК после ВЭЖХ, приведен­
ная к одинаковой чувствительности детектора, мм

Количество АБК, %, при очистке 
на ТСХ с длиной фронта, см

без очистки на 
ТСХ

длина фронта при очистке на 
ТСХ, см

5.5 1 2 5,5 12

10 5 4                ― 80               ―
30 10 11 — 91 —
60 20 — 14 — 70

100 30 22 — 73
500 160 — 120 — 75

1000 330 250 — 75

ла АБК в нейтральных водных и водно-ме- 
танольных растворах находится в виде 
аниона (λmax = 245 нм — диссоциированное 
состояние АБК). Для проведения хромато­
графии этого вещества на обращеннофазных 
сорбентах добавляют агенты кислотного 
характера. Нами для этой цели выбрана ма­
лорастворимая соль — битартрат калия, по- 
лунасыщенный раствор которой при соот­
ношении метанол : вода = 6 : 4 мы использо­
вали в качестве подвижной фазы (фаза 
«В1», pH 5,0). АБК в фазе «В1» находится 
в основном (84 %) в недиссоциированной 
форме (λmax = 259 нм, рКаа (АБК) = 5,76). 
При прохождении «В1» со скоростью 
1 мл/мин через колонку 250×,6 мм, запол­
ненную обращеннофазным сорбентом Parti- 
sil ODS, эффективность по отношению к 
АБК составила 2900 т. т. (время выхода 
АБК 5,1 мин); при меньшей скорости эффек­
тивность была еще выше, однако время 
анализа соответственно возрастало. При 
других соотношениях метанола и воды эф­
фективность работы колонки снижалась. Ти­
пичные хроматограммы, полученные после

проведения ВЭЖХ чистой АБК и образца 
ячменя, очищенного по описанной схеме, 
приведены на рис. 3. На хроматограмме рас­
тительного образца имеется пик (вещество 
X), время выхода которого соответствует 
таковому для АБК. Для доказательства со­
ответствия этого пика пику АБК образцы 
ячменя и АБК хроматографировали в анало­
гичных условиях, используя УФ-детектор, 
настроенный на различные длины волн. От­
ношения высот пиков при различных длинах 
волн для вещества X и АБК близки. Для 
более строгого доказательства идентичности 
АБК и вещества X последнее препаративно 
собирали, экстрагировали из подвижной фа­
зы эфиром, метилировали эфирным раство­
ром диазометана и подвергали хромато­
масс-спектрометрическому анализу (рис. 4).

Рис. 2. УФ-спектры АБК (в 
районе максимумов поглоще­
ния) в подвижной фазе В1 (1; 
λmax=259 нм) и в смеси мета­
нол : вода 6:4 (2; λmax  =

= 245 нм).

Рис. 3. Хроматограммы (ВЭЖХ) чи­
стого образца АБК (а) и образца, 
выделенного из ячменя, ( б ) ,  после 
очистки по приведенной схеме (ко­
лонка Partisil ODS, 250×4,6 мм, 
скорость подвижной фазы В1 —
1 мл/мин, УФ-детектор при 254 нм; 
над пиками указано время выхода).
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ровки, по высоте пиков получили коэффи­
циент вариации в линейном диапазоне кон­
центраций 5—100 нг на 1 г сырой массы — 
7 %. Специально поставленные эксперимен­
ты показывают, что потери АБК в процессе 
очистки составляют 45—55 % и приблизи­
тельно равны сумме потерь на отдельных 
стадиях очистки.

Методика

М а т е р и а л ы  и  р е а к т и в ы .  В процес­
се анализа применяли перегнанные раство­
рители: этилацетат, толуол, уксусную кис­
лоту, гексан и метанол. Диэтиловый эфир 
перед перегонкой очищали от перекисных 
соединений на колонке с AI2O3. В качестве 
стандарта использовали цис-транс АБК 
фирмы Sigma.

Ф и к с и р о в а н и е  р а с т и т е л ь н о г о  
о б р а з ц а .  Свежие растения (ячмень, над­
земная часть) разрезали на отрезки длиной 
1 см и сразу помещали в герметичный сосуд, 
заполненный метанолом. Для анализа бра­
ли образец массой около 10 г (целое число 
растений); метанол использовали одновре­
менно как фиксатор и как экстрагент АБК. 
Соотношение объема метанола (в мл) и 
объема сырого образца (в г) составляло 
10 : 1. Закрытый сосуд помещали в холо­
дильник и хранили при 4 °С для следующе­
го этапа анализа.

Э к с т р а к ц и я .  Экстрагентом служил 
фиксирующий метанол, который уже нахо­
дился в сосуде с образцом. Содержимое 
последнего помещали в гомогенизатор 
MPW-302 (ПНР) и добавляли гексан, объ­
ем которого равнялся половине объема ме­
танола. После гомогенизирования (15 мин) 
гомогенат фильтровали, гексановый слой 
фильтрата отделяли и отбрасывали, мета- 
нольный слой смешивали со шротом и по­
мещали на 24 ч в холодильник (4 °С, соб­
ственно экстракция). После фильтрации по­
лучали первичный экстракт.

П о л у ч е н и е  э т и л а ц е т а т н о г о  
р а с т в о р а  (схема). Первичный экстракт 
(схема) упаривали на роторном испарителе 
до водной фазы при 35—40 °С (концентри­
рованный водный экстракт, объем 15—20 мл 
при навеске 10 г). Добавляли гексан в со­
отношении 1 : 1 по объему и после переме­
шивания отделяли и отбрасывали гексано­
вый слой. Операцию повторяли 2—3 раза в 
зависимости от количества отделенных та­
ким образом пигментов. Полученный освет­
ленный водный экстракт доводили до pH 9— 
10 (1 н. раствором Na2CО3, контроль по 
универсальной индикаторной бумаге), до­

Рис. 4. Хроматограмма (ГХ-МС) по 
полному ионному току вещества X 
после метилирования диазометаном 
(хромато-масс-спектрометр «Hitachi 
М-80В», стеклянная колонка 3 м× 
×3 мм с 3 % SE 30 на Gas Crom Q — 
100—120 меш; хроматографические 

условия указаны в тексте).

Вещество X, как оказалось, состоит из сме­
си веществ, большинство из которых явля­
ются жирными кислотами, не поглощающи­
ми УФ-излучение при 254 нм и вследствие 
этого не регистрируемыми УФ-детектором. 
Однако масс-спектр одного из этих веществ 
(рис. 5) в точности соответствует масс- 
спектру метилового эфира АБК [9].

Таким образом, описанный метод позволя­
ет определить содержание АБК в образцах 
ячменя. Нами достигнуты следующие метро­
логические характеристики: чувствитель­
ность — 5 нг на 1 г сырой массы образца яч­
меня. Используя метод абсолютной калиб­

Рис. 5. Масс-спектр одного из компонентов вещества X после метилирования 
диазометаном, соответствующий масс-спектру метилового эфира АБК.
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бавляли эквивалентное по объему количест­
во диэтилового эфира. Эфирный слой после 
интенсивного встряхивания в течение 15— 
20 мин отбрасывали, очистку эфиром повто­
ряли. Очищенный водный экстракт доводили 
до pH 2 (1 н. раствором НС1) и вещества 
кислой природы, включая АБК, экстрагиро­
вали эфиром (2 раза, соотношение эфир:
: водная фаза=1 : 1, по 30 мин при интенсив­
ном перемешивании).

Эфирные экстракты объединяли, упари­
вали на роторном испарителе при слабом 
нагревании, в колбу добавляли 1 мл метано­
ла, обмывали стенки и переносили получен­
ный метанольный раствор автоматической 
пипеткой в герметично закрывающийся со­
суд малого объема. Метанол упаривали в 
токе азота при слабом нагревании, сухой 
остаток растворяли в 60 мкл этилацетата 
(этилацетатный раствор).

П р е п а р а т и в н а я  т о н к о с л о й н а я  
х р о м а т о г р а ф и я .  На пластинки «Silu- 
fol UV-254» (ЧССР) размером 15x15 см, 
предварительно промытые метанолом, нано­
сили этилацетатный раствор в виде полосы 
из расчета 1 см линии старта на 1 г сырой 
массы образца, взятого для анализа, а на 
каждую пластинку рядом с образцом также 
наносили стандарт АБК (3—5 мкг). Плас­
тинки проявляли в системе толуол — этил- 
ацетат — уксусная кислота (40 : 5 : 2). Поло­
су сорбента с Rf 0,11 (контроль при УФ-ос- 
вещении по нанесенному стандарту АБК) 
счищали с пластинки в сосуд с герметичной 
пробкой, добавляли 2 мл этилацетата и экс­
трагировали АБК с сорбента в течение 15— 
20 мин при энергичном встряхивании. Сор­
бент отделяли вакуум-фильтрацией на уст­
ройстве Vac Elut (фирма Jones Chromatog­
raphy Ltd, Англия), слой на фильтре про­
мывали 2 раза этилацетатом (по 1 мл). 
Объединенный фильтрат упаривали досуха 
в токе азота при незначительном нагрева­
нии (очищенный сухой образец).

В Э Ж Х  проводили на оборудовании для 
жидкостной хроматографии высокого давле­
ния фирмы Biotronik ФРГ (насос ВТ 3020, 
УФ-детектор ВТ 3030). Образцы АБК и 
очищенные сухие образцы растворяли в

100 мкл подвижной фазы (полунасыщенный 
раствор битартрата калия в смеси метанол : 
:вода = 6:4 (по объему) и анализировали 
на колонке 250×4,6 мм, заполненной сорбен- 
том Partisil ODS 10 мкм при скорости по­
движной фазы 1 мл/мин (проба 20 мкл). 
Для количественного определения АБК в 
образцах (время выхода в описанных усло­
виях 5,1 мин) детектор настраивали на дли­
ну волны 254 нм. Для доказательства нали­
чия АБК в экстракте ячменя детектор 
ВТ 3030 настраивали также на 230 и 
280 нм.

У Ф - с п е к т р о с к о п и я .  УФ-спектры 
снимали на двухлучевом спектрофотометре 
Спекорд М 40 (ГДР) при ширине оптиче­
ской щели 0,02 мм и скорости сканирования 
83 см―1/с.

Х р о м а т о  - м а с с - с п е к т р о м е т р  и я. 
Вещество X препаративно собирали при 
проведении ВЭЖХ очищенных сухих образ­
цов, экстрагировали из подвижной фазы 
эфиром (2 раза по 1 мл), который упарива­
ли и добавляли свежеприготовленный рас­
твор диазометана в эфире. Через 20 мин 
CH2N2 и диэтиловый эфир отгоняли, остаток 
растворяли в 20 мкл этилацетата, 8 мкл это­
го раствора вкалывали в хроматограф хро- 
мато-масс-спектрометра Hitachi М80В (Япо­
ния), ×снабженный стеклянной колонкой 
3 м × 4 мм, заполненной 3 % SE 30 на Gas 
Crom Q (100—120 меш). Реализованы сле­
дующие параметры анализа: скорость газа- 
носителя — гелия —15 мл в мин; температу­
ра инжектора 230 °С, сепаратора 250 °С; 
колонка прогревалась по программе 220° — 
5 мин, далее до 250 °С со скоростью 20 °С 
в 1 мин. Масс-спектры снимали при иониза­
ции молекул электронным ударом (энергия 
электронов 70 эВ).

Разработанная методика позволяет опре­
делять содержание АБК и в других злако­
вых культурах, в частности в пшенице. Од­
нако при использовании ее для каждого 
нового объекта перед проведением массо­
вых анализов требуется доказывать иден­
тичность анализируемого вещества АБК, 
например с использованием масс-спектро- 
метрии.
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SUMMARY
The technique of determining the abscisic acid content in barley above-ground por­

tion with the use of highly efficent solution chromatorgraphy is developed. Quantitative 
measurments were performed by absolute calibration technique (sensitivity of technique — 
5 ng per 1 g of dry weight, sample weight—10 g, variation coefficient in linear con­
centration range of 5—100 ng/g — 7  % ) ,  highly efficient solution chromatography — on 
a column filled with Partisil ODS sorbent, using semisaturated solution of potassium 
bitartrat (metanol: water = 6 : 4 — in volume) as a mobile phase.
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