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В КОММЕРЧЕСКИХ ПРЕПАРАТАХ МЕТОДОМ ВЭЖХ

Аннотация. Разработана воспроизводимая методика, позволяющая с достаточной степенью точности оценивать 
содержание кинетина в различных препаратах. Методика может быть использована для исследований в области 
физиологии и биохимии растений, в медицине и молекулярной биологии.
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QUANTITATIVE DETERMINATION OF KINETIN IN COMMERCIAL PREPARATIONS BY HPLC

Abstract. A reproducible method has been developed that allows for a sufficient degree of accuracy to estimate the 
kinetin content in various preparations. The technique can be used for research in the field of plant physiology and 
biochemistry, medicine, and molecular biology.
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Введение. Исследование цитокининов, которые представляют собой важнейшую группу фи-
тогормонов, является весьма значимой областью физиологии и  биохимии растений. Цитокини-
ны играют основополагающую роль в процессах деления и стимуляции дифференциации клеток, 
образования хлорофиллов, созревания семян, репродуктивного развития, снятия апикального 
доминирования и т. д. Одним из наиболее перспективных синтетических аналогов, который 
может быть использован в качестве компонента для создания эффективных регуляторов роста 
декоративных и сельскохозяйственных растений, а также фармацевтических и косметических 
препаратов, является кинетин, который обладает высокой цитокининовой активностью. Впер-
вые он был обнаружен в автоклавированных препаратах ДНК и идентифицирован как N6-
фурфуриламинопурин. Природные цитокинины также являются N6-замещенными производными 
аденина [1]. Имеются данные, свидетельствующие о способности кинетина и других цито
кининов уменьшать рост некоторых видов опухолевых клеток человека [2, 3]. В последние годы 
кинетин широко применяют при производстве косметики, замедляющей старение кожи [4, 5]. 

Рост рынка производства регуляторов роста растений (биостимуляторов), перспектива ис-
пользования цитокининов в терапии злокачественных опухолей, а также его применения в со-
ставе антивозрастных косметических средств обусловили необходимость разработки данной ме-
тодики.
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Цель исследования –  разработка воспроизводимой методики, позволяющей с достаточной 
степенью точности оценивать содержание кинетина в различных препаратах.

Материалы и методы исследования. Оборудование:  хроматограф UltiMate 3000 (Thermo 
Fisher Scientific, Германия) с насосом LPG-3400SD, автосамплером ACC-3000, детектором DAD-
3000RS, С18-колонкой AcclaimTM120 (4,6×150 мм), размер частиц 5 мкм. Фильтры Whatman  
0,2 мкм PP w/GMF  13 мм, картридж С18 Sep-Pak (Waters Ass., Milford).

Реактивы: стандарт кинетина (Sigma-Aldrich,чистота 99,0 %), метанол (LiChrosolv., Merck), 
вода I типа (система очистки Merck Millipore), ортофосфорная кислота (Sigma-Aldrich, чистота  
более 99,0 %).

Приготовление стандартов: 0,04 г стандарта кинетина растворяли в воде, подкисленной ор-
тофосфорной кислотой до рН 3,0, и доводили до 100 мл. Данный раствор использовали как 
исходный для приготовления пяти стандартных растворов от 4 до 400 мкг/мл. Все стандартные 
растворы фильтровали через мембрану с диаметром пор 0,45 мкм и использовали для анализа 
методом ВЭЖХ.

Подготовка образцов: жидкий препарат МАКРОФИТУМ (Регулятор роста растений 
«МАКРОФИТУМ, ВС», ТУ BY 100029064.007-2018) фильтровали под вакуумом через мембрану 
с диаметром пор 0,2 мкм  (CHMLab Group) для избавления от бактериальной суспензии, затем 
пропускали через картридж С18 Sep-Pak. Кинетин элюировали 10 мл смеси растворителей мета-
нол:вода, подкисленная ортофосфорной кислотой до рН 3,0 (v/v 60:40), после чего пробу исполь
зовали для проведения анализа методом ВЭЖХ.  

Условия ВЭЖХ-анализа. Для определения содержания кинетина использовали метод обра
щенно-фазовой ВЭЖХ в изократическом режиме. Состав подвижной фазы: метанол:вода, 
подкисленная ортофосфорной кислотой до рН 3,0 (v/v 40:60). Скорость потока 1 мл/мин, темпе-
ратура колонки 30 °С, объем инжекционной петли – 20 мкм. 

Пик кинетина идентифицировали по сопоставлению времени удерживания с пиком стан
дарта, а также спектров поглощения стандарта и предполагаемого пика кинетина. Концентра-
цию кинетина определяли методом абсолютной калибровки. Калибровочную зависимость опре-
деляли по 5 точкам (4, 40, 100, 240, 400 мкг/мл), для каждой точки выполнено по 5 измерений. 

Результаты и их обсуждение. Разработанная методика позволяет идентифицировать и коли-
чественно оценивать содержание кинетина в составе препаратов-регуляторов роста растений  
и других препаративных формах, где присутствует кинетин. Аналитические характеристики ме-
тодики приведены в табл. 1.

Т а б л и ц а 1. Характеристики методики определения кинетина методом ВЭЖХ

T a b l e 1.  Characteristics of the method for kinetin determining by HPLC

Время удерживания
Уравнение 

калибровочного графика R2
Диапазон  

линейноcти,
мкг/мл

Предел детектирования,  
мкг/мл (S/N = 3)

Предел
количественного

определения, мкг/мл
(S/N) = 10

Значение,
мин

Отн. станд. 
отклонение, %

3,72 ± 0,024 0,17 y = 0,092x–0,1185 0,9998 4–400 0,1 1,0

Линейность отклика детектора оценивали, анализируя рабочие стандартные растворы раз
личной концентрации. Пределы детектирования и количественного определения установлены 
путем подбора минимальных концентраций кинетина, при которых соотношения сигнал/шум 
(S/N) равны 3 и 10 соответственно.

В табл. 2 представлен анализ точности определения содержания кинетина методом добавок, 
когда к стандарту известной концентрации добавляется определенное количество того же ве
щества, после чего проводится анализ его суммарной концентрации. Известно, что аналитический 
метод является точным, если он дает правильное числовое значение для анализируемого ве
щества (масса или концентрация) и может быть описан как степень близости измерения к дей
ствительному значению [6]. 

Полученные данные свидетельствуют о пригодности данной методики, поскольку она позво
ляет с удовлетворительной степенью точности определять исследуемое вещество.
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Для оценки сходимости и воспроизводимости результатов были приготовлены три стандарт
ных раствора различной концентрации. Результаты представлены в табл. 3. Для растворов с кон-
центрациями 10, 35 и 100 мкг/мл сделано 14, 9 и 6 инжекций соответственно.

Т а б л и ц а 3. Воспроизводимость результатов анализа растворов стандарта кинетина  
различной концентрации 

T a b l e 3. Reproducibility of results of analysis of standard kinetin solutions of different concentrations

Концентрация, 
мкг/мл

Площадь пика, 
mAu∙мин

Стандартное 
отклонение

Стандартная 
ошибка

Отн. стандартное
 отклонение, %

10 0,9706 0,0073 0,002 0,76
35 3,1192 0,0215 0,007 0,69

100 21,6559 0,06556 0,027 0,30

Относительное стандартное отклонение площадей пиков составило от 0,3 до 0,76 %, что со-
ответствует требованиям, предъявляемым к точности биохимических анализов [7]. Для времени 
удерживания (tR) стандарта кинетина эта величина составляет 0,17 % (cм. табл. 1).

Анализ содержания кинетина в препарате МАКРОФИТУМ, ВС. Регулятор роста растений 
МАКРОФИТУМ, ВС (ТУ BY 100029064.007-2018) содержит ряд биологически активных соеди
нений, одним из которых является кинетин. МАКРОФИТУМ предназначен для стимуляции 
роста и развития цветочных культур, увеличения количества бутонов и цветков на растении, 
усиления яркости и свежести окраски комнатных цветов, повышения декоративности цветущих 
клумб и газонов, ускорения зацветания и увеличения продолжительности цветения.

Т а б л и ц а 2. Метрологический анализ методики определения содержания кинетина методом добавок 
T a b l e 2. Metrological analysis of technique of the kinetin content determination by the method of additives 

Добавлено 
кинетина, мкг Должно быть найдено, мкг Найдено, мкг Стандартное 

отклонение
Стандартная 

ошибка
Отн. cтандартное 

отклонение, %

50 + 0 50,0 50,86 0,56 0,25 1,0
50 + 85 135,0 135,53 2,16 0,97 1,5
50 + 195 245,0 243,54 2,23 0,99 1,0

Хроматограммы стандарта кинетина и препарата МАКРОФИТУМ, ВС
The chromatograms of kinetin standard  and drug MACROFITUM, VS
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Нами проведен анализ препарата методом ВЭЖХ, идентифицирован пик кинетина по сопо
ставлению времени удерживания с пиком стандарта, а также спектров поглощения стандарта  
и предполагаемого пика кинетина. На рисунке представлены хроматограммы стандарта 
кинетина и препарата МАКРОФИТУМ, ВС.

Заключение. В результате проведенных исследований разработана воспроизводимая мето
дика, позволяющая с достаточной степенью точности оценивать содержание кинетина в раз
личных коммерческих препаратах. 

Исследования по созданию новых препаратов для растениеводства, медицины и косметологии 
будут продолжаться, поэтому разработка относительно несложной, быстрой и точной методики 
количественного анализа кинетина в различных коммерческих препаративных формах является 
актуальной задачей. Методика может быть использована в области агрохимии, физиологии  
и биохимии растений, медицине и молекулярной биологии. 
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