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ПРЕДИСЛОВИЕ РЕДАКТОРА ПЕРЕВОДА

Окружающий нас мир — мир сложных смесей соединений
различной природы и молекулярной массы. Его изучение, вклю-
,чая контроль и управление химическими процессами в промыш-
ленности и исследование и диагностику биохимических процес-
сов в живом организме, — сложнейшая задача, которую успешно
решает аналитическая химия; именно поэтому многие исследо-
ватели-химики выступают одновременно и в роли аналитиков.

Определить состав многокомпонентной смеси и особенно
выявить присутствие примесей, пользуясь каким-либо одним ме-
тодом обычно не удается; как правило, при решении таких задач
приходится оперировать группой методов, разумно их ком-
бинируя. Такие комбинированные, или по образному выраже-
нию Ю. А. Золотова [1] гибридные, методы широко распро-
странены в аналитической практике. Не будет преувеличением
сказать, что современная аналитическая химия — это химия
гибридных методов. Анализируя последние, можно отметить, что
все они представляют собой сочетание трех групп методов: ме-
тодов определения [1], разделения [1] и химической транс-
формации анализируемых компонентов [2]. Наиболее активно
развиваются и применяются, по-видимому, методы разделения,
роль и значение которых особенно велики в аналитической хи-
мии органических соединений.

Тонкослойная хроматография занимает особое место среди
методов разделения благодаря простоте методики и доступ-
ности оборудования, широкой области применения, включаю-
щей органические и неорганические объекты, высокой эконо-
мичности, гибкости метода, позволяющей легко модифицировать
его в соответствии с поставленной задачей.

Тонкослойная хроматография — вид жидкостной хромато-
графии, в которой роль подвижной фазы выполняет жидкая
фаза, а разделение происходит на слое сорбента, толщина ко-
торого существенно меньше его ширины. В наиболее распро-
страненном варианте тонкослойной хроматографии слой сор-
бента (более точно — одна его сторона) открыт, а движение
подвижной фазы происходит как результат пропитки сорбцион-
ного слоя растворителем, который используется как элюент.
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История возникновения и развития этого метода отражена
в работах Цвета [3,4],Измайлова и Шрайбер [5] и Шталя [6].

В настоящее время тонкослойная хроматография представ-
ляет собой обширную, хорошо разработанную область. Роль и
значение этого метода анализа, несмотря на развитие автома-
тизированной высокоэффективной детекторной и жидкостной
хроматографии, нисколько не уменьшились, напротив, область
тонкослойной хроматографии расширилась, метод стал приме-
няться для экспрессного определения условий разделения в ко-
лоночной жидкостной хроматографии (выбор адсорбента, со-
става элюента и т. д.). Благодаря простоте и гибкости тонко-
слойной хроматографии она продолжает оставаться одним из
наиболее популярных хроматографических методов.

Книга Ю. Кирхнера «Тонкослойная хроматография» пред-
ставляет собой обширное руководство по тонкослойной хрома-
тографии. В ней наряду с описанием общих методов тонкослой-
ной хроматографии большое внимание уделяется вопросам
ее практического применения. Поэтому книга представляет
интерес для широкого круга специалистов: и для тех, кто
интересуется в основном только практическим применением ме-
тода для анализа соединений определенного класса, и для тех,
для кого главное — развитие метода; ее можно также рекомен-
довать и как пособие для начинающих хроматографистов.
В сущности, это небольшая энциклопедия по тонкослойной хро-
матографии, которая несомненно позволит многим аналитикам
сэкономить время, повысить уровень и эффективность анали-
тических работ в этой области хроматографии.

Следует отметить, что вопросы высокоэффективной тонко-
слойной хроматографии достаточно полно изложены также
Златкисом и Кайзером [7], а сведения по отечественному обо-
рудованию для тонкослойной хроматографии читатель может
найти в книге Кибардина и Макарова [8].

В современной тонкослойной хроматографии начинают
эффективно использоваться автоматические оптические скани-
рующие методы, специально предназначенные для тонкослой-
ных пластинок с разделенными зонами. Такие методы позво-
ляют точно и объективно определять содержание разделенных
компонентов [7]. Это большой успех в развитии тонкослойной
хроматографии, так как ранее во многих статьях и моногра-
фиях отмечалось, что стадия количественной оценки результа-
тов измерения или недостаточно точна, или очень длительна.

В последние годы была опубликована работа, позволяющая
надеяться, что и второй недостаток тонкослойной хроматогра-
фии (а именно продолжительность разделения) удастся
успешно преодолеть.
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Речь идет о пионерской работе венгерских исследователей,
предложивших вариант тонкослойной хроматографии с прину-
дительным потоком элюента. Применение этого варианта обес-
печивает существенное ускорение процесса разделения [9]. Та-
ким образом, и в настоящее время продолжается эффективное
развитие тонкослойной хроматографии.

В. Березкин
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ПРЕДИСЛОВИЕ К СЕРИИ

Серия «Методы химии» представляет собой продолжение
серий «Методы органической химии» и «Методы неорганиче-
ской химии». Поскольку очень часто во всех областях химии
пользуются одними и теми же приемами, первоначально при-
нятое разделение было несколько искусственным. Число мето-
дов, рассматриваемых в новой серии, соответственно возросло.
Монографии, посвященные методам, применение которых огра-
ничено, легко отличить по названиям.

Как и предыдущие серии, эта серия посвящена подробному
описанию основных методов. Авторы монографий рассматри-
вают теорию методов, технику их выполнения, приводят опи-
сание применяемой аппаратуры и указывают достоинства и
недостатки методов и области их применения. Мы надеемся,
что настоящая серия поможет лучшему пониманию основных
методов химии и более рациональному и эффективному их ис-
пользованию.

Редактор выражает особую благодарность доктору Э. Перри
за помощь в редактировании этого и других томов, посвящен-
ных разделению и очистке веществ.

Авторы и редакторы надеются, что монографии данной се-
рии окажутся полезными читателям, и будут благодарны за
любые критические замечания и пожелания.

Исследовательская лаборатория
фирмы «Истмен Кодак»
Рочестер, Нью-Йорк

А. Вейсбергер

ПРЕДИСЛОВИЕ КО ВТОРОМУ ИЗДАНИЮ

Наиболее важная работа по ТСХ была опубликована
в 1951 г. Автор этой работы доктор Кирхнер описал разделе-
ние терпенов на открытых слоях силикагеля, которые он назвал
«хроматографическими полосками» (chromatostrips). Вскоре
после этого удачного начала ТСХ стала одним из наиболее по-
лезных и удобных методов разделения химических веществ. Об
этом убедительнее всего говорит наблюдаемое в последнее
время резкое увеличение числа статей, в которых ТСХ оцени-
вается как основной метод исследования.

В данной монографии рассматривается большое число пуб-
ликаций по ТСХ, поэтому она не только будет полезной в по-
вседневной практике, но и позволит получить теоретическую
подготовку. Хотя, естественно, у каждого читателя свои задачи
и свои проблемы, эта книга в любом случае послужит ценным
справочным пособием.

Нью-Берлин, Висконсин Р. Витек



ПРЕДИСЛОВИЕ К ПЕРВОМУ ИЗДАНИЮ

За последние пятнадцать лет тонкослойная хроматография
стала одним из практически универсальных, точных и чрезвы-
чайно полезных методов. Техника выполнения хроматографиче-
ского разделения относительно проста, а требуемое оборудо-
вание недорого. Тонкослойная хроматография пригодна для
исследования как летучих, так и нелетучих соединений и при-
меняется для анализа витаминов, стероидов, лекарственных
веществ, синтетических органических материалов, красок, эфир-
ных масел, смол, пестицидов и т. д. Во многих случаях только
этот метод дает ключ к практическому решению запутанных
проблем. В настоящее время многие исследователи исполь-
зуют сочетание тонкослойной хроматографии с другими мето-
дами, в частности с газовой хроматографией.

Тема данной монографии, написанной доктором Кирхне-
ром, — современная тонкослойная хроматография. В первой
части книги описаны методики разделения, во второй —рас-
сматривается применение метода ТСХ для решения разно-
образных задач.

Уже при первом знакомстве с книгой становится ясно, что
автор прекрасно разбирается в практических приемах метода
и что он тщательно изучил литературу.

Мы от души приветствуем появление книги доктора Кирх-
нера и убеждены, что она станет настольной книгой сотруд-
ников научных и заводских лабораторий.

Первый вице-президент фирмы
«Фрицше Бразерс», Нью-Йорк

Э. Гуэнтер

Моей дочери доктору Грейс Л. Кирхнер

ПРЕДИСЛОВИЕ АВТОРА КО ВТОРОМУ ИЗДАНИЮ

Новейшие исследования показали, что основной принцип
тонкослойной хроматографии был описан впервые Бейеринком
в 1889 г. и затем Вийсменом в 1898 г. Таким образом, работа
Бейеринка была выполнена не только раньше работы Измай-
лова и Шрайбер (1938 г.), но даже раньше первой работы Рида
по колоночной хроматографии (1893 г.).

После первого издания настоящей книги в 1967 г. метод
современной ТСХ, разработанный автором в 1951 г., продол-
жал быстро развиваться, что иллюстрируется увеличением
числа публикаций, а также непрерывным появлением новых
методик и модификаций. Если число публикаций по тонкослой-
ной хроматографии в 1967 г. составляло 5000—6000, то теперь
эта цифра выросла до 15000 — 20 000. В данной книге цити-
руется более 6000 работ, опубликованных вплоть до 1975 г.,
а также ряд работ 1976 г. и несколько статей 1977 г.

Некоторые главы, например глава, посвященная количест-
венному анализу, полностью пересмотрены, а во все остальные
внесены изменения и дополнения. Однако общее расположение
материала оставлено таким же, как и в первом издании. В книге
собраны новые методики и уделено внимание специальным
обозначениям, применяемым в ТСХ в различных областях хи-
мии. Это поможет читателю или читательнице добиться наи-
лучших результатов в решении тех или иных задач. Глава,
посвященная обнаруживающим реактивам, пересмотрена и
расширена; в дополнении А дана таблица для выбора детек-
тирующих реактивов для различных типов соединений и для
отдельных веществ. В книге нет авторского указателя, поскольку
он обычно занимает много места и в конечном счете только по-
казывает, цитируются или не цитируются в книге работы того
или иного автора. Зато мы поместили подробный предметный
указатель, с помощью которого легко найти ответ на любой
интересующий читателя вопрос. Помещен также отдельный
указатель химических соединений, облегчающий их поиск.

Я благодарю доктора Д. Бхатну, директора исследователь-
ского отдела фирмы «Кока-кола», за разрешение пользоваться
услугами службы технической информации фирмы, а также
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сотрудников этой фирмы Б. Прадхомма, М. Монтесинос, Б. Пирс
и С. Блейр за помощь в поисках источников информации и вы-
ражаю признательность доктору В. Кремплю за помощь в пе-
реводах с русского, венгерского и чешского языков, Э. Вил-
ланнуеву за переводы с испанского и Н. Девису за предостав-
ление права на перепечатку.

Данвуди, Джорджия
май 1978 г.

Ю. Кирхнер

ПРЕДИСЛОВИЕ АВТОРА К ПЕРВОМУ ИЗДАНИЮ

Тонкие слои адсорбента впервые были использованы для хро-
матографического разделения Измайловым и Шрайберв1938 г.
и Мейнхардом и Холлом в 1948 г. Однако широкие возможности
метода были открыты позднее, в 1951 г., когда автор этих строк
отказался от капельной хроматографии и ввел в употребление
покрытые однородным слоем адсорбента стеклянные полоски
и пластинки, напоминающие бумажные хроматограммы.

Со времени появления этой новой формы ТСХ она нашла
широкое применение в различных областях химии. За послед-
ние два года резко возросло число публикаций, посвященных
как собственно методу, так и его использованию для решения
конкретных задач.

Настоящая монография состоит из двух частей. Первая
часть посвящена методическим вопросам, вторая — применению
метода для решения конкретных проблем. В книге рассматри-
ваются результаты работ, опубликованных с момента появле-
ния метода и до конца 1964 г., а также ряда работ 1965 г. Для
полноты в книгу включена глава, посвященная разделению
неорганических ионов.

Я считаю своим приятным долгом поблагодарить доктора
Шиллинглоя за проявленный им интерес к этой работе, я при-
знателен также моей супруге М. Кирхнер за постоянную под-
держку, Л. Блад за перепечатку рукописи, Л. Реннеру за под-
готовку рисунков, моей дочери Г. Кирхнер за помощь в пере-
водах и доктору Дж. Бобитту за предоставление права на пе-
репечатку.

Скотч-Плейнс, Нью-Джерси Ю. Кирхнер



Часть I

Методы тонкослойной
хроматографии

Глава I

ВВЕДЕНИЕ, ИСТОРИЯ
И ОБЩЕЕ ОПИСАНИЕ

1. ВВЕДЕНИЕ

Фаррейден [1] утверждает, что первая работа по колоночной
хроматографии опубликована в 1892 г. Ридом [2], который опи-
сал методику отделения хромата калия от эозина и хлорида
железа от сульфата меди на каолиновых трубках. Однако еще
раньше появился метод бумажной хроматографии, который
был предложен Шёнбейном [3] (1861) и позднее развит его
учеником Гоппельсредером [4—7]. Последний назвал этот ме-
тод «капиллярным анализом».

Большим вкладом Цвета [8] в хроматографию было исполь-
зование чистых растворителей для получения хроматограмм.
Первые опыты Цвета (опубликованные в 1903 г.) были посвя-
щены разделению пигментов, содержащихся в экстрактах
листьев растений. Разделение осуществлялось путем пропус-
кания раствора пробы в петролейном эфире через колонку
с карбонатом кальция. Желтый и зеленый пигменты при этом
разделялись. После промывки колонки чистым растворителем
Цвет разрезал ее на части и элюировал спиртом пигменты,
оставшиеся на насадке. Каротин же проходил через колонку
вместе с растворителем (петролейным эфиром). В описанном
Цветом опыте полосы были видны на глаз, однако для хрома-
тографирования многих бесцветных веществ необходим метод,
позволяющий наблюдать за разделением на колонке неокра-
шенных соединений.

Позднее было разработано много методов обнаружения
хроматографических полос. Сам Цвет предложил добавлять
пигмент к бесцветному раствору, чтобы определять положе-
ние бесцветных зон по положению видимого стандарта. Боль-
шинство методов обнаружения зон в колоночной хромато-
графии основаны на исследовании выходящего из колонки
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элюата; к числу таких методов относятся измерение коэффи-
циента преломления и специфические химические реакции на
индивидуальные соединения. Можно также разрезать колонку
на части; применять сильно флуоресцирующие насадки [9—11];
выдавливать насадку из стеклянной трубки и наносить на нее
детектирующие реактивы [12] и т. п. В 1951 г. Миллер и Кирх-
нер применили принцип тонкослойной хроматографии к ко-
лонке, целиком состоящей из адсорбента (без стеклянной
трубки, в которую обычно засыпали адсорбент). Такую ко-
лонку можно опрыскивать обнаруживающими реактивами.

В колонках типа использованных Цветом разделяемые со-
единения распределяются между твердым адсорбентом и рас-
творителем. В простейшем случае если проявляющий раство-
ритель— элюент — движется вниз по колонке, содержащей за-
ранее адсорбированную пробу, то последняя десорбируется до
тех пор, пока не установится равновесие между адсорбирован-
ной пробой и пробой, находящейся в растворе. Перемещаясь
далее вниз по колонке, этот раствор приходит в соприкоснове-
ние со свежим адсорбентом, на котором растворенная проба
вновь адсорбируется. Таким образом адсорбированная проба
перемещается вниз по колонке. При этом вещество, к которому
адсорбент имеет большое сродство, вытесняет менее сильно
сорбирующиеся соединения. В результате образуется ряд по-
лос или слоев, причем наиболее сильно сорбирующееся ве-
щество находится сверху, а под ним последовательно распола-
гаются все менее и менее сильно сорбирующиеся соединения.
Если адсорбционная способность разделяемых соединений при-
мерно одинакова, полосы могут располагаться рядом, однако
при заметном различии в адсорбируемости они разделяются
слоем чистого адсорбента. Теоретически при достаточно длин-
ной колонке методом хроматографии можно разделить любую
пару соединений, имеющих различное сродство к адсорбенту.

В 1941 г. Мартин и Синдж [14] предложили новый вариант
колоночной хроматографии — распределительную хроматогра-
фию. В этом варианте колонка заполняется твердым носите-
лем, несущим на себе жидкую водную фазу. Через колонку
пропускают не смешивающийся с водой растворитель, и разде-
ляемые вещества распределяются между двумя жидкими фа-
зами. Если же на колонку наносят гидрофобный растворитель,
а в качестве подвижной фазы используют гидрофильный рас-
творитель, то такой метод называется распределительной хро-
матографией с обращенной фазой.

Бумажная хроматография была впервые введена в практику
в 1881 г. Шёнбейном [3] и Гоппельсредером [4—7] под назва-
нием «капиллярный анализ». Однако в дальнейшем она долго
не использовалась и была повторно открыта Консденом и
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сотр. [15]. Этот метод сыграл большую роль в анализе ами-
нокислот, однако ему присущи два недостатка: низкая скорость
разделения и очень малая адсорбционная емкость. Напротив,
мегод тонкослойной хроматографии позволяет быстро разде-
лять сравнительно большие количества веществ. В то же время
оказалось, что при определении малых количеств вещества
тонкослойная хроматография более чувствительна, чем бу-
мажная. Так, Фахми и сотр. [16] показали, что при разделении
аминокислот на силикагеле G чувствительность определения
более чем в 10 раз превышает чувствительность бумажной хро-
матографии. Даже при использовании слоев целлюлозы на сте-
клянных пластинках разделение проходит быстрее и лучше,
чем при применении бумажной хроматографии в классическом
варианте [17, 18].

Следует уделить некоторое внимание термину «тонкослой-
ная хроматография». Вначале, в 1951 г. [19] и 1954 г. [20],
этот метод называли «хроматография на полосках» и «хрома-
тография на пластинках», но в настоящее время термин «тон-
кослойная хроматография» (ТСХ) стал настолько общепри-
нятым, что от всех остальных терминов, например «хроматогра-
фия в тонких пленках» или «хроматография в открытой ко-
лонке», следует отказаться.

2. ИСТОРИЯ ТОНКОСЛОЙНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

Фактически метод тонкослойной хроматографии был впер-
вые применен голландским биологом Бейеринком в 1889 г. [21],
который наблюдал диффузию капли смеси соляной и серной
кислот по тонкому слою желатины. Соляная кислота переме-
щалась быстрее, чем серная, и образовывала кольцо вокруг
пятна серной кислоты. Зона соляной кислоты становилась ви-
димой при нанесении на слой раствора нитрата серебра, а зона
серной кислоты обнаруживалась при нанесении раствора хло-
рида бария. Девятью годами позднее Вийсмен [22] с помощью
аналогичного метода доказал присутствие двух ферментов
в диастазе солода и показал, что только один из них расщеп-
ляет мальтозу в растворимом крахмале. Вийсмен первым ис-
пользовал явление флуоресценции для обнаружения зон на
тонком слое. Он ввел живущую в морской воде флуоресцирую-
щую бактерию в слой желатины, содержащей крахмал, и
наблюдал диффузию амилазной смеси по слою. Флуоресци-
рующая полоса появлялась только в том месте, где β-амилаза
реагировала с крахмалом. Этот реактив оказался одним из наи-
более чувствительных в тонкослойной хроматографии. Вий-
смену удалось обнаруживать до 1/28000000 мг мальтозы, т. е.
около 40 пг. История этого откршик описана [23].

2 Зак. № 255
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В 1938 г. Измайлов и Шрайбер [24] описали применение
тонкого слоя оксида алюминия, нанесенного на стеклянную
пластинку. Оксид алюминия не содержал связующего мате-
риала, и на нем проводили разделение методом круговой хро-
матографии, т. е. каплю исследуемого раствора наносили на
адсорбент и элюировали, последовательно нанося капли раство-
рителя в центр пятна. Хроматограмма при этом имела вид кон-
центрических зон. Авторы работы отметили пригодность опи-
санного метода для испытания адсорбентов и растворителей
для колоночной хроматографии.

Лапп и Эрали [25] в 1940 г. описали метод хроматографии
на незакрепленном слое. Слой адсорбента длиной 8 см нано-
сили на стеклянную пластинку, которую затем помещали на на-
клонную алюминиевую подложку. Последнюю охлаждали
с верхнего края и нагревали с нижнего. Разделяемую смесь
наносили на верхний край адсорбента и постепенно элюиро-
вали вниз растворителем.

Кроу [26] в 1941 г. проводил аналогичным методом подбор
комбинаций адсорбент — растворитель, причем адсорбент он
помещал в выемках в покровном стекле микроскопа. После того
как соответствующая комбинация была выбрана, Кроу форми-
ровал в чашке Петри тонкий клиновидный слой адсорбента пу-
тем встряхивания чашки, наносил на адсорбент каплю рас-
твора и элюировал, подавая по каплям растворитель.

В 1942 г. Бекези [27] осуществил хроматографическое раз-
деление на слое адсорбента, помещенном между разделен-
ными пробковой прокладкой стеклянными пластинками. Зазор
между пластинками он заполнял суспензией адсорбента и по-
лученный слой использовал как хроматографическую колонку.
Микроколонки Бекези изготавливал с помощью стеклянной
пластинки с неглубоким желобком, покрытой другой стек-
лянной пластинкой. Пластинки он склеивал агар-агаром и
микроколонку заполнял суспензией адсорбента.

Несколько раньше, в 1939 г., Браун [28] описал вариант
бумажной хроматографии, в котором фильтровальную бумагу
помещали между двумя стеклянными пластинками. В верхней
из пластинок было проделано небольшое отверстие для нане-
сения пробы и введения проявляющего растворителя. Таким
способом можно было получить круговую хроматограмму. Для
компенсации слабых адсорбционных свойств бумаги Браун пред-
ложил поместить между двумя листами бумаги слой оксида
алюминия. Вильям же убрал бумагу вообще и использовал
только один адсорбент, помещенный между стеклянными плас-
тинками [29].

Мейнхард и Холл [30], проводя разделение неорганических
ионов, применили крахмал в качестве связующего для закреп-
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ления адсорбента (в данном случае смеси оксида алюминия и
фильтрующего материала — целита) на предметных стеклах
микроскопа. Целит вводили в адсорбент для того, чтобы пре-
дотвратить образование трещин на поверхности слоя. Авторы
[30] использовали радиальную хроматографию, причем раство-
ритель медленно подавали в центр пятна специальной пипеткой.

В период 1945—1954 гг. автор книги и сотрудники занима-
лись выделением и идентификацией пахучих веществ, присут-
ствующих в соках цитрусовых. Поскольку содержание таких
веществ во фруктах чрезвычайно мало, нам необходимо было
разработать микрохроматографический метод очистки и иден-
тификации терпенов. Мы попытались воспользоваться в этих
целях бумажной хроматографией, однако вскоре стало оче-
видно, что она не годится из-за ограниченной адсорбционной
способности бумаги. Чтобы повысить адсорбционную способ-
ность бумаги, мы попробовали пропитывать ее различными
реактивами. В частности, мы первыми ввели пропитку бумаги
кремневой кислотой [31]. Полученные результаты оказались
довольно обнадеживающими, однако приготовление пропитан-
ной бумаги было весьма трудоемким, а ее емкость все еще не-
достаточной. Примерно в это время появилась статья Мейнхарда
и Холла [30], и нам пришла мысль, что в принципе можно раз-
работать метод, соединяющий в себе преимущества колоночной
и бумажной хроматографии. С этой целью необходимо: 1) устра-
нить фильтрующий материал, чтобы получить более сильный
адсорбент и более твердую поверхность; возможно, для этого
нужно более тщательно подобрать связующий материал, ко-
торый бы не давал трещин; 2) использовать другие адсорбенты,
в особенности кремневую кислоту, т. е. силикагель; 3) исполь-
зовать в качестве адсорбента только материал, проходящий
через сито в 100 меш (149 мкм); 4) использовать в качестве
неорганического связующего алебастр вместо крахмала, по-
скольку последний может мешать обнаружению, образуя с про-
являющим реактивом окрашенное соединение; 5) использовать
полоски и пластинки больших размеров, чтобы обеспечить бо-
лее эффективное разделение; 6) проводить элюирование покры-
тых адсорбентом пластинок в закрытой емкости восходящим
током растворителя, как это делают в бумажной хроматографии;
7) использовать покрытые адсорбентом пластинки для двумер-
ной хроматографии и 8) применять для опрыскивания хрома-
тограмм такие реактивы, которые позволили бы не только об-
наружить разделенные компоненты, но и определить типы при-
сутствующих соединений.

Результаты этой работы были опубликованы впервые
в 1951 г. [19], а в 1952—1957 гг. в серии статей была описана
работа по модификации метода и его применению [13, 32—38].
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Хотя в период с 1951 по 1958 г. этот метод с успехом при-
менялся довольно многими исследователями, он в то время не
привлек особого внимания. Впрочем, то же самое произошло
и с колоночной хроматографией Цвета, которой мало кто ин-
тересовался вплоть до 1931 г. (Цехмейстер и Холноки [39]).
Тонкослойная хроматография стала популярным методом
лишь после того, как фирмы Desaga и Merk позаботились о ши-
рокой ее рекламе. Кроме того, именно в этот период Chemical
Abstracts признал тонкослойную хроматографию отдельным
методом и выделил ее специальным индексом, что облегчило
поиск информации.

Пластинки большого размера (13χ13 см) были использо-
ваны Кирхнером и сотр. [19] для двумерной хроматографии.
Позднее Рейтсема [20] также проводил разделение на таких
больших пластинках и ввел в практику термин «хроматоплата».

Моттиер и Поттерат [40, 41] в 1952 г. описали разделение
пищевых красителей методом круговой хроматографии на не-
закрепленном слое оксида алюминия. Растворитель в этом слу-
чае подавали по каплям.

В 1956 г. Шталь [42] опубликовал свою первую статью по
тонкослойной хроматографии, в которой он утверждал, что
усовершенствовал метод, устранив трудности, связанные со
«сложным приготовлением пасты адсорбента со связующим и
трудоемким изготовлением гипсовых полосок». С этой целью он
применил чрезвычайно тонкий порошок кремневой кислоты
(0,5—5 мкм), который достаточно хорошо прилипал к стеклу
и в отсутствие связующего. Однако позднее [43] Шталь вер-
нулся к использованию однородных слоев адсорбента с гипсо-
вым связующим (так называемый силикагель G), впервые вве-
денного в практику Кирхнером и сотр. [19].

Хотя силикагель очень тонкого помола имеется в продаже
и тонкие слои его можно наносить на стекло без всякого свя-
зующего, но эти слои довольно мягки, и многие исследователи
предпочитают вводить в адсорбент связующие материалы.

Преимущества тонкослойной хроматографии, как считают
Кирхнер и сотр. [19], состоят в следующем. Этот метод соче-
тает в себе преимущества бумажной и колоночной хроматогра-
фии, а именно легкость обнаружения разделенных компонен-
тов путем опрыскивания пластинок различными реактивами и
возможность использования всего широкого ассортимента ад-
сорбентов, применяемого в колоночной хроматографии. Разде-
ление происходит очень быстро (при применении некоторых
растворителей хроматограмму получают всего за 30 мин). Ме-
тод позволяет быстро оценить пригодность растворителей или
адсорбентов. В качестве детектирующих реактивов в тонкослой-
ной хроматографии можно применять более агрессивные жид-
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кости, чем в бумажной хроматографии. Наконец, метод ТСХ
относится к числу микрохроматографических, другими сло-
вами, позволяет работать с минимальными количествами иссле-
дуемой пробы.

Для ТСХ приемлемы любые адсорбенты, применяемые в ко-
лоночной хроматографии. Однако в некоторых случаях размер
частиц нужно уменьшить, чтобы получить слой с удовлетвори-
тельной поверхностью. Кирхнер и сотр. [19] испробовали
15 различных адсорбентов и нашли, что для исследования сырой
нефти кремневая кислота — наилучший во всех отношениях
адсорбент. Чаще всего адсорбентами служат силикагель, оксид
алюминия, целлюлоза, полиамид и кизельгур (диатомитовая
земля). В продажу непрерывно поступают новые адсорбенты,
специально предназначенные для ТСХ.

По тонкослойной хроматографии опубликовано множество
обзоров; некоторые из них содержат специальные разделы,
посвященные различным применениям этого метода. Специа-
листу, работающему в этой области, можно рекомендовать сле-
дующие библиографические источники: библиографию, систе-
матически публикующуюся в Journal of Chromatography, а так-
же библиографические материалы, которые публикуются время
от времени в качестве приложения к этому журналу Масеком
и сотр. [44—46]; аннотированную библиографию (которая, к со-
жалению, грешит большим числом ошибок) Хейвуда [47] и,
наконец, библиографию Иенчена [48], которая публикуется
четыре раза в год фирмой CAMAG и которая в качестве при-
ложения содержит перечень адсорбентов, растворителей и об-
наруживающих реактивов, а также описание количественных
методов анализа и др. Последняя библиография публикуется
периодически в виде сборников [49—506]. Имеются также два
реферативных сборника, опубликованных Скоттом [51, 52], и
периодическое реферативное издание Саксби [53].

3. ОБЩЕЕ ОПИСАНИЕ МЕТОДА

В ТСХ адсорбент наносят на пластинку в виде тонкого
слоя. Обычно для закрепления адсорбента на поверхности при-
меняют связующий реагент, однако авторы ряда работ прово-
дили разделение на адсорбенте, не содержащем связующего.
В этих случаях применяют очень тонкий порошок адсорбента,
который прилипает к пластинке и образует довольно мягкий
слой. Мягкие слои характерны также для так называемой
«хроматографии на незакрепленном слое», когда адсорбент не
закрепляется на подложке; при этом элюирование приходится
вести при горизонтальном или почти горизонтальном положении
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пластинки. Смесь адсорбента со связующим наносят на под-
ложку в виде тонкой суспензии и избыточный растворитель
удаляют. Условия, при которых проводится удаление раство-
рителя, зависят от адсорбента, связующего и желаемой адсорб-
ционной активности. Точку старта на пластинке наносят на
расстоянии 1,5 см от ее нижнего края, а финишную линию — на
удобном расстоянии от стартовой точки. Это делают очень мяг-
ким свинцовым карандашом, стараясь не повредить слой адсор-
бента в точке нанесения пробы, поскольку это может привести
к деформации пятен. При нанесении линии финиша целесооб-
разно прорезать слой адсорбента до подложки таким образом,
чтобы в слое образовалась хорошо заметная щель. Когда рас-
творитель достигает финишной линии, прочерченной таким об-
разом, проявление автоматически прекращается. Анализируе-
мый раствор наносят на линию старта с помощью микропипетки
и помещают пластинку в герметичный контейнер, на дно кото-
рого налит слой растворителя толщиной около 0,5 см. Раство-
ритель поднимается по пластинке под действием капиллярных
сил, пока не достигнет линии финиша, после чего пластинку
извлекают из контейнера, дают растворителю испариться и уста-
навливают местоположение пятен различных соединений ка-
ким-либо методом, позволяющим сделать бесцветные пятна
видимыми. Для этой цели применяют самые разные реактивы.
В одних случаях проводят опрыскивание специфичными реак-
тивами, например о-дианизидином для обнаружения альдегидов,
в других — пластинки опрыскивают реактивами более общего
назначения, например смесью серной кислоты с окислителем,
применяемой для обнаружения большинства соединений [19].
Далее, измеряя расстояние между линией старта и центром
пятна, находят величины Rf. В ТСХ величина Rf имеет тот же
смысл, что и в бумажной хроматографии, и равна отношению
длины пробега вещества к длине пробега растворителя. Послед-
няя величина измеряется расстоянием между стартовой ли-
нией и фронтом растворителя. В некоторых случаях вели-
чину Rf относят к соответствующей величине, найденной для
соединения, принятого за стандарт:

Rf вещества

* 4 ί ί Rf стандарта

Существует много вариантов описанного метода, в том
числе проявление нисходящим потоком растворителя, много-
кратное проявление, ступенчатое проявление и двумерная хро-
матография; все они рассматриваются ниже.
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4. ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЙ ПРОЦЕСС

Теория колоночной адсорбционной хроматографии приме-
нима также и к ТСХ, поскольку пластинка с адсорбентом по сути
дела представляет собой микроколонку. В этой книге не дается
математических выводов. Читателю, интересующемуся теорети-
ческими вопросами, рекомендуется обратиться к статьям Виль-
сона [54],Де-Ваулта [55],Вейсса [56],Оффорда и Вейсса [57],
Глюкауфа [58—60], Силлена [61], Бейля и Клинкенберга [62—
64], Лендвега [65], Смита и ван дер Хека [66, 67] Клеймера
и Ван Кревельна [68], Диксона [69], Мак-Кворри [70],
Таджа [71] и Снайдера [72—73]. Особый интерес представ-
ляют работы Патаки [74], Бреннера и Патаки [75], Белень-
кого и сотр. [76], Диксона [77], Поллака [78], Рачинского [79],
Рачинского и Давыдовой [80], Снайдера и Саундерса [81],
Сочевинского [82, 83], Сочевинского и Голкевича [84, 85], Со-
чевинского и сотр. [86], Стюарта [87] и Турины и сотр. [88],
которые посвящены непосредственно ТСХ.

Говоря коротко, адсорбция вещества из раствора твердой
поверхностью происходит на поверхности раздела между твер-
дой и жидкой фазами. В состоянии равновесия, когда число
адсорбирующихся в единицу времени молекул равно числу де-
сорбирующихся молекул, ситуацию можно выразить уравне-
нием

а = cjcs,

где а — коэффициент распределения, а са и са — количества
вещества, адсорбированного и находящегося в растворе соот-
ветственно. Равновесие зависит от температуры и концентрации
раствора, но поскольку хроматографическое разделение прово-
дится в практически адиабатических условиях, единственный
фактор, который следует принимать во внимание, — это концен-
трация.

В общем случае коэффициент адсорбции нельзя считать
постоянной величиной, поскольку он зависит от концентрации
раствора. Если с разбавлением раствора адсорбция быстро воз-
растает, зависимость количества адсорбированного вещества
от концентрации представляет собой параболическую кривую,
причем коэффициент адсорбции при низких концентрациях
практически постоянен. Чем больше наклон кривой, тем силь-
нее адсорбируется вещество и, следовательно, тем меньше ско-
рость перемещения его по слою адсорбента потоком раствори-
теля. Таким образом, скорость перемещения адсорбированного
компонента (адсорбата) по хроматографической пластинке
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зависит от «прочности» адсорбции и скорости потока элюирую-
щего растворителя *.

После нанесения пробы на хроматографическую пластинку
хроматограмму проявляют. Для этого заставляют растворитель
двигаться по слою под действием капиллярных сил. При дви-
жении растворителя через пятно смеси адсорбированных ве-
ществ равновесие сдвигается и вещества десорбируются, при-
чем более прочно адсорбированный компонент десорбируется
в меньшей степени, чем менее прочно адсорбированный компо-
нент. Десорбированный компонент переходит в раствор и пе-
реносится к краю пятна, где приходит в соприкосновение со све-
жим адсорбентом. При этом он вновь адсорбируется и устанав-
ливаются новые равновесные условия. Таким образом, состав
движущегося раствора непрерывно меняется вследствие распре-
деления вещества между адсорбентом и растворителем.

Если на одном и том же участке адсорбента адсорбируются
два соединения, то более прочно адсорбирующийся компонент
вытесняет тот компонент, который адсорбируется менее
прочно [89], в результате чего последний образует зону или
пятно дальше от начала хроматограммы. Чем меньше раз-
нятся коэффициенты адсорбции двух соединений, тем труднее
их разделить; при некотором достаточно близком значении ве-
личин коэффициентов адсорбции разделение в данных условиях
становится невозможным. (Принципы, на которых основано
разделение с применением смешанных растворителей, рассмот-
рены в гл. III, разд. 5.)

Пятна на хроматограмме не всегда имеют круглую форму
и четкие границы. Они могут диффундировать и расплываться
равномерно во все стороны или в направлении движения (при
этом степень расплывания может быть самой разной —• от не-
большой продолговатости до образования больших «хвостов»
позади основного пятна). Это может объясняться нелиней-
ностью изотермы адсорбции, чаще всего в тех случаях, когда
адсорбция меняется с разбавлением раствора. Однако образо-
вание «хвостов» может иметь место и при линейной изотерме
адсорбции. Для объяснения этого явления Гиддингс и Эйринг
[90] предложили кинетический механизм, в соответствии с ко-
торым адсорбция в этих случаях происходит на активных цент-
рах двух "типов, причем число сильнее сорбирующих центров

* Линейная скорость перемещения адсорбата υ вдоль пластинки в ТСХ,
как и в других видах хроматографии, определяется уравнением

υ = и/а,

где и — линейная скорость элюента (растворителя) в области данной хрома-
тографической зоны, а — коэффициент распределения.— Прим. ред.
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меньше. При обычном проявлении хроматограммы основная
часть зоны при этом движется вперед, обгоняя ту часть веще-
ства, которая адсорбируется на более активных центрах и мед-
леннее десорбируется. В результате наблюдается образование
«хвоста». Недавно Гиддингс [91] развил эту теорию более де-
тально. Образование «хвостов» может происходить также при
перегрузке хроматографического слоя.

Образование «хвостов» нежелательно, поскольку при этом
возможно перекрывание зон или маскировка одной зоны дру-
гой. Этот эффект можно уменьшить, применяя градиентное
элюированйё7" при котором полярность проявляющей смеси
растворителей постепенно возрастает. В этом случае более по-
лярный растворитель десорбирует «хвостовую» часть пятна и
перемещает ее более быстро к фронту зоны. Однако необходимо
следить за тем, чтобы полярность элюента не стала слишком
большой, так как в этом случае другие прочнее сорбирую-
щиеся вещества также могут десорбироваться, переместиться
вперед и наложиться на пятна менее прочно сорбирующихся со-
единений.
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Глава II

ПРОДАЖНЫЕ АДСОРБЕНТЫ
ДЛЯ ТОНКОСЛОЙНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

1. СИЛИКАГЕЛЬ ИЛИ КРЕМНЕВАЯ КИСЛОТА

Наибольшее распространение в качестве адсорбента в ТСХ
получил силикагель. Впервые он был использован в этом ме-
тоде Кирхнером и сотр. [1] в 1951 г. для разделения терпенов.
Авторы испытали 15 различных адсорбентов и нашли, что наи-
лучшие результаты дает кремневая кислота.

Адсорбенты для ТСХ выпускает ряд фирм и поставляет их
как в чистом виде, так и с добавками связующего и флуоресци-
рующих агентов. Фирмы Мегк и ЕМ Laboratories выпускают
несколько марок силикагеля. Цифры 60, 90 или 150, входящие
в название марки силикагеля, обозначают средний диаметр пор
в ангстремах, G обозначает добавку сульфата кальция (гипса)
в качестве связующего, Η — связующее на основе диоксида
кремния и оксида алюминия, F — добавку флуоресцирующего
агента, а подстрочная цифра — длину волны возбуждающего
излучения. Буквой Ρ обозначается адсорбент, предназначенный
для препаративной ТСХ, R — адсорбент специальной очистки,
R P — силанизованный гель для хроматографии с обращенной
фазой.

Силикагель D5 выпускает фирма CAMAG; это очень мелко-
дисперсный гель, содержащий добавку сульфата кальция в ка-
честве связующего. Такой же адсорбент, содержащий добавку
неорганического флуоресцентного индикатора (для обнаруже-
ния адсорбированных веществ при УФ-облучении), называют
силикагелем DF-5. Этот же адсорбент без добавки сульфата
кальция выпускают под названием DO и DF-0 (последний со-
держит добавку флуоресцирующего агента). Адсорбенты DO и
DF-0 прилипают к стеклу и без связующего, но образуют до-
вольно мягкий слой. Как и у других мелкодисперсных адсор-
бентов без связующего, его способность прилипать к стеклу
со временем постепенно ослабевает, поэтому его нельзя хра-
нить очень долго. CAMAG выпускает также силикагели
марки DS, свойства которых аналогичны свойствам упомянутой
выше серии D, но скорость движения растворителя и компо-
нентов по адсорбентам серии DS больше вследствие несколько
больших размеров частиц.

Фирма М. Woelm изготавливает силикагель с частицами
размером меньше 50 мкм и с рН, близким к нейтральному. Его
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выпускают как в чистом виде, так и с добавками связующего
(сульфта кальция) и флуоресцирующего агента.

Фирма Macherey, Nagel and Co. производит силикагели двух
типов — стандартного качества и повышенной очистки. Оба типа
силикагелей выпускают в виде ряда модификаций. Марки-
ровка G означает добавку связующего (сульфата кальция), N
означает, что связующее отсутствует, a S — что в качестве свя-
зующего добавлен крахмал. Буквы HR показывают, что
смесь содержит силикагель высокой чистоты, а буквы UV —
что в смесь добавлено вещество, флуоресцирующее при
УФ-облучении. Например, силикагель марки «MN-силикагель
G-HR/UV» — это смесь, выпущенная фирмой Macherey, Nagel
и содержащая силикагель высокой чистоты с добавкой связую-
щего (сульфата кальция) и флуоресцирующего агента.

В США фирма Applied Science Laboratories выпускает
силикагель, содержащий 10 % сульфата кальция в качестве
связующего. Размер частиц этого силикагеля колеблется в ин-
тервале 10—20 мкм, реакция адсорбента кислая. Фирменное
название — адсорбосил-1. Тот же силикагель без связующего
называется адсорбосил-2. Адсорбосил-S-l — кислый адсорбент
с частицами размером 300—400 меш с сильно выраженными
свойствами кремневой кислоты, содержащий добавку связую-
щего. Без связующего этот же адсорбент выпускается под мар-
кой адсорбосил-5-2. Адсорбосил-Р-1 представляет собой сили-
кагель с добавкой неорганического фосфора и крахмала в ка-
честве связующего. Тот же адсорбент без добавки крахмала
выпускается под названием адсорбосил-Р-2. АдсорбосилыАОР-1
и ADP-2 содержат неорганический фосфор и флуоресцеин;
ADP-1 содержит также крахмал, a ADP-2 связующего не со-
держит.

Адсорбосил-3 содержит 10 % силиката магния. Адсорбо-
сил-4 представляет собой силикагель высокой чистоты, промы-
тый кислотой, нейтрализованный, промытый органическим
растворителем и смешанный с 10 % силиката магния. Адсорбо-
сил-5 — силикагель без связующего с рН 6,8—7. Адсорбо-
сил-ADN-l содержит 25 % нитрата серебра и 10 % сульфата
кальция, a ADN-2 сульфата кальция не содержит. Эта же
фирма выпускает также реверсил-3 — силикагель, обработанный
диметилдихлорсиланом. Он не смачивается полярными раство-
рителями, поэтому его можно использовать для распредели-
тельной хроматографии с обращенной фазой. Этот силикагель
диспергируют в относительно высококипящем неполярном рас-
творителе.

Фирма Schleicher and Schuell производит адсорбент под на-
званием силикагель-150. Он также выпускается в нескольких



30 Часть 1

модификациях — с добавкой 15% гипса или крахмала и без
них, а также с флуоресцирующей добавкой.

Фирма J. Т. Baker выпускает нейтральный силикагель с до-
бавками сульфата кальция и флуоресцирующего агента и без
них.

Фирма Mallinkrodt выпускает два типа адсорбентов на ос-
нове силикагеля. Silic AR TLC-4 (кодовый номер 7097) пред-
ставляет собой кислый продукт (10%-ная суспензия с рН 4—
5,5) с максимальным содержанием железа 0,003 % и макси-
мальным содержанием тяжелых металлов (например, свинца)
не более 0,004 % (согласно спецификации). Silic AR TLC-7 (ко-
довый номер 7102) имеет рН от 6,5 до 7,2, такое же содержа-
ние тяжелых металлов и содержит не более 0,004 % железа.
Оба эти адсорбента выпускаются также с добавкой 15 % свя-
зующего (сульфата кальция) или 6 % неорганического фосфора,
а также с обеими добавками. В этих случаях они дополнительно
маркируются соответственно буквами G, F или GF. В качестве
фосфора используется неорганический галоапатит, характери-
зующийся яркой белой флуоресценцией. Размер зерен этих
адсорбентов лежит в интервале 2—15 мкм.

Фирма Bio-Rad Laboratories выпускает силикагели с раз-
мером зерен 1—10, 10—30 и 30—60 мкм с добавкой или без
добавки связующего (сульфата кальция) и флуоресцирующего
агента (силиката цинка).

Фирма Whatman выпускает для ТСХ силикагель марки SG41.
Средний размер зерен лежит в пределах от 5 до 20 мкм, мак-
симальный равен 60 мкм. Содержание железа не превышает
0,014%, содержание хлорида 0,01%· 10%-ная водная суспен-
зия этого адсорбента имеет рН 7.

Фирма Analabs производит адсорбент на основе диоксида
кремния с добавкой сульфата кальция (анасил В) и без нее
(анасил S).

2. ОКСИД АЛЮМИНИЯ

Оксид алюминия давно применяется в колоночной хромато-
графии; по распространенности в ТСХ он занимает второе
место после силикагеля. Хроматографию на свободном слое
адсорбента чаще всего проводят именно на оксиде алюминия.
Оксид алюминия, специально предназначенный для тонкослой-
ной хроматографии, также имеется в продаже. Фирма CAMAG
выпускает несколько марок этого адсорбента под общим на-
званием «оксид алюминия для тонкослойной хроматографии».
Цифровые и буквенные обозначения этой серии аналогичны
тем, которые используются для силикагелей. Например, бук-
вой D маркируется тонкодисперсный оксид алюминия, а бук-
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вами DS — оксид алюминия с более крупным зерном, на кото-
ром разделение происходит быстрее. Буквой F маркируется
адсорбент с добавкой флуоресцентного индикатора. Цифра 0
означает, что адсорбент не содержит связующего, цифра 5 —
что он содержит 5 % сульфата кальция (алебастра) в качестве
связующего. Адсорбент имеет основной характер (рН около 9).

. Фирмы Merk и связанная с нею ЕМ Laboratories постав-
ляют ряд модификаций оксида алюминия, аналогичных выпус-
каемым ими модификациям силикагеля, в том числе несколько
марок нейтрального, кислого и основного оксида алюминия.

Фирма Woelm производит основной, нейтральный и кислый
оксид алюминия для ТСХ. Эти адсорбенты представляют со-
бой мелкозернистые порошки без добавки связующего; рН их
соответственно равен 9, 7,5 и 4. Кроме того, выпускается также
оксид алюминия с добавкой 10 % связующего (сульфата
кальция).

Фирма Bio-Rad выпускает три марки оксида алюминия —
кислый (AG4), нейтральный (AG7) и основной (AGIO) с до-
бавкой 5 % сульфата кальция или без нее.

Менгольд [2] использовал активированный оксид алюми-
ния фирмы Alkoa (20 меш) с добавкой 5 % алебастра.

3. ДИАТОМИТОВАЯ ЗЕМЛЯ

Фирма Merk выпускает для ТСХ диатомитовую землю (ки-
зельгур G) со средним размером зерна 10 мкм; связующим
служит сульфат кальция. Кизельгур G используется главным
образом в распределительной хроматографии, поэтому его про-
питывают гидрофильными или гидрофобными жидкими фазами.

Выпускаемая фирмой Johns Manville диатомитовая земля
(целит 545) также с успехом применяется в тонкослойной хро-
матографии.

4. СИЛИКАТ МАГНИЯ

Силикат магния, выпускаемый для ТСХ фирмой Woelm,
имеет рН около 10. Рекомендуется готовить суспензию, содер-
жащую около 15 г силиката магния на 45 мл воды. Нанесен-
ный слой высушивают на воздухе, после чего активируют при-
мерно при 130° С.

Фирма Applied Science производит специально для ТСХ две
модификации адсорбента на основе силиката магния: адсорбо-
сил-М-1 (ADM-1) и адсорбосил-М-2 (ADM-2). Первый из них
содержит сульфат кальция в качестве связующего.

Фирма Bio-Rad выпускает для ТСХ силикат магния
марки М-1 с зернами размером от 2 до 44 мкм. Этот адсорбент
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также поставляется в двух модификациях — с добавкой связую-
щего и без нее.

Фирма Floridin поставляет активированный силикат маг-
ния с частицами различного размера. Наиболее пригодна для
ТСХ фракция с частицами размером 100—200 меш, менее
100 меш и менее 200 меш.

5. ПРОЧИЕ НЕОРГАНИЧЕСКИЕ АДСОРБЕНТЫ

Как впервые показали Кирхнер и сотр. [1], практически
любой адсорбент, применяемый в колоночной хроматографии,
можно использовать также и в ТСХ, если измельчить его и
(или) отсеять частицы подходящего размера. Можно получить
тонкие слои талька, гидроксида, фосфата и сульфата кальция,
карбонатов цинка, кальция и магния. Во всех случаях за ис-
ходные можно брать продажные препараты. Большинство из
них можно получить в виде реактивов марки ч. д. а.

Фирма Applied Science выпускает измельченное пористое
стекло адсорбосил-G-l и адсорбосил-О-2 соответственно с до-
бавкой гипса и без него. Фирма Bio-Rad выпускает для тонко-
слойной хроматографии пять марок порошка пористого стекла
с частицами размером порядка 200 меш.

Оксиапатит, применявшийся для тонкослойной хроматогра-
фии Гофманом [3, 4], в настоящее время продается в виде су-
спензии в фосфатном буферном растворе под названием гипа-
тит (Clarkson Chemical Co.). По Гофману [5], для получения
удовлетворительного адсорбента оксиапатит можно промыть
водой, спиртом, ацетоном и высушить. Разумеется, для получе-
ния фракции с нужным размером частиц его необходимо про-
сеять.

Фирма Bio-Rad производит порошок оксиапатита для ТСХ
под названием био-гель НТР.

6. ЦЕЛЛЮЛОЗА И МОДИФИЦИРОВАННАЯ ЦЕЛЛЮЛОЗА

Поскольку бумага сыграла большую роль в хроматографии
аминокислот и других соединений, не удивительно, что некото-
рые исследователи попытались использовать тонкие слои цел-
люлозы для тех же целей. Результаты были вполне удовлет-
ворительными. Оказалось, что разделение на тонких слоях цел-
люлозы происходит быстрее и лучше, чем на бумаге. С целлю-
лозой можно работать без связующего, поскольку она имеет
волокнистую структуру, хотя в некоторых случаях его все же
используют. В табл. 2.1 приведены различные типы целлюлоз-
ных адсорбентов для ТСХ, выпускаемые разными фирмами.
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Таблица 2 1

Целлюлоза и модифицированная целлюлоза,
специально предназначенные для ТСХ

Фирма-поставщик '

CAMAG

Whatman

Schleicher and
Schuell

Марка Характеристика

Macherey

Целлюлозный порошок
CAMAG, тип D-0

Целлюлозный порошок
CAMAG, тип DF-0

Whatman, кристалличе-
ский целлюлозный по-
рошок СС41

Целлюлозный порошок
№ 65

Целлюлоза DEAE № 66

Целлюлоза ECTEOLA
№ 67

Селектасель СМ № 68

Селектасель Ρ № 69

Целлюлоза 144dg

Целлюлоза 144

Целлюлоза 144LS 254

Целлюлоза 144/ас

MN 300

Чистая целлюлоза без связу-
ющего

Целлюлоза без связующего
с добавкой флуоресцирующе-
го агента

Целлюлозный порошок без свя-
зующего, средний размер
частиц 200 меш. Препарат
высокой чистоты содержит не
более 0,01% золы, 5-10"4%
железа, 5-Ю-4 % меди

Чистая целлюлоза

Диэтиламиноэтилцеллюлоза

Анионообменник, полученный по
реакции эпихлоргидрина и
триэтаноламина с целлюло-
зой

Катионообменник на основе
карбоксиметилцеллюлозы

Катионообменник на основе
фосфорилированной целлюло-
зы

Целлюлозный порошок, дваж-
ды промытый кислотой

Очень чистый мелкозернистый
целлюлозный порошок

Целлюлоза с добавкой 3 %
флуоресцирующего агента

Ацетилированная целлюлоза.
Различные модификации со-
держат 6, 21 и 41 % ацетиль-
ных групп

Чистая целлюлоза

3 Зак. № 255
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Фирма-поставщик а

Nagel and Co.

Bio-Rad Labora-

Serva-Entwiek-
lungslabor Co.

Марка

MN 300 UV

MN 300 HR

MN 30 Ac

MN 300 CM

MN 300 Ρ

MN 300 DEAE

MN 300 ECTEOLA

MN 300 PEI

MN 300 Poly-P

Целекс D(DEAE)

Целекс Е (ECTEOLA)

Целекс PEI

Целекс CM

Целекс Р

Целекс N-l

Целекс MX

Serva CM-TLC-
целлюлоза

Serva-целлюлоза TLC

Serva DEAE-TLC

Serva ECTEOLA-TLC

Serva PEI-TLC

Характеристика

Целлюлоза с флуоресцентной
добавкой (активированным
силикатом цинка)

Целлюлоза особой очистки

Ацетилированная целлюлоза
(изготавливается целлюлоза,
содержащая 10, 20, 30 или
40 % ацетильных групп)

Карбоксиметилцеллюлоза

Фосфорилированная
целлюлоза

Диэтиламиноэтилцеллюлоза
(анионообменник)

Анионообменник

Полиэтилениминцеллюлоза
(аниочообменник)

Полифосфат целлюлозы (ка-
тионообменник)

Диэтиламиноцеллюлоза

ECTEOLA-целлюлоза

Полиэтилеииминцеллюлоза

Карбоксиметилцеллюлоза

Фосфорилированная целлюлоза

Целлюлозный порошок

Микрокристаллическая целлю-
лоза

Карбоксиметилцеллюлоза

Целлюлоза

Целлюлоза DEAE

ECTEOLA-целлюлоза

Полиэтилениминцеллюлоза
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Фирма-поставщик а

Avicel Sales Divi-
sion, American
Viscose, Div.
FMC

Марка

Avicel

Характеристика

Микрокристаллическая целлю-
лоза

a Адреса фирм-изготовителей и поставщиков перечислены в приложе-
нии Б (т. 2).

7. ИОНООБМЕННЫЕ СМОЛЫ

Фирма Bio-Rad изготавливает ряд ионообменных материа-
лов специально для ТСХ. Под названием AG50W-X8 и AG1-X8
выпускают соответственно катионо- и анионообменные смолы
в виде сферических частиц размером 200—400 меш с добавкой
сульфата кальция в качестве связующего; диаметр сферических
частиц этих смол составляет 200—400 меш. Эти же смолы вы-
пускают также в виде гранул размером 2—44 мкм без добавки
связующего.

Та же фирма поставляет также фосфат циркония (био-рад
ZP-1), вольфрамат циркония (био-рад ZT-1), молибдат цирко-
ния (био-рад ZM-1), гидратированный оксид циркония (био-рад
HZO-1) и молибдофосфат аммония (био-рад АМР-1). Послед-
ний изготавливают в виде порошка с частицами размером 2—
10 мкм, а остальные — с частицами размером 2—44 мкм. Эти
неорганические соединения используются в ТСХ в качестве
ионообменников с добавкой 3 % крахмала в качестве свя-
зующего [6].

8. ПРОЧИЕ ОРГАНИЧЕСКИЕ АДСОРБЕНТЫ

В настоящее время в ТСХ нашли лишь ограниченное при-
менение всего несколько типов органических материалов. Од-
нако можно ожидать, что они сыграют более важную роль в бу-
дущем.

Полиамиды

Полиамидные порошки для ТСХ производят три фирмы:
Macherey, Nagel a. Co., Μ. Woelm Co. и Ε. Merck A. G. Все эти
порошки не содержат связующего. Для нанесения тонкого слоя
приготовляют суспензии 5 г порошка в 45 мл этанола.

3*
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Ряд фирм поставляет полиамиды для ТСХ. Фирмы Macherey,
Nagel a. Co. выпускают полиамид 6,66 и 11 в трех модифика-
циях: чистый полиамид, полиамид с флуоресцирующей добав-
кой и ацетилированный полиамид. Фирмы М. Woelm, E. Merck,
J. Т. Baker и Wako Pure Chemical Ltd. также производят по-
лиамиды для ТСХ.

Материалы для гель-фильтрации

Фармацевтическая промышленность выпускает сшитые декс-
триновые гели различных марок и модификаций под названием
сефадекс. Они используются в колоночной хроматографии для
разделения веществ по молекулярным массам. Специально для
ТСХ выпускаются сефадексы G-25, G-50, G-75, G-100, G-150 и
G-200. Все это высоко чистые продукты с частицами размером
10—40 мкм. На таких гелях можно разделять молекулы раз-
личных размеров. Фирма Bio-Rad Laboratories производит для
ТСХ полиакриламидные гели Р-2, Р-4, Р-10, Р-30, Р-60, Р-100,
Р-150, Р-200 и Р-300 со сферическими частицами размером
400 меш.

Полиэтилен

Фирма Farbwerke Hoechst выпускает полиэтиленовый поро-
шок под названием гостален S. Менгольд [2] проводил на
этом порошке разделение методом ТСХ жирных кислот и их ме-
тиловых эфиров.

9. ПРОДАЖНЫЕ ГОТОВЫЕ ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЕ ПЛАСТИНКИ

Фирма Analtech предлагает хроматографистам готовые для
использования покрытые адсорбентом стеклянные пластинки.
На эти пластинки, так называемые «униплаты», нанесены тон-
кие слои разных адсорбентов как со связующим, так и без него.
Выпускаются также покрытые адсорбентном пластинки с нане-
сенными на них продольными рисками. После проявления серии
хроматограмм на одной пластинке их можно разделить, отламы-
вая полоски стекла одну за другой. Кроме того, фирмы изготов-
ляют тонкослойные платы по специальным заказам. Большин-
ство фирм, поставляющих адсорбенты для ТСХ, в настоящее
время выпускают также стеклянные пластинки и (или) листки
фольги с нанесенными на них адсорбентами. В настоящее время
выпускаются готовые пластинки практически со всеми более
или менее распространенными адсорбентами, которые произво-
дятся данной фирмой. Помимо обычных адсорбентов фирма
Eastman Codak производит также поликарбонат, нанесенный на
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полиэфирную пленку. Фирма Pharmacia изготавливает пла-
стинки из градиентного полиакриламидного геля толщиной
2,7 мм.

В обзоре Масека и Бекваровой [7] перечислены все фирмы,
выпускающие готовые пластинки и гибкие пленки для ТСХ,
а также хроматографическую бумагу. В этом обзоре указаны
специальные характеристики выпускаемых пластинок, наличие
или отсутствие связующего в адсорбенте, а также их размеры.

Фирма Applied Science в течение некоторого времени
(1962 г.) выпускала также листы стекловолокна, пропитанные
силикатом калия или кремневой кислотой. Gelman Instrument
Со. также выпускает «листы стекловолокна, пропитанные сили-
катом калия» под названием ITLC (быстрая тонкослойная хро-
матография). Фирма Mallincrodt производит пропитанную крем-
невой кислотой стеклоткань толщиной 500 и 1000 мкм в виде
рулонов. Размер листа стеклоткани в рулоне равен 20X200 см.
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Глава III

ПРИГОТОВЛЕНИЕ ПЛАСТИНОК

1. ПОДЛОЖКА

Ввиду высокой химической инертности стекло является уни-
версальной подложкой для тонкослойной хроматографии. По-
этому стеклянные пластинки различных размеров, формы и тол-
щины использовались и используются для этой цели. Мейнхард
и Холл [1] проводили хроматографирование на предметных
стеклах микроскопа. Кирхнер и сотр. [2] применяли узкие стек-
лянные пластинки стандартного размера (1,2χ13 см), которые
можно поместить в обычные пробирки. Это позвол-ило свести
к минимуму размеры камеры для разделения и добиться быст-
рого установления равновесия между растворителем и его па-
ром. Для двумерной хроматографии те же авторы предложили
пластинки стандартного размера 13X13 см. Такая пластинка
помещается в стандартную банку, используемую для консерви-
рования препаратов и образцов в музеях. На рекомендованных
Кирхнером и сотрудниками пластинках можно получать хрома-
тограммы длиной до 10 см. Эта длина была принята за опти-
мальную, поскольку она позволяет добиться достаточно хоро-
шего разделения смесей за сравнительно непродолжительное
время. Кроме того, на хроматограммах таких размеров можно
определять значения Rf, проводя измерения в миллиметрах.
Фирмы, производящие оборудование для ТСХ, выпускают стек-
лянные пластинки размерами 200X200, 200X400, 200X100 и
200x50 мм. (При использовании пластинки размером 200 мм
для получения хроматограммы длиной 10 см тратится впустую
около трети адсорбента.) В тех случаях, когда для обнаруже-
ния разделенных веществ нужен нагрев до высокой темпера-
туры, используют пластинки из пирекса. Однако из-за особен-
ностей технологии производства таких пластин они не столь од-
нородны по толщине, как пластинки из обычного стекла.

В 1962 г. три исследователя (Гофман [3], Пейфер [4]
и Уосики [5]) независимо друг от друга вновь стали прово-
дить разделение методом ТСХ на предметных стеклах. В отли-
чие от Мейнхарда и Холла, применявших радиальное разделе-
ние, эти исследователи использовали метод разделения восхо-
дящим током растворителя, предложенный Кирхнером и сотр.
[2]. Пейфер и Гофман осуществляли хроматографирование на
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небольших квадратных пластинках, Пейфер — на стеклянных
пластинках для диапроектора размером 10,3X8,3 см, а Гоф-
ман— на квадратных пластинках размером 66x66 мм. Пейфер,
кроме того, применял для серийных анализов покровные стекла
размером 4,2X2,5 см. На таких пластинках разделение прохо-
дит довольно быстро, поэтому они применялись многими иссле-
дователями [6—17], однако малая длина ограничивает их
разделяющую способность. Другой предельный вариант пла-
стинки— большие пластинки, предназначенные для препаратив-
ной ТСХ. Так, Корзун и сотр. [18] пользовались пластинками
размером 30x37,5 см, Халпаап [19]—пластинками размером
20X100 см. Фирма Shandon Scientific Co. выпускает для пре-
паративных целей платы размером 100X200 см.

Адсорбенты лучше наносить на стекло, поверхность которого
обработана абразивом или пескоструйным аппаратом, особенно
если работа ведется с водными растворами. Ригби и Бетюн [20]

первыми использовали в качестве подложек в ТСХ стеклян-
ные пластинки, обработанные пескоструйным аппаратом, позд-
нее их примеру последовали и другие хроматографисты [21—
32]. Такого же результата можно добиться, если пошлифовать
поверхность стекла водной суспензией карборунда. Дополнитель-
ное преимущество такой пластинки состоит в том, что при шли-
фовке поверхность ее становится более ровной, так как
снимаются мелкие неровности. Зачищенная поверхность обеспе-
чивает лучшую адгезию слоя адсорбента. Кроме того, если ад-
сорбент смывается с поверхности платы в том месте, где ее по-
гружают IB растворитель, то последний все равно поднимается по
капиллярам, образованным на поверхности платы при шли-
фовке, и, таким образом, достигает оставшейся на пластинке
рабочей части слоя адсорбента. Если для обнаружения пятен
разделенных компонентов пластинку опрыскивают серной ки-
слотой и нагревают, то на зачищенных пластинках наблюдается
меньшая тенденция к образованию пузырьков в слое [23, 33].
Клапп и Джетер [34] разными способами пытались предотвра-
тить смывание адсорбента с платы. Они использовали «сэндви-
чевые платы» фирмы CAMAG, у которых со всех четырех краев
(а не с трех, как обычно) было удалено по 8 мм адсорбента.
Покрывали нижнюю сторону платы тремя или четырьмя полос-
ками промытой и высушенной фильтровальной бумаги, которые
накладывали на адсорбент. Если покрывающую плату закре-
пить с помощью зажима, то бумага препятствует смыванию ад-
сорбента и служит в качестве фитиля для подачи растворителя.

Темп и сотр. [35] пытались проводить хроматографирование
на пластинках из рифленого декоративного стекла. Из такого
стекла можно получить тонкие полоски для ТСХ без специаль-
ных приспособлений. Суспензию наносят на рифленое стекло
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обычным пульверизатором, выдерживают 1—2 мин и шпателем
удаляют излишек адсорбента. После высушивания проводят
шпателем вдоль рифления еще раз, чтобы удалить лишний ад-
сорбент. В результате получают ряд узких полосок адсорбента,
разделенных стеклянными перегородками. Однако в этом случае
не удается приготовить достаточно ровные слои. Разумеется, та-
кие пластинки непригодны для двумерной хроматографии. Хен-
сбюри и сотр. [36] сами изготовляли пластинки с продольными
желобками. Для этого те части пластинки, которые нужно было
покрыть адсорбентом, заклеивали изоляционной лентой. Остав-
шиеся части пластинки покрывали глифталевым лаком (Gene-
ral Electric № 1202), высушивали, удаляли изоляционную ленту
и выдерживали пластинки при комнатной температуре 7'Л ч
в растворе, содержащем 114 г бифторида аммония на 1 л воды.
Во время травления раствор перемешивали. Затем промывали
пластинки водой и удаляли лак. По окончании описанной про-
цедуры на пластиках образовывались ровные канавки глубиной
0,3 мм. Поверхность их получалась шероховатой, что обеспечи-
вало хорошее удерживание слоя адсорбента. Этим методом
можно также изготавливать квадратные пластинки для дву-
мерной хроматографии.

Метерн и Беталер [37] использовали для очистки проб при
газохроматографическом определении пестицидных остатков
пластинки размером 10X2X200 мм с углублениями. Углубле-
ния располагались на пластинке на расстоянии 6 мм. Коллинз
[38] применял пластинки с углублением, расположенным в по-
перечном направлении у края пластинки. Благодаря этому слой
адсорбента в начале хроматограммы был более толстым, и очи-
стку можно было проводить, как обычное хроматографическое
разделение. В точку старта можно было наносить в десять раз
больше экстракта, чем обычно. С помощью летучего раствори-
теля подвижные компоненты перемещали в новую стартовую
точку, лежащую выше углубления, тогда как белки оставались
на прежнем месте. Такие пластинки в настоящее время выпу-
скает фирма May and Baker.

Бойд и Хаттон [39] исследовали пригодность кварцевых пла-
стинок в качестве подложек для тонкого слоя кремневой ки-
слоты, с тем чтобы рассматривать полученные хроматограммы
в проходящем УФ-свете. Однако оказалось, что слой кремневой
кислоты настолько сильно поглощает, что пятна на хромато-
грамме мало отличаются от фона. Поэтому авторы [39] отка-
зались от кварцевых пластинок и вернулись к стеклянным пла-
стинкам. Вейнер и Зак [40] использовали кварцевые пластинки
при оценке оптической плотности пятен, видимых при УФ-облу-
чении на тонких слоях агар-агара, применяемых в электрофрезе.
Аррегуин [41] применил в качестве подложки для DEAE-цел-

Методы тонкослойной хроматографии 41

люлозы при разделении нуклеотидов стеклянные фильтры
№ 7910 и CS № 9,54 фирмы Corning, которые хорошо пропу-
скают свет в интервале 250—400 нм.

Сквиб [42] наносил тонкие слои силикагеля на матовую по-
верхность пластиковой пластинки, другая сторона которой была
гладкой. После получения хроматограммы и обнаружения пя-
тен слой опрыскивали реактивом «Таффилм спрей» № 543
фирмы Grumbacher. Реактив проникал в слой силикагеля и свя-
зывал его с пластинкой, которую разрезали на полоски и про-
пускали через стандартное сканирующее устройство для изме-
рения радиоактивности пятен. Пластинки были изготовлены из
пластика VCA 3310-C1 фирмы Union Carbide. Марш и сотр.
[43] применяли в качестве пластинок для ТСХ пластиковые
кюветы для электрофореза.

Первое упоминание о тонких пластиковых листах как о но-
сителях адсорбента в ТСХ относится к 1964 г. [44]. Вскоре
после этого готовые для использования хроматографические ма-
териалы такого типа начали в большом количестве произво-
диться многими фирмами. Эти листы удобны тем, что легко
режутся ножницами, и поэтому из них можно вырезать пла-
стинку любого размера. Однако емкость слоя адсорбента на
таком листе обычно несколько меньше, чем на стекле. Такие
листы (20x500 см) выпускаются в виде рулонов [45]. Халпаап
и Бауш [46] получали на них хроматограммы длиной до 1 м.
Рёсслер и сотр. [47] запатентовали метод покрытия пластико-
вых листов диоксидом титана или циркония перед нанесением
адсорбента. Такая обработка препятствует диффузии пласти-
фикаторов и других веществ из пластика в адсорбент. Тонкие
пластиковые листы рекомендованы в качестве подложки для
геля в тонкослойном электрофорезе, позволяющей устранить
искажение профиля зоны, происходящее в толстых слоях, и из-
бежать необходимости делать срезы геля. Для этой цели ис-
пользовалась также покрытая тефлоном стеклянная бумага [40].

В работе Шведы [52] сравниваются характеристики стеклян-
ных пластинок и полиэфирных листов, покрытых силикагелем.
Оказалось, что в некоторых случаях лучшие результаты полу-
чались на пластинках, а в других— на пластиковых листах.

Снайдер [53] описал применение алюминиевых пластинок
толщиной 4 мм в качестве подложек в ТСХ. Он установил, что
такие пластинки необходимо тщательно полировать и затем про-
мывать водой. Адсорбент наносился на пластинки в виде 47%-
ной суспензии в этиловом спирте (спирт служил смачивающим
агентом). (При нанесении слоя на край шпателя приклеивали
полоску липкой ленты, чтобы не поцарапать поверхность алю-
миния.) Проводя обнаружение разделенных компонентов, такие
пластинки можно класть непосредственно на горячую электри-
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ческую плитку, тогда как стеклянные пластинки при этом мо-
гут лопнуть. Корзун и Броди [54], а также Росмус и сотр. [55]
использовали алюминиевые подложки для центрифужной ТСХ,
а Рейбенорт [56] и Косе и Джерхель [57] применили алюми-
ниевую фольгу как подложку в хроматографии с нисходящим
потоком растворителя. В качестве подложек применялись также
тонкие полоски из нержавеющей стали [58], никелевой бронзы
[59] и латуни, покрытой толстым слоем хрома [60]. Подложки
из нержавеющей стали вырезали из ленты толщиной 0,125 мм
и зачищали поверхность грубой наждачной бумагой для улуч-
шения адгезии адсорбента.

Ли и Най [61] покрывали тонким слоем адсорбентов внут-
реннюю поверхность пробирок. Для этого пробирки наполняли
суспензией адсорбента, которую затем выливали, и высушивали
пробирки в перевернутом положении. Такие покрытые адсорбен-
том пробирки служили проявительными камерами. Для обнару-
жения пятен применяли пары иода. Разумеется, применять
опрыскивание в этом случае трудно. Кроме того, поскольку рас-
сматривать хроматограмму приходится сквозь стекло с нижней
стороны слоя, чувствительность этого метода ниже, чем при при-
менении обычных плоских пластинок, так как концентрация
разделенных веществ выше на поверхности слоя [62]. Авторы
работ [63—66] проводили хроматографирование на цилиндри-
ческих трубках, покрытых слоем адсорбента изнути. Этот ме-
тод разделения имеет те же недостатки, что и метод разделе-
ния на пробирках. Единственное отличие состоит в том, что
трубки открыты с обоих концов и что можно взять трубку
большего диаметра, чем пробирка. Икан и Рапопорт [67] на-
носили слой на внешнюю поверхность пробирки. В этом случае
опрыскивание, рассматривание хроматограммы и извлечение пя-
тен значительно облегчается.

В качестве подложек использовались также стеклянные
прутки различного диаметра [67—70]. Адсорбент на эти прутки
наносили, погружая их в суспензию, а хроматограммы прояв-
ляли в пробирках. Такие прутки удобны для проверки пригод-
ности различных смесей растворителей.

Сен [71, 72] изготавливал прутки из сульфата кальция без
всякой подложки. Он формовал прутки диаметром 6—8 мм из
смеси осажденного из раствора сульфата кальция (CaSC^X
Х2Н2О) и алебастра, смоченного водой (55:44). После осто-
рожного высушивания и активации прутки могли выполнять
роль микроколонок, причем проявление хроматограмм прово-
дили в обычных пробирках.

В качестве подложек для тонкослойной хроматографии ис-
пользовались также стеклянные усеченные пирамиды. Однако
в этом случае мы фактически имеем дело с вариантом круговой
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хроматографии, причем и адсорбент и пробу наносить в этих
условиях сложнее.

2. АДСОРБЕНТ

В разд. 4 даной главы описаны поставляемые фирмами го-
товые адсорбенты, в том числе адсорбенты, специально предназ-
наченные для ТСХ. Настоящая глава представляет интерес для
тех исследователей, которые намереваются изготовлять адсор-
бенты самостоятельно. В ней описаны адсорбенты, пригодные
для решения различных конкретных задач ТСХ, и 'рассмотрены
некоторые способы придания им желательных характеристик.
Так, в разделе, посвященном приготовлению суспензий, приво-
дятся все используемые при этом приемы, например буфериро-
вание.

Кремневая кислота или силикагель

Термины «силикагель» и «кремневая кислота» относятся
к несколько различным модификациям одного и того же мате-
риала. Этот вопрос хорошо освещен в работе Рена [75]. Срав-
нительные исследования разделения, проведенные методом ко-
лоночной хроматографии рядом авторов, показали, что кремне-
вая кислота — более активный адсорбент [76—84].

Кирхнер и сотр. [2] проводили разделение на кремневой
кислоте фирмы Merk, просеянной для удаления частиц разме-
ром больше 100 меш. Согласно паспортным данным, этот реак-
тив содержит не более 0,001 % железа и 0,003 % тяжелых ме-
таллов, например свинца. Эплуайт и сотр. [85, 86]. Беттайл и
сотр. [87], Димоул [88], Куроива и Хашимото [89], Гейуорд
и сотр. [90] и Ониши и сотр. [91] использовали для хромато-
графического анализа кремневую кислоту фирмы Mallinkrodt
(№ 2847, 100 меш). Этот препарат, согласно спецификации, со-
держит не более 0,001 % железа и не более 0,002 % тяжелых
металлов. Фогель и сотр. [92], Донзаки и Зив [93] и Эйвиген
и сотр. [94] также проводили хроматографирование на этой
кремневой кислоте, однако в первых двух работах отсеивали
фракции ^ 2 0 0 меш, а в последней отсеивали фракцию
^ 3 2 5 меш. Все три группы авторов нашли, что разделение на
кремневой кислоте фирмы Mallinkrodt дает лучшие результаты,
чем разделение на силикагеле G. Рейтсема [95] и Аллентоф и
Райт [21] применяли осажденную кремневую кислоту марки
ч. д. а. фирмы Fisher.

Для тех, кто желает получить силикагель самостоятельно,
Адамек и сотр. [96] предлагают следующую методику. Раство-
римый силикат натрия разбавляют водой в соотношении 1 : 2 и
добавляют концентрированную соляную кислоту до рН 5. При
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этом осаждается гель. Полученную смесь высушивают в течение
трех дней при 80°С с тем, чтобы придать гелю зернистую струк-
туру. После этого гель отмывают на воронке Бюхнера от хло-
рида, экстрагируют хлороформом в течение 8 ч в аппарате Сокс-
лета, высушивают, измельчают в шаровой мельнице и рассеи-
вают на фракции. При высушивании силикагеля температура не
должна превышать 170 °С, поскольку при более высоких тем-
пературах происходит необратимая потеря воды и адсорбцион-
ные характеристики продукта постепенно ухудшаются.

Шукла и сотр. [97] получали силикагель, смешивая 19 %-ный
горячий раствор силиката натрия с равным объемом 10% -ной
соляной кислоты. Раствор перемешивали при 50—55 °С (рН 1 —
1,5) и добавляли плавиковую кислоту из расчета 0,25 мл кис-
лоты на 1 л раствора. Авторы [97] нашли, что добавка плави-
ковой кислоты значительно сокращает время образования геля.
В то же время полученный продукт характеризуется высокой
удельной поверхностью (811 м2/г) и повышенной адсорбцион-
ной способностью.

Не удивительно, что силикагели, выпускаемые различными
фирмами, и даже разные партии силикагеля одной и той же
фирмы имеют разную адсорбционную активность. Из приведен-
ных ниже примеров видно, что эффективность разделения зави-
сит от размера зерен, удельной поверхности, размера пор и от
содержания влаги в препарате. Так, Петровой [98] удавалось
разделять некоторые антибиотики только на адсорбенте с зер-
нами размером меньше 20 мкм, а Ваксмундски и Разило [99]
показали, что изомерные оксинафталины нельзя разделить на
силикагеле с удельной поверхностью меньше 565 м2/г.

Гертнер и Грисбах [100] нашли, что удельная поверхность
и структура пор силикагеля зависят от концентрации исходного
золя и рН. Максимальные удельные поверхности удается по-
лучить при средних концентрациях и средних значениях рН. Та-
рутани [101] исследовал поведение кремневой кислоты на ко-
лонках с сефадексом и нашел, что скорость полимеризации
мономерной кремневой кислоты меняется в зависимости от рН
раствора. В сильнощелочном растворе мономерная кремневая
кислота стабильна, но быстро полимеризуется в нейтральном
растворе. В водном растворе при рН 2 полимеризация проходит
медленнее, однако при еще меньших рН снова ускоряется. Гёр-
гис [102] исследовал зависимость удельной поверхности и
структуры адсорбента от температуры и рН исходного раствора
и нашел, что с увеличением рН удельная поверхность умень-
шается и одновременно увеличиваются средний радиус и объем
пор ксерогеля. Эль Расси и сотр. [102а] изучали влияние влаж-
ности и режима термообработки на активность силикагеля.
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Хинц и сотр. [103] описали приготовление лепидоидной
кремневой кислоты путем замораживания золей кремневой ки-
слоты или водных растворов силиката натрия, подвергнутых
диализу. Этот гель характеризуется широким распределением
частиц по размерам, и свойства его можно менять в широких
пределах, варьируя рН исходных растворов, длительность ста-
рения и температуру осаждения. Полученный гель отличается
очень высокой чистотой; он содержит столь малые количества
железа, алюминия, кальция и магния, что эти примеси можно
обнаружить только спектральным анализом. Авторы [103] ука-
зывают возможные области применения этого препарата и ре-
комендуют его, в частности, как адсорбент для ТСХ.

Адамек и сотр. [104] перед получением силикагеля очищали
силикат натрия, пропуская его через ионообменник по методике
Питры [105]. Для этого ионообменную смолу вольфатит
KPS-200 переводили в Н+-форму, обрабатывая ее 4 %-ным рас-
твором соляной кислоты. Готовили раствор силиката натрия
плотностью 1,070 и добавляли концентрированный раствор гид-
роксида аммония из расчета 20 мл на 1 л раствора. При про-
пускании полученной смеси через колонку с катионами образо-
вывался золь кремневой кислоты. Его желатинизировали, до-
бавляя при энергичном перемешивании 25 % (по объему) 10%-
ного раствора карбоната аммония, оставляли на 24 ч, высуши-
вали гель при 120°С, измельчали его и рассеивали по фракциям.

Рейхельт и Питра [106] описали метод изменения адсорб-
ционных характеристик силикагеля для хроматографии на неза-
крепленном слое путем частичной дезактивации силикагеля.
С этой целью к адсорбенту добавляют 25 % воды или 43 % раз-
бавленной уксусной кислоты и оставляют стоять на 2 ч в закры-
том сосуде, который время от времени встряхивают, чтобы обес-
печить равномерное распределение влаги. Клейн [107] рекомен-
дует для получения более воспроизводимых результатов прово-
дить дезактивацию силикагелей в атмосфере с контролируемой
влажностью. В табл. 3.1 (Стоке и Робинсон [108]) приведены
растворы, позволяющие получить заданные значения давления
водяных паров, а в табл. 3.2 указано давление паров воды над
насыщенными растворами.

Специальные гели

В 1949 г. Дики [109] впервые получил модифицированные
силикагели путем осаждения их в присутствии красителей — ме-
тилового, этилового, пропилоового и бутилового оранжевого. При-
готавливали гели следующим образом: 30 мл водного раствора
силиката натрия (ά2ο— 1,401) смешивали с 275 мл воды и 30 мл
ледяной уксусной кислоты и добавляли 0,5 г тонкого порошка
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Таблица 3.1

Растворы,

а .
w

0,95

0,90

0,85

0,80

0,75

0,70

0,65

0,60

0,55

0,50

0,45

0,40

0,35

0,30

0,25

0,20

0,15

0,10

0,05

позволяющие

H2SO4

m

1,263

2,224

3,025

3,730

4,398

5,042

5,686

6,341

7,013

7,722

8,482

9,304

10,21

11,25

12,47

13,94

15,81

18,48

23,17

получить
при 25°С

%

11,02

17,91

22,88

26,79

30,14

33,09

35,80

38,35

40,75

43,10

45,41

47,71

50,04

52,45

55,01

57,76

60,80

64,45

69,44

определенные давления
[108] а · б

NaOH

m

1,465

2,726

3,840

4,798

5,710

6,565

7,384

8,183

8,974

9,792

10,64

11,54

12,53

13,63

14,96

14,67

19,10

23,05

—

%

5,54

9,83

13,32

16,10

18,60

20,80

22,80

24,66

26,42

28,15

29,86

31,58

33,38

35,29

37,45

40,00

43,32

47,97

—

0

1

2

2

2

3

3

4

4

4

5

5

6

7

паров воды

CaCli

m

,927

,584

,118

,579

,995

,400

,796

,188

,581

,990

,431

,912

,478

,183
, .

—

%

9,33

14,95

19,03

22,25

24,95

27,40

29,64

31,73

33,71

35,64

37,61

39,62

41,83

44,36
_

_

—

а С разрешения авторов и Am. Chem. Soc.
6 aw (активность воды) =p/pOl где ρ — давление паров воды над раство-

ром, ро — давление паров над чистой водой; m (моляльность)—число молей
безводного растворенного вещества в 1000 г воды, % — процентное (по массе)
содержание растворенного вещества.

красителя. Полученную смесь высушивали при комнатной тем-
пературе, измельчали, отсеивали нужную фракцию и промывали
ее метанолом, чтобы удалить краситель.

Максимальная адсорбционая способность силикагеля, приго-
товленного в присутствии красителя, по отношению к этому кра-
сителю была в 4—20 раз выше, чем у обычных гелей. Адсорб-
ционная способность по отношению к другим красителям была
тем меньше, чем больше молекулы последних отличались от мо-
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Таблица 3,2

Давление паров насыщенных растворов при 25° С [108]

Твердая фаза6

КзСгаО?

KNO3

ВаС12-2Н2О

КС1

КВг

NaCl

NaNO3

SrCl2-6H2O

aw

0,9800

0,9248

0,9019

0,8426

0,8071

0,7528

0,7379

0,7083

Твердая фаза б

NaBr-2H 2 O

Mg(NO 3 )2-6H 2 O

LiNO 3 -2H 2 O

K 2 CO 3 -2H 2 O

MgCl 2 -6H 2 O

K(C 2 H 3 O 2 )-1,5H 2 O

LiCl-H 2 O

N a O H - H 2 O

0,577

0,5286

0,4706

0,4276

0,3300

0,2245

0,1105

0,0703

a С разрешения авторов и Am. Chem. Soc.
6 Формула соответствует твердой фазе, стабильной при контакте с насы-

щенным раствором при 25°С. Обозначения те же, что и в табл. 3.1.

лекул красителя, использованного при приготовлении геля. Эр-
ленмейер и Бартельс [ПО] в 1964 г. применили тот же принцип
для получения специфичных гелей для тонкослойной хромато-
графии. Эти авторы осаждали гели в присутствии метилфенил-
амина и этилфениламина. Полученные гели проявляли аналогич-
ную селективную адсорбцию. Майерс и Роджерс [111, 112] и Рид

и Роджерс [113] изучали зависимость свойств специфичных ге-
лей от условий осаждения и влияние изменений структуры мо-
дифицирующего агента на адсорбционные характеристики гелей.
Бартельс [114] исследовал структуру специфичных гелей, осаж-
денных в присутствии 1,10-фенантролина. Бартельс и Прийс
[114а] посвятили специфичным гелям специальный обзор.

В 1961 г. Димов [115] показал, что адсорбционные свойства
силикагеля меняются, если его обработать ионами серебра.
Время удерживания увеличивается для этилена на 100 %, для
пропилена на 50%, а для этана и бутана остается прежним.
Наблюдаемое изменение времени удерживания объясняется
хорошо известной способностью нитрата серебра образовывать
комплексы с ненасыщенными соединениями. Геринг и сотр. [116]
в 1961 г. и де Фриз [117] в 1962 г. использовали пропитанный
нитратом серебра силикагель для колоночной хроматографии,
а Моррис [118] и Баррет и сотр. [23] применили аналогичный
адсорбент в тонкослойной хроматографии липидов. Обычно ни-
трат серебра добавляют либо в суспензию при приготовлении
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пластинок, либо наносят на уже готовые пластинки. Приготов-
ление таких пластинок рассмотрено в соответствующих главах.
Гупта и Дев [119] описали приготовление сухого порошка си-
ликагеля, пропитанного нитратом серебра. Нитрат серебра
(7,5 г) растворяют в 7,5 мл воды и добавляют 125 мл спирта.
В полученном растворе диспергируют 50 г силикагеля, добавляя
его небольшими порциями, и перемешивают смесь 15 мин. Из-
быток растворителя отгоняют на водяной бане при непрерывном
перемешивании и порошок высушивают в вакууме до постоян-
ной массы При хранении в темноте полученный адсорбент
остается пригодным к употреблению в течение нескольких ме-
сяцев.

Меркл и Хехт [120] приготовили сьликагель, пропитанный
триизооктиламином, образующим комплексы с ионами метал-
лов. 16,8 г силикагеля обрабатывали раствором, содержащим
2 мл амина в 25 мл эфира. Чтобы удалить эфир, смесь выдер-
живали 2 ч в сушильном шкафу при 100°С. Туерлер и Хёгл
[120а] использовали двузамещенную натриевую соль этилен-
диаминтетрауксусной кислоты для удерживания мешающих
ионов металлов. Для этого они наносили адсорбент на пла-
стинку в виде суспензии, содержащей на 50—60 мл воды 30 г
силикагеля G и 0,1—0,2 г комплексообразователя.

Видрайн и Николас [121] описали метод силанизации сили-
кагеля. Силикагель диспергируют в безводном толуоле и при
постоянном перемешивании несколько раз добавляют по 1 мл
диметилдихлорсилана. Перемешивание продолжают до тех пор,
пока не перестанут выделяться пузырьки хлористого водорода.
Смесь оставляют на ночь, после чего отфильтровывают сили-
кагель, промывают его тремя объемами безводного бензола и
тремя объемами безводного метанола, сушат 4 ч в вакууме и
затем в течение нескольких часов при 70°С. 43 % полученного
продукта смешивают с 50 % необработанного силикагеля и
с 7 % гипса, выполняющего роль связующего. Слой получен-
ного адсорбента можно использовать в одном направлении для
адсорбционной хроматографии, а в другом — для распредели-
тельной хроматографии с обращенной фазой.

В работе [122] приведена методика получения триметилси-
лилированного силикагеля. Смесь 160 мл циклогексана, 50 г
силикагеля и 34 мл гексаметилдисилазана кипятят с обратным
холодильником в течение часа, после чего добавляют 2 мл изо-
пропанола и кипятят еще 3 ч Далее адсорбент отфильтровы-
вают, промывают изопропанолом, высушивают при 130°С в те-
чение трех дней и хранят в эксикаторе. Полученный гель гид-
рофобен, поэтому его наносят на пластинки в виде суспензии
в смеси метанол-—вода ( 1 : 1).
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Гилпин и Сиско в работе [122а] сравнивают адсорбционные
характеристики силикагелей, обработанных метил-, этил-, гек-
сил-, додецил- и октадецилтрихлорсиланами.

В некоторых случаях необходим особенно чистый силика-
гель. Так, при тонкослойной хроматографии неорганических сое-
динений адсорбент должен быть свободен даже от следовых
примесей катионов. При разделении органических веществ
иногда также нужно избегать присутствия даже следов ионов
металлов, которые могут сыграть роль катализаторов. Сейлер
и Ротвейлер [123] предложили следующую методику очистки
силикагеля. 500 г силикагеля диспергируют в 1 л смеси воды
и концентрированной соляной кислоты (1:1) и оставляют на
некоторое время, после чего желтый раствор, содержащий же-
лезо, сливают. Промывку повторяют еще дважды. Затем трижды
промывают силикагель декантацией дистиллированной водой
порциями по 1 л, фильтруют и промывают на фильтре дистилли-
рованной водой до нейтральной или слабокислой реакции филь-
трата. После этого промывают адсорбент последовательно
250 мл этанола и 250 мл бензола и сушат 24 ч при 120°С. Ли-
пина [124] обрабатывала силикагель концентрированной соля-
ной и концентрированной азотной кислотами. Пассера и сотр.
[125] промывали силикагель соляной кислотой (1:1), водой и
в заключение 0,1 %-чым (масса/объем) водным раствором
ЭДТА для удаления мешающих ионов.

Иногда нужно удалить органические вещества, адсорбирован-
ные на силикагеле. Как показали Кирхнер и сотр., это можно
сделать после нанесения слоя адсорбента [126] путем элюиро-
вания пластинки подходящим растворителем с последующим
высушиванием. Однако промыть растворителем адсорбент можно
и до нанесения его на пластинку [127]. Страк [128] выдержи-
вал силикагель в метаноле в течение ночи, отфильтровывал его,
промывал еще дважды метанолом и высушивал при 100°С в те-
чение получаса. Боур и сотр. [129] промывали кремневую ки-
слоту смесью хлороформа с метанолом (2: 1). Приветт и Бланк
[130] с этой же целью обрабатывали кремневую кислоту сна-
чала хлороформом, а затем эфиром. Миллер и Кирхнер [127]
показали, что в некоторых случаях приходится соблюдать осо-
бые предосторожности, чтобы не загрязнить промытый адсор-
бент в процессе сушки примесями из окружающего воздуха. Эти
авторы использовали для сушки адсорбента модифицированный
стандартный сушильный шкаф с принудительной вентиляцией
и со специальным уплотнением вокруг оси вентилятора. Воз-
дух для осушки пропускали через фильтр с кремневой кисло-
той. Саммерс и Мефферд [131] для работы с липидами чистили
силикагель в аппарате Сокслета, последовательно экстрагируя
его гептаном, хлороформом и 95%-ным этанолом. Каждая
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экстракция длилась примерно 12 ч. Керро и сотр. [132] обраба-
тывали 100 г силикагеля 400 мл 0,2 %-ного раствора этилата
натрия в течение 30 минут при 60—70°С, после чего отделяли
адсорбент центрифугированием и в тех же условиях обрабаты-
вали 200 мл 20 %-ного раствора уксусной кислоты в этаноле.
Полученный продукт отфильтровывали и еще несколько раз
промывали этанолом. Ма [133] показал, что примеси могут ад-
сорбироваться силикагелем при хранении его в пластиковых
сосудах или мешках, а также в стеклянных сосудах, закупорен-
ных резиновыми пробками. Он рекомендует хранить очищенный
силикагель в стеклянных бутылках с завинчивающимися кол-
пачками, снабженными тефлоновыми прокладками.

Оксид алюминия

Во всех вариантах хроматографии чаще всего используется
поставляемый различными фирмами готовый оксид алюминия.
Однако этот адсорбент можно получать и самим. Так, согласно
Рейхстейну и Шоппи [134], его получают, нагревая гидроксид
алюминия в течение примерно 3 ч при 380—400°С при постоян-
ном перемешивании. Такой оксид алюминия всегда содержит
свободную щелочь. Вислиценус [135] рассматривает свойства и
хроматографическое применение волокнистого оксида алюми-
ния, полученного гидролизом амальгамированного оксида алю-
миния. В работе Ханека [136] дана методика приготовления
аналогичного продукта, предназначенного для ТСХ. По сути
дела это несколько модифицированная методика Вислиценуса.
50 г алюминиевых опилок (размер частиц ~0,5 мм) обраба-
тывают 100 мл 10 %-ного раствора гидроксида натрия до пре-
кращения бурного выделения водорода. Щелочь удаляют декан-
тацией. Обработку повторяют еще раз, после чего отмывают
алюминий от щелочи, приливают к нему 10 мл насыщенного
раствора хлорида ртути и перемешивают смесь. Серый шлам
удаляют декантацией и частицы промывают водой. Реакция про-
ходит бурно и сопровождается выделением паров. Чтобы полу-
чить порошок оксида алюминия, к смеси при перемешивании
добавляют 80—100 мл воды. Далее порошок промывают этило-
вым спиртом, отделяют декантацией от непрореагировавшего
металлического алюминия, отфильтровывают, высушивают, про-
каливают и просеивают через сито с размером отверстий
0,066 мм. Полученный адсорбент используют без связующего.

Байтшольц и Эрдель [136а] наносили тонкие слои нейтраль-
ного оксида алюминия на готовые хроматографические пла-
стинки, погружая их в смесь, содержащую 5 мл 10 %-ной уксус-
ной кислоты и 345 мл этанола. Кислые тонкослойные пластинки
эти авторы получали, погружая готовые пластинки в специаль-

Методы тонкослойной хроматографии 51

ную смесь, которую готовили следующим образом. 23,6 г аце-
тата натрия растворяли в 70 мл воды, добавляли 10,5 мл уксус-
ной кислоты и доводили объем смеси этанолом до 350 мл. рН
полученных в результате пластинок был равен 5—6.

Халпаап и Рейх [137] исследовали структуру и адсорбцион-
ные характеристики оксидов алюминия, полученных путем на-
гревания гидраргиллита при различных температурах вплоть до
1150°С.

Оксиапатит

Для отделения одного или двух моноглицеридов от белков
Хофман [138, 139] использовал оксиапатит, который представ-
ляет собой частично гидролизованный фосфат кальция, получае-
мый щелочным гидролизом однозамещенного основного фосфата
кальция. Это более слабый адсорбент, чем кремневая кислота,
и на нем можно проводить разделение неионизованных или ней-
тральных соединений. Эйнакер и Стой [140] готовили оксиапа-
тит следующим образом. 250 г гидратированного двухосновного
фосфата кальция диспергируют в 2,5 л 0,05 Μ раствора гидро-
ксида натрия при 40°С. Когда рН уменьшается до 8—9, жид-
кость сливают, вновь добавляют свежий 0,05 Μ раствор гидро-
ксида натрия, нагретый до 40°С, и оставляют смесь на 24 ч.
Описанную процедуру повторяют три-четыре раза до тех пор,
пока рН не перестанет заметно меняться. Затем осадок отфиль-
тровывают и промывают 0,005 Μ раствором NaH2PO4 до тех
пор, пока рН промывной воды не станет равным 6—7. После
этого осадок промывают спиртом, затем ацетоном и высуши-
вают. Сухой продукт просеивают через сито 170 меш. Более гру-
бые частицы можно измельчить на шаровой мельнице и просеять
повторно. Эйнакер и Стой [140] сами приготовляли двухоснов-
ный фосфат кальция из одноосновного фосфата.

Силикат магния

Уолфром и сотр. [141] нашли, что рН водной суспензии маг-
незола (синтетический силикат магния, выпускаемый фирмой
Waverly Chemical Co., равен 9,8 и что по своим хроматографи-
ческим характеристикам этот магнезол отличается от ранее вы-
пускавшегося предприятием Westvaco Cloralkali Division фирмы
Food, Machinery and Chemical Corp. Поэтому эти авторы подвер-
гали магнезол следующей обработке. 500 г магнезола фирмы
Waverly диспергируют при перемешивании в течение часа в рас-
творе 100 мл ледяной уксусной кислоты в 2 л воды. Порошок
отфильтровывают, диспергируют в 2 л воды и перемешивают
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в течение примерно 12 ч, затем вновь отфильтровывают и про-
мывают 1 л воды. Полученный продукт, имеющий рН 7,5, сушат
10 ч при 100°С. Для ТСХ используют фракцию с частицами
размером меньше 200 меш. Шварц [142] обрабатывал уксусной
кислотой флорисил (флоридин), чтобы уменьшить рН до 6,5,
поскольку обычно этот продукт имеет рН 8,5.

Силикат магния состава Mg3[Si4O1 0] (OH)2, известный под
названием талька, использовался рядом авторов для разделе-
ния антибиотиков [143], алкалоидов [144], порфиринов [145,
146] и сердечных гликозидов [147].

Оксид магния

Бомхоф [148] показал, что свойства оксида магния зави-
сят от метода его приготовления. Оксид магния с максимальной
удельной поверхностью (190 м2/г) получают, нагревая гидро-
ксид магния при 400°С в течение 12 ч. Адсорбент наносят на
пластинки в виде суспензии, содержащей 7 г оксида магния и
7 г кизельгура G в 70 мл хлороформа. Пластинки сушат на воз-
духе и активируют при 120°С. Тьюери и Рем [149] наносили на
пластинки водную суспензию, содержащую оксид магния и крах-
мал в соотношении 4 : 1 .

Сульфат кальция

Мейтис и сотр. [150] получали сульфат кальция, смешивая
эквимолярные количества серной кислоты и водного раствора
хлорида кальция. Реакцию проводили при перемешивании при
температуре 70—80°С. Осажденный сульфат кальция отфильт-
ровывали и промывали дистиллированной водой до нейтраль-
ной реакции. Затем полученный продукт измельчали и сушили
40 ч при 115—120°С.

Для приготовления тонкослойных пластинок использовали
алебастр (CaSO4-1/2Н2О) [151, 152]. Митчел [153] получал
алебастр, нагревая CaSO4-2H2O (осажденный сульфат кальция
фирмы Fisher Sertified Reagens) в течение примерно 12 ч при
175°С. Добичи и Грассини [154] использовали полоски со слоем
алебастра для разделения веществ методом электрофореза.

Целлюлоза

Хаммершмидт и Мюллер [155] описали метод обработки
целлюлозного порошка с целью удаления мешающих катионов.
Для этого целлюлозный порошок обрабатывают при перемеши-
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вании 1,5%-ной азотной кислотой при 50°С в течение 2 ч, после
чего тщательно промывают дистиллированной водой.

Уолфром и сотр. [156] диспергировали 50 г технической мик-
рокристаллической целлюлозы (фирма Avicel) в 1 л 0,1 н. рас-
твора борогидрида натрия и выдерживали при перемешивании
в течение 10 ч. После осаждения твердой фазы жидкость сли-
вали и процесс повторяли со свежим раствором борогидрида.
Порошок отфильтровывали, промывали до нейтральной реак-
ции и высушивали в вакууме над пятиокисью фосфора. Полу-
ченный осадок измельчали в ступке.

Патаки [157] проводил хроматографическое разделение ну-
клеотидов на целлюлозе, очищенной следующим образом. 60 г
порошка целлюлозы диспергируют в смеси я-пропанола, 25%-
ного раствора аммиака и воды ( 6 : 3 : 1 ) . Суспензию энергично
встряхивают в течение 30 мин, отфильтровывают твердую фазу,
промывают и-пропанолом и высушивают в вакууме при 60°С.

Хоуворс и Хискоут [157а] привели метод очистки целлюлозы,
предназначенной для разделения аминокислот. 50 г целлюлозы
диспергируют в 200 мл 80%-ного метанола, отфильтровывают
и промывают последовательно 300 мл смеси пропанола-2, ук-
сусной кислоты и воды ( 3 : 1 : 1 ) , 200 мл смеси метанола и
воды (1:3), 200 мл смеси метанола и 1 н. соляной кислоты
(3:2), 200 мл воды и 200 мл метанола. Полученный продукт
сушат примерно 12 ч в вакууме.

Ацетилцеллюлоза

В работе Виланда и сотр. [158] описан следующий метод
получения ацетилированной целлюлозы. 30 г порошка целлю-
лозы сушат 15—30 мин при 110°С, а затем в течение несколь-
ких часов в эксикаторе над концентрированной серной кислотой.
Сухой порошок диспергируют и выдерживают 9 ч в смеси 225 мл
уксусного ангидрида, 675 мл бензола и 0,9 мл концентрирован-
ной серной кислоты. Твердую фазу отфильтровывают, про-
мывают метанолом и оставляют в метаноле на несколько ча-
сов, после чего опять отфильтровывают, промывают эфиром и
высушивают в вакуумном сушильном шкафу при 90°С. Беджер
и сотр. [159] ацетилировали целлюлозу по методу Спотсвуда
[160]. 200 г порошка целлюлозы диспергируют в смеси, содер-
жащей 1700 мл бензола, свободного от тиофена, 800 мл пере-
гнанного уксусного ангидрида, 4 г 92%-ной серной кислоты и
4 г 72 %-ной хлорной кислоты, и интенсивно перемешивают в те-
чение 24 ч при 18°С. Ацетилированную целлюлозу отфильтровы-
вают, заливают этиловым спиртом и оставляют на 24 ч, время
от времени перемешивая. По окончании выдержки продукт
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тщательно промывают спиртом и водой, оставляют в дистил-
лированной воде на 2 ч и, наконец, отфильтровывают и высу-
шивают на воздухе.

Кератин

Бреди и Хоскинс [161] разработали метод получения кера-
тина для ТСХ. 60 г продажной очищенной шерсти кипятят 3 ч
в растворе, содержащем 20 г бисульфита натрия и 20 г папаина
в 2 л воды. рН раствора доводят до 6,5, добавляя 1 н. раствор
гидроксида натрия. Корковые клетки отфильтровывают, трижды
промывают дистиллированной водой порциями по 500 мл и
вновь диспергируют в 300 мл воды. рН суспензии доводят до
3,0, добавляя 6 н. раствор соляной кислоты. Смесь нагревают
30 мин при 75°С, твердую фазу отфильтровывают, промывают
и хранят в дистиллированной воде с небольшой добавкой хло-
роформа, чтобы предотвратить рост микроорганизмов. Для на-
несения на пластинки 14 г клеток диспергируют в 100 мл смеси
этанола с водой (1:1). В работе [161] описаны также методы
модифицирования этого адсорбента путем его метилирования
или дезаминирования.

Прочие адсорбенты

Большинство работ по ТСХ выполнено на обычных адсор-
бентах. Однако некоторые адсорбенты используются лишь эпи-
зодически или вообще в считанных случаях. В работе Экермена
и Фрея [162] сравнивается пригодность для ТСХ порошков
кварца и силикагеля. В работе [163] описано разделение 11
ионов металлов на фториде магния. Сульфид цинка был ис-
пользован в качестве адсорбента для разделения геометриче-
ских изомеров [164], а гипофосфат циркония — для разделения
неорганических ионов [165]. Соль Мадреля оказалась хорошим
адсорбентом для разделения семи Сахаров, девяти аминокислот
и низкомолекулярных дикарбоновых кислот [166]. На ферро-
цианиде цинка было достигнуто хорошее разделение ионов нат-
тия, калия, рубидия и цезия [167], а также некоторых сульфон-
амидов [168]. Сульфат бария использовали для разделения
пищевых красителей [169] и красок, предназначенных для по-
крытия металлов [170]. В качестве ионообменников для раз-
деления неорганических ионов испытывались кристаллические
фосфаты титана и циркония [171], фосфат церия [172, 173] и
арсенат циркония [174]. Для разделения радиоизотопов 90Sr и
90Y была использована смесь сульфата стронция и кремневой
кислоты [175]. Оксид титана был испытан в качестве адсор-
бента для разделения о-, м- и п-аминофенолов [176].

3. СВЯЗУЮЩИЕ МАТЕРИАЛЫ

Крахмал

В литературе много раз обсуждался вопрос о целесообраз-
ности применения тонких порошков адсорбентов без связую-
щего, однако до сих пор наиболее популярным адсорбентом яв-
ляется силикагель G, в котором в качестве связующего исполь-
зуется алебастр, впервые введенный в употребление Кирхнером
и сотр. [2]. Автор настоящей книги предпочитает вводить в ад-
сорбенты в качестве связующего крахмал, если, конечно, он не
мешает обнаружению компонентов. Это ограничение не столь
серьезно, как может показаться. Так, Кирхнер и сотр. [2]
нашли, что для обнаружения компонентов на пластинках, содер-
жащих крахмал в качестве связующего, пригодна даже смесь
концентрированных серной и азотной кислот, если только не на-
гревать пластинки. Смит и Фолль [177] указывают, что в числе
прочих реактивов для обнаружения разделенных компонентов
на пластинках с крахмалом в качестве связующего пригодны
треххлористая сурьма, фосфорная кислота и трихлоруксусная
кислота. При применении одного и того же растворителя раз-
деление на слое с крахмалом в качестве связующего происходит
быстрее, чем на слое с гипсом, и можно получить гораздо более
твердую поверхность. При этом скорость разделения не сни-
жается. Благодаря большой твердости поверхности можно бы-
стро провести разметку пластинки мягким свинцовым каранда-
шом, не портя ее. Кроме того, в некоторых ситуациях гипс
просто неприменим. Так, например, Зейлер [178] нашел, что при
разделении фосфатов гипс реагирует с разделяемыми компонен-
тами с образованием нерастворимого фосфата кальция, поэтому
в качестве связующего он выбрал крахмал.

Кирхнер и Фленеган [179, 180] определяли влияние связую-
щего на скорость хроматографирования (табл. 3.3). Как пока-
зывают приведенные в таблице данные, разделение на пластин-
ках с крахмалом в качестве связующего происходит быстрее во
всех рассмотренных случаях. Даже кремневая кислота с до-
бавкой 20 % гипса не позволяет получить такой прочный слой,
как адсорбент с добавкой крахмала. Силикагель G с меньшим
содержанием гипса дает довольно хрупкий слой, писать на ко-
тором трудно, если вообще возможно. Однако не следует за-
бывать, что связующим может быть не любой крахмал: неко-
торые сорта крахмала при высушивании трескаются. Миллер
и Кирхнер [181] исследовали ряд сортов крахмала и нашли, что
к числу хороших связующих можно отнести крахмалы сорта
«Клинко-15» (модифицированный крахмал фирмы Clinton Corn
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Таблица 3 3

Влияние связующего на скорость хроматографирсвания (время в минутах,
за которое растворитель проходит расстояние в 10 см) [180]

Адсорбент

Кремневая кислота+2,5 %
крахмала

Силикагель

Кремневая кислота+2 %
гипса

Растворитель

гексан

14

32

4 6

бензол

19

39

7 5

этил-
ацетат

15

4 3

6 0

95%-ный
этанол

7 2

9 7

2 2 3

вода

20

4 9

7 2

Processing Co.) и смесь обычного пшеничного крахмала с тапи-
оковой мукой марки супер АА (фирма Stein-Hall Co.) в отно-
шении 2 : 1 . Кроме перечисленных сортов крахмала в качестве
связующего компонента применялись такие сорта крахмала, как
амиока, рисовый, кукурузный, картофельный и пшеничный.
Кирхнер и Фленеган [179] установили, что если уменьшить ко-
личество крахмала с 5 до 2%, строго соблюдать температуру
и время при изготовлении адсорбента не обязательно, доста-
точно хорошо прогреть смесь на водяной бане.

Другое преимущество крахмала как связующего состоит
в том, что суспензию можно хранить в холодильнике в тече-
ние нескольких месяцев. В лаборатории автора суспензии сохра-
нялись в течение двух месяцев при комнатной температуре и
рассеянном свете. Благодаря этому можно сразу готовить боль-
шие количества суспензии и хранить ее в готовом для употреб-
ления виде.

Гипс (алебастр)

В тех случаях, когда применяемые обнаруживающие реак-
тивы реагируют с крахмалом, Кирхнер и сотр. [2] предлагают
в качестве связующего гипс. Главный недостаток, связанный
с применением этого связующего,—• увеличение длительности
элюирования хроматограммы и уменьшение прочности слоя.
Поскольку алебастр затвердевает довольно быстро, готовить
большие количества материала впрок нельзя.

Для большинства работ по ТСХ пригоден алебастр обычного
качества, выпускаемый многими фирмами. Однако Беттейл и
сотр. [87] и Пейфер [4] считают целесообразным получать але-
бастр собственноручно. С этой целью они нагревали химически
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чистый CaSO4-2H2O (гипс) в одном случае при 110°С в течение
ночи, а в другом — при 180°С в течение 24—48 ч. Полученный
прокаленный гипс (алебастр) можно измельчить, чтобы полу-
чить фракцию, проходящую через сито в 200 меш. Алебастр,
выполняющий роль связующего, добавляют к адсорбенту в ко-
личестве 5—20 %. При 5 %-ной добавке слой очень мягкий, при
20%-ной — более твердый (однако все же мягче, чем слой
с крахмальным связующим). Чем больше содержание алеба-
стра в адсорбенте, тем медленнее идет разделение.

Слои адсорбента с гипсом в качестве связующего вообще
отличаются мягкостью. Хотя гипс, регенерированный из але-
бастра, теряет кристаллизационную воду при 100°С и образует
растворимый ангидрид, процесс этот происходит медленно. Слой
на пластинках, высушенных в течение 24 ч при 80°С, не мягче,
чем на пластинках, высушенных в течение 30 мин при 110°С.
Если сушить пластинки 2 ч при 110°С, гипс теряет свои связую-
щие свойства. При 130°С гипс теряет связующие свойства уже
через 45 мин.

Карбоксиметилцеллюлоза

Это связующее, по-видимому, весьма перспективное, впервые
ввели в практику Обрейтер и Стоув [182] в 1964 г. Эти авторы
добавляли к адсорбенту (кремневой кислоте) 5 % высокосорт-
ной маловязкой карбоксиметилцеллюлозы № 70 фирмы Hercu-
les Powder Co. Автор данной книги обнаружил, что получен-
ные таким способом слои более склонны к растрескиванию, чем
слои с крахмалом в качестве связующего. Однако уменьшение
концентрации связующего до 2,5 % улучшает свойства слоя
в этом отношении. Можно приготовить удовлетворительные
слои адсорбента толщиной до 2 мм. Толщина слоя должна быть
одинаковой, так как даже при малейших неоднородностях по
толщине слоя происходит растрескивание. Поверхность полу-
ченных слоев достаточно твердая, и на ней легко можно писать
свинцовым карандашом.

Прочие связующие

Оно [183] использовал в качестве связующего поливинило-
вый спирт. Чтобы приготовить такой адсорбент, он диспергиро-
вал 23 г силикагеля в 30 мл 2,5%-ного раствора поливинило-
вого спирта При приготовлении этой суспензии в смесь необхо-
димо добавить несколько капель спирта, чтобы предотвратить
вспенивание. Рендерас [184] опробовал коллодий в качестве
связующего для целлюлозы марки ECTEOLA, а Хуттенраух и
сотр. [185] применили коллодий в качестве связующего для ионо-
обменных смол. Хофман [138, 139] добавлял к оксиапатиту



58 Часть I

в качестве связующего цитель 61 (растворимый в спирте полиа-
мид фирмы Du Pont). 40 мг цителя растворяли в 60 мл 70%-
ного (по объему) метанола в закрытом сосуде при нагревании
и перемешивании. После охлаждения диспергировали в смеси
15 г оксиапатита. Были испытаны адсорбенты, содержахие 0,5, 1
и 4% этого связующего [138]. В качестве связующих разные ав-
торы использовали также полиэтилен [186], эпоксидную смолу
[187], полиакрил амид [188] и поливинилацетат [189]. Авторы
работы [190] для этой цели применяли силикат натрия. Они го-
товили суспензию, содержащую 40 г диоксида кремния в 115 г
6 %-ного раствора силиката натрия фирмы Baume и наносили
ее на стеклянные пластинки. Олсаус и Нойхоф [191] погру-
жали стеклянные пластинки в суспензию 30 г силикагеля
в 130 мл смеси хлороформа с метанолом (2:1), высушивали
и пропитывали пластинки раствором растворимого стекла в воде
(1 :20), используя обычное элюирование. Биркофер и сотр. [192]
вводили в смесь силикагеля с порошком перлона в качестве свя-
зующего желатину, а Готье и Манженси [193] использовали
аравийскую камедь для связывания кизельгура, пропитанного
формамидом. Майни [194] предложил добавлять агар-агар
в качестве связующего к силикагелю и оксиду алюминия. Это
увеличивает стабильность слоя и адгезию агаровых дисков,
применяемых для нанесения проб. Еллинек [195] подтвердил
пригодность агар-агара в качестве связующего и показал, что
на адсорбентах с этим связующим хроматографирование идет
быстрее, чем на адсорбентах с гипсом. Кроме того, слои, содер-
жащие агар-агар, реже соскальзывают с пластинок при погру-
жении в растворитель, чем слои с гипсовым связующим. Оку-
мура и сотр. [196—198] предложили для силикагеля и оксида
алюминия в качестве связующего порошок плавленого стекла.
Полученные слои были механически прочными, термостойкими
и кислотоупорными. Такие пластинки можно использовать мно-
гократно. Для регенерации их промывали в подходящем рас-
творе и вновь активировали.

4. ПРИГОТОВЛЕНИЕ СУСПЕНЗИЙ

До настоящего времени большая часть работ по ТСХ про-
водится на слоях, приготовленных из водных суспензий адсор-
бентов. Даже при одной и той же концентрации и типе связую-
щего количество воды, необходимое для приготовления данной
суспензии, зависит от марки адсорбента. Если суспензию нано-
сят на пластинку вручную с помощью пульверизатора, концент-
рация суспензии не имеет большого значения. Однако если
нанесение тонких слоев проводится с помощью специального
прибора, то концентрацию суспензии необходимо тщательно кон-
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тролировать. Если суспензия слишком густая, пульверизатор
засорится, а если слишком жидкая, то скорость распыления бу-
дет чересчур велика.

Водные суспензии силикагеля с алебастром
в качестве связующего

Фирмы—поставщики готовых адсорбентов, специально пред-
назначенных для ТСХ, рекомендуют при приготовлении суспен-
зий силикагеля придерживаться определенных пропорций.

Для приготовления слоев толщиной 2—5 мм для препаратив-
ного разделения Хонегер [199] использовал суспензию силика-
геля G в воде в отношении 1 : 1,57.

Чтобы смешать адсорбент с водой, смесь помещают в колбу
или же смешивание проводят в ступке. Свеннерхольм и Свен-
нерхольм [200] для этой цели в течение минуты энергично
встряхивали суспензию в сосуде, присоединенном к водоструй-
ному насосу, чтобы удалить воздух из смеси.

Для хроматографии веществ, поглощающих в УФ-свете, це-
лесообразно добавить флуоресцирующий в УФ-свете индикатор
в суспензию в процессе ее приготовления. В этом случае раз-
деленные вещества при облучении пластинки видны в виде тем-
ных пятен на флуоресцирующем фоне. Флуоресцирующие пла-
стинки первыми ввели в практику Кирхнер и сотр. в 1951 г. [2],
хотя Шталь [201] считает, что первым это сделал Гаеншерт.

В качестве флуоресцирующих добавок можно применять
неорганические флуоресцирующие соединения, которые Сизе ис-
пользовал в колоночной хроматографии [202, 203]. Наилучшие
результаты получаются, если добавлять к смеси адсорбента со
связующим 1,8 % сульфида цинка-кадмия (фосфор № 1502
фирмы Du Pont) и 1,8 % силиката цинка (фосфор № 609 фирмы
Du Pont). По данным Сизе [203], силикат и сульфид цинка
дают смесь, флуоресцирующую при возбуждении излучением
с длиной волны 390—230 нм. Облучать слои, содержащие эти
соединения, можно водородной лампой, причем обычно удобнее
применять две лампы — одну с более коротковолновым, а дру-
гую с длинноволновым ультрафиолетовым излучением. Рейт-
сема [95] добавлял в качестве флуоресцирующего компонента
родамин 6G в количестве 0,0011 г (0,0037%) на 30 г смеси
адсорбента со связующим. В работе Шталя [204] флуоресци-
рующим реагентом служил флуоресцеин натрия. Суспензию ад-
сорбента готовили не на воде, а на 0,04 %-ном водном растворе
этого реактива Браун и Джонстон [205] готовили суспензии
на 0,02 %-ном растворе 2', 7'-дихлорфлуоресцеина. Чеше и сотр.
[206] применяли в качестве флуоресцирующих агентов 3,5-дио-
ксипирен-8,10-дисульфонат натрия или 3-оксипирен-5,8,10-три-
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сульфонат натрия. В расчете на 1 г силикагеля в суспензию
вводили 0,25 мг первого реагента или 0,33 мг второго. Однако
оба эти реактива имеют один и тот же недостаток: смываются
с адсорбента растворителями, более полярными, чем смесь ме-
танол—хлороформ (7:3) .

Водные суспензии силикагеля с крахмалом
в качестве связующего

Пытаясь ослабить влияние температуры и длительности хра-
нения пластинок на их свойства, Кирхнер и Фленеган [179] ви-
доизменили первоначальную рецептуру Кирхнера и сотр. [2].
Согласно новому рецепту, готовят смесь, содержащую 19 г крем-
невой кислоты или силикагеля, 0,5 г крахмала (крахмал
клинко-15 фирмы Clinton Corn Processing или смесь (2:1)
обычного пшеничного крахмала и тапиоковой муки высшего ка-
чества фирмы Stain-Hall Co.) и 38 мл дистиллированной воды.
Если необходимо получить флуоресцирующий слой, можно до-
бавить по 0,37 г сульфида цинка-кадмия и силиката цинка.
Смесь нагревают при перемешивании на кипящей водяной бане
до полной желатинизации крахмала. Если нужно получить бо-
лее жидкую суспензию, то после завершения желатинизации
можно добавить еще воды. Полученную суспензию можно
хранить в обычном холодильнике в течение многих месяцев.
При рассеянном свете ее можно хранить два месяца даже при
комнатной температуре.

Водные суспензии модифицированных силикагелей

Кислый силикагель. Шталь [207] использовал идею Брок-
мена и Грёне [208], готовивших кислый силикагель для коло-
ночной хроматографии. Он получил тонкие слои кислого сили-
кагеля, заменив при приготовлении суспензии дистиллированную
воду на 0,5 н. раствор щавелевой кислоты. Детерс [209] для той
же цели применил 0,05 н. раствор щавелевой кислоты. Сехер
[210] показал, что если такие пластинки сушить при 105°С, то
в процессе сушки теряется от 20 до 25 % щавелевой кислоты.
Ронкайнен [211] получил кислый силикагель G из смеси 30 г
силикагеля G, 60 мл воды и 5 мл пропионовой кислоты. Влияние
такой обработки силикагеля на величину RB показано
в табл. 3.4. Петрович [212] сравнил влияние различных кислот
в качестве подкисляющих добавок на величины Rf некоторых
хлорсодержащих соединений (табл. 3.5).

Нейтральный силикагель. Смит и Фёлл [177] готовили нейт-
ральный силикагель, смешивая 30 г тонкого порошка силика-
геля фирмы Fisher (NS-158), 50 мл воды, содержащей 16 мл
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Таблица 3 4

Влияние подкисления адсорбента (силикагеля G) на величины Ra

B

некоторых динитрофенилгидразонов кетокислот [211]
(с разрешения авторов и Elsevier Publishing Co)

Т
о

лщ
и

н
а

сл
о

я
, 

м
м

0,10

0,10

0,16

0,17

Адсорбент

Нейтральный

Кислый

Нейтральный

Кислый

обRB

1

0 , 5 8

0 , 4 8

0 , 5 0

0 , 4 5

2

0 , 5 6

0 , 4 8

0 , 5 1

0 , 4 2

3

0 , 5 9

0 , 3 9

0 , 4 3

0 , 3 7

4

0 , 4 8

0 , 2 9

0 , 3 5

0 , 3 0

5

0 , 2 8

0 , 2 0

0 , 2 4

0 , 2 0

6

0 , 5 6

0 , 4 9

0 , 5 5

0 , 5 2

7

0 , 0 5

0 , 0 2

0 , 0 4

0 , 0 2

8

0 , 0 2

0 , 0 2

0 , 0 1

0 , 0 0

а ^?в=^?/(ДНФ-кетокислоты)/^/(динитрофенилгидразина). Раствори-
тель— смесь петролейного эфира (т. кип. 60—80°С) и этилформиата (13:7)
с добавкой 0,0104 моль пропионовой кислоты на 100 мл смеси растворителей.

6 1 — α-κβτο-β-метилвалериановая кислота; 2 — α-кетоизокапроновая ки-
слота; 3— α-кетоизовалериановая кислота; 4 — α-кетомасляная кислота; 5—•
пировиноградная кислота; 6 — левулиновая кислота; 7 — а-кетоглутаровая
кислота, 8 — щавелевоуксусная кислота.

0,1 н. раствора гидроксида натрия, и 1,5 г рисового крахмала
фирмы Matheson, Coleman and Bell. Смесь осторожно нагревали
на паровой бане до загустения, после чего разбавляли водой до
надлежащей консистенции. При этом получался силикагель
с рН 6,4.

Основной силикагель. Аналогичным методом Шталь [207]
приготовил основной силикагель. Вместо воды при приготовле-
нии суспензии он брал 0,5 н. раствор щелочи. Тейхерт и сотр.
[213] готовили основной силикагель, смешивая 22 г силика-
геля G с 45 мл 0,5 н. или 0,1 н. раствора гидроксида калия,
в зависимости от желаемой щелочности слоя. Скипски и сотр.
[214] для получения основного силикагеля использовали 0,01 н.
растворы карбоната или ацетата натрия. Грёгер и сотр. [215]
готовили основной силикагель с крахмальным связующим. Для
этого они использовали кремневую кислоту № 1169 фирмы Ba-
ker and Adamson (Allied Chemical Corp.), просеянную сквозь
сито 100 меш. 25 г такого силикагеля диспергировали в 80 мл
1 %-ного раствора гидроксида калия, добавляли раствор 1,3 г
крахмала, полученного из кукурузы сорта «Арго» (фирмы Best
Foods Division CPC, International), в 10 мл 1 %-ного гидро-
ксида калия, смесь нагревали 15 мин при 70°С, затем добавляли
еще некоторое количество 1 %-ного раствора гидроксида калия
для разжижения смеси.
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Забуференный силикагель

Борке и Кирх [216] в 1953 г. первыми применили в ТСХ за-
буференный адсорбент. Приготавливали они его следующим об-
разом. Смесь кремневой кислоты с оксидом магния (по 10 г
каждого) смешивали с 4 г алебастра и 0,250 г силиката цинка
и 0,250 г сульфида цинка-кадмия. Последние два реагента вы-
полняли роль флуоресцирующей добавки. Порошки тщательно
перемешивали в ступке, после чего добавляли 38 мл фосфатного
буфера (рН6,6) и растирали 2 мин до получения кремоподоб-
ной суспензии, которую наносили на стеклянные полоски. При
использовании флуоресцирующих добавок буферные смеси с рН
ниже 6,6 непригодны, поскольку при большей кислотности флуо-
ресцентные свойства этих добавок исчезают. Хонегер [217] го-
товил пластинки с адсорбентом, забуференным цитратом. Он
смешивал 25 г силикагеля G с 50 мг 0,1 Μ буферного раствора
на основе цитрата натрия (рН 3,8). Из приведенных примеров
видно, что любой требуемый буфер можно ввести в адсорбент,
заменив воду в суспензии на соответствующий буферный рас-
твор.

Силикагель, пропитанный комплексообразователями

Мейнхард и Холл [1] первыми предложили применять в ТСХ
комплексообразователи, однако цель, которую они перед собой
ставили, состояла не в том, чтобы улучшить разделение, а в том,
чтобы облегчить таким образом обнаружение пятен компонен-
тов. Эти авторы вводили в некоторые адсорбенты 8-оксихино-
лин, но получить достаточно воспроизводимых результатов им
не удалось. В 1961 г. Димов [115] применил принцип модифи-
цирования поверхности силикагеля ионами серебра в газовой
хроматографии. В том же году Геринг и сотр. [116] провели
разделение методом колоночной хроматографии на силикагеле,
обработанном раствором нитрата серебра, а Моррис [118] и
Баррет [23] в 1962 г. применили тот же адсорбент в ТСХ.
Очень важная особенность этого адсорбента состоит в том, что
он селективен к олефинам благодаря образованию комплексов
последних с катионами серебра. Он пригоден для разделения
молекул, различающихся по числу двойных связей и их конфи-
гурации (цис- и транс-изомеры). Баррет и сотр. [23] готовили
суспензию, смешивая 30 г силикагеля G с 60 мл 12,5%-ного
водного раствора нитрата серебра. Моррис [19] вначале нано-
сил нитрат серебра на уже готовую пластинку с помощью пуль-
веризатора, однако позднее [218] он также готовил суспензии,
смешивая 23,7 г силикагеля G с 50 мл раствора, содержащего
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1,25 г нитрата серебра, с тем чтобы получить адсорбент с 5 %-
ным содержанием серебра. По данным этого автора, адсорбент
с 2 % серебра позволяет получить столь же хорошее разделе-
ние, как и адсорбент с 20 и 30 % серебра. Воспроизводимость
результатов, полученных на пластинках, приготовленных с ис-
пользованием суспензии, содержащей нитрат серебра, выше,

β-Селимен
Ларио/риллея

ю /5 го 25
Содержание Ад N О3, %

Рис. 3.1. Зависимость Rst от содержания нитрата серебра в силикагеле. /?st =
=[Rt соединения/^/ стандарта (красителя)] [119] (с разрешения авторов
и Elseveir Publishing Co.).

чем на пластинках, опыленных раствором нитрата серебра.
Пржбылович и сотр. [219] пропитывали тонкие слои адсорбента
на пластиковых подложках, погружая их в раствор нитрата се-
ребра.

Гупта и Дев [119] нашли, что хотя значение Rf различных
соединений меняется в зависимости от содержания нитрата се-
ребра на адсорбенте, отношение величин Rf двух соединений
остается почти постоянным (рис. 3.1).

Поскольку некоторые растворители, применяемые при раз-
делении гетероциклических азотсодержащих соединений на ад-
сорбентах, пропитанных нитратом серебра, смывают комплек-
сообразователь со слоя, Табак и Верзола [220] исследовали
возможность применения в качестве комплексообразователя
в ТСХ оксида серебра. Этот же подход был применен также
в хроматографии некоторых карбоновых кислот и аминов [221].
Оказалось, что пластинки с оксидом серебра весьма удобны,
поскольку их можно применять с более полярными раствори-
телями, чем пластинки, пропитанные нитратом серебра. Приго-
тавливают пластинки с оксидом серебра следующим образом.
Силикагель смешивают с 5%-ным раствором нитрата серебра
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Таблица 3 6

Значения Я/Х100, полученные методом ТСХ для различных фенолкарбоновых
кислот на кизельгеле G (необработанном и обработанном натриевыми

солями хелатообразующих анионов) [222] а

эр
ит

е-

03
о
та
о.

Я

d «

δ %

1

2

3

4

5

Слой обработан

Не обработан

Na2MoO4

Na2WO4

Бура

Не обработан

Na2MoO4

Na2WO4

Бура

Не обработан

Na2MoO4

Na2WO4

Бура

Не обработан

Na2MoO4

Na2WO4

Бура

Не обработан

Na2MoO4

Na2WO4

Бура

ва
ни

ли
но

ва
я

92

95

88

82

73

91

50

42

72

80

47

56

45

44

39

34

82
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38
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76

59

57

38

32 в
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31

31 В

04

02

38
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81
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89
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34
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68
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34
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65
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45
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02

02
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а С разрешения автора и издательства.
6 Разделение проводилось при использовании следующих систем раство-

рителей: 1) органический слой смеси н-бутанол—уксусная кислота—вода
( 4 : 1 : 5 ) ; 2) бензол—метанол—уксусная кислота ( 4 5 : 8 : 4 ) ; 3) бензол—дио-
ксан—уксусная кислота (90 :25 :1) ; 4) н-бутиловый эфир (насыщенный во-
дой)—уксусная кислота (10:1); 5) этилацетат—изопропанол—вода
(65:24:11).

в Продолговатое пятно.

5 Зак. № 255
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с таким расчетом, чтобы в конечной твердой фазе содержание
нитрата серебра составило 5%. К смеси постепенно при тща-
тельном перемешивании добавляют стехиометрическое количе-
ство 5 %-ного раствора гидроксида натрия. После нанесения ад-
сорбента пластинки сушат 45 мин при 105—110°С.

В качестве комплексообразователей испытаны и другие сое-
динения. Холмекоски [222, 223] изучил влияние ряда комплек-
сообразователей на разделение фенолкарбоновых кислот и про-
изводных адреналина (табл. 3.6 и 3.7). В табл. 3.8 показаны

Таблица 37

Значения Я/Х100, полученные методом ТСХ для различных производных
адреналина на кизельгеле G, забуференном до ρ Η 4, и на кизельгеле G

с добавкой натриевых солей различных хелатообразующих анионов [223] а
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53

17

12

28

54

25

29

46

37

19

21

23

56

24

31

42

а С разрешения автора и издательства.
6 Для проявления хроматограмм использовались органические слои сле-

дующих смесей растворителей: 1) н-бутанол, насыщенный водным раствором
диоксида серы (H2SO3); 2) н-бутанол—уксусная кислота—H2SO3 ( 4 : 1 : 5 ) ;
3) н-амиловый спирт—уксусная кислота—этанол—H2SO3 ( 4 : 1 : 1 : 5 ) .
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Таблица 3 8

Некоторые комплексообразователи, используемые
для пропитки тонких слоев адсорбентов

Комплексообразователь

Свинца нитрат

основной ацетат

Марганца ацетат

формиат

Mn-Na23flTA-2H2O

Таллия(I) нитрат

Кадмия сульфат

ацетат
фосфат

Цинка хлорид
нитрат

Железа (III) хлорид

Меди сульфат

CuCO3-Cu(OH)2

Молибденовая кислота

Вольфрамовая кислота

Борная кислота

Щавелевая кислота

Адсорбент

Силикагель

„

„

»

Силикагель сила-
низованный

Силикагель

„

Целлюлоза

Силикагель

Оксид алюминия

Силикагель

»

»

Разделяемые соединения

Полиолы

Сахара, антоцианы,
антоцианидины

Ароматические амины,
фосфолипиды

Ароматические амины

То же

Монотерпеновые углево-
дороды

Ароматические амины

То же

Хлорированные анилины
То же

Стероиды
Производные оксина

Гексозамины

Аминокислоты

Углеводы

Олигосахариды

Липиды

У1 леводы

Тритерпеноиды
Полиокси кислоты

Азулены
Инсектициды
Неионные детергенты

Лите-
ратура

224

225

226

227,
228

226

226

229

230,
231
231

231

to
 t

o
 t

o
to

 t
o

 t
o

232
233

234

235

236,
237

237
237

238—
240
241,
242
236,
237,
243,
244—
247
248
249

250
251
252

5*
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Комплексообразователь

Пикриновая кислота

Натрия молибдат

Натрия вольфрамат

Натрия тетраборат

ЭДТА

Натрия арсенит

Мочевина

Пикриламид

2,4,6-Тринитроанизол

л«-Динитробензол

2,4,6-Тринитротолуол

Тринитробензол

2,4,7-Тринитро-
флуорен-9-он

Пиромеллитовый диан-
гидрид

Адсорбент

Силикагель

»»

»»

,,

»>

1>

„

Оксид алюминия

Силикагель
Кремневая кисло-

та+силикат
магния

Силикагель

„

I»

Продолжение

Разделяемые соединения

Свободные жирные
кислоты

Полициклические угле-
водороды

Фенолкарбоновые ки-
слоты

Производные адрена-
лина

Флавоноловые глико-
зиды

Фенолкарбоновые ки-
слоты

Производные адрена-
лина

Флавоноловые глико-
зиды

Нуклеотиды

Липиды

Углеводы

Антибиотики

Производные 8-оксихи-
нолина

Полиспирты

Углеводородный воск
Пластификаторы

Амины

Ϊ ,

1 1

Полициклические угле-
водороды

То же

„

табл. 3.8

Лите-
ратура

253

254,
255
222

223

256

222

223

256

257,
258
2 5 9 -
264
236,
237,
265

266,
967
лЛЛ
2 6 8

2 6 9 —

9 7 1

2 4 9

2 7 2

2 7 3

2 7 4

2 7 4

2 7 4

2 7 5

2 7 5

2 7 6 ,

2 7 7

2 5 5 ,

2 7 6

2 7 8 ,

2 7 9
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Продолжение табл. 3 8

Комплексообразователь

Хлоранил

Тетраметилмочевая ки-
слота

Кофеин

Бензохинон

Дигитонин

о-Толуидин

Диметиланилин

ж-Хлоранилин

2,4,6,2',4',6'-Гексанитро-
дифенилсульфид

2,4,2',4'-Тетранитродифе-
нилсульфид

NiSO4 или СаС12

Диэтил- или дипропил-
амин

Стрихнин

Цинхонин

Адсорбент

Силикагель

»

it

Кремневая кисло-
та+силикат Mg

То же

1»

Силикагель

Оксид алюминия

То же

Оксид алюминия

Силикагель

Кремневая кисло-
та+кизельгур

То же

Разделяемые соединения

Полициклические угле-
водороды

То же

If
Стероиды

Ароматические нитро-
соединения

То же

»»
Соединения с сопряжен-

ными двойными свя-
зями

То же

«t

Алифатические и гете-
роциклические спирты

Каннабиноиды

Алкилгаллаты
„

Лите-
ратура

279

279

255,
279

280

281

282

282

282

283

283

283

284

285

286
286

286

некоторые примеры применения других комплексообразователей
и перечислены типы соединений, для которых они применяются.

Водные суспензии оксида алюминия с алебастром
в качестве связующего

Для приготовления суспензий оксида алюминия из готовых
адсорбентов, специально предназначенных для ТСХ, фирмы-из-
готовители рекомендуют следующие пропорции. Суспензии ок-
сида алюминия можно готовить таким же образом, как и сус-
пензии силикагеля. Их можно растирать в ступке или смеши-
вать в колбе при энергичном встряхивании.

Чтобы получить слои толщиной в 1 мм, предназначенные
для препаративной хроматографии, Корзун и сотр. [18] гото-
вили суспензию из ПО мл воды и 120 г оксида алюминия
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марки G. Хонегер [199] получал слои толщиной от 2 до 5 мм
для препаративных целей с применением суспензии, содержа-
щей тот же адсорбент и воду в соотношении 1 :0,9.

Флуоресцирующий слой оксида алюминия можно получить
по методике, разработанной Брокменом и Вольперсом [287, 288]
для колоночной хроматографии. Эти авторы адсорбировали на
оксиде алюминия морин (пентаметоксифлавон) из расчета
300 мг морина на 500 г адсорбента. Черни и сотр. [289] при-
менили этот флуоресцирующий агент для пропитки адсорбента
для ТСХ. Метьюз и сотр. [290] использовали в качестве флуо-
ресцирующего агента зеленый фосфор G. S. 15 фирмы U. S. Ra-
dium. На 30 г оксида алюминия марки G наносили 100 мг фос-
фора. Предварительно фосфор и адсорбент промывали кипящим
метанолом порциями по 375 мл с тем, чтобы удалить мешаю-
щие примеси. Перед приготовлением суспензии смесь высуши-
вали.

Водные суспензии оксида алюминия с крахмалом
в качестве связующего

Крахмал использовался в качестве связующего для оксида
алюминия очень редко. Первая такая работа опубликована
Мейнхардом и Холлом [1]. Позднее Кирхнер и сотр. [2] испы-
тали пригодность этого адсорбента для разделения терпенов.
Петшик и Стегер [291] готовили суспензии, растирая в ступке
смесь 28,5 г оксида алюминия и 1,5 г пшеничного крахмала
с дистиллированной водой. Отличительная особенность мето-
дики, описанной этими авторами, состоит в том, что для жела-
тинизации крахмала они не нагревали смесь перед нанесением
ее на подложку, а сначала получали тонкий слой и затем су-
шили пластинку в печи при 120°С. Попытки желатинизировать
крахмал таким способом, проведенные в лаборатории автора,
не дали положительных результатов — слой адсорбента оста-
вался мягким.

Водные суспензии оксида алюминия без связующего

Согласно данным фирмы CAMAG, тонкодисперсный оксид
алюминия (марки FDO), не содержащий связующего, можно
хранить лишь ограниченное время. Через 6—9 месяцев хране-
ния способность порошка прилипать к стеклянной пластинке
уменьшается.

Для приготовления суспензии оксида алюминия (кислого,
щелочного или нейтрального) фирма Woelm рекомендует брать
35 г оксида на 40 мл воды и наносить суспензию на пластинку
с помощью пульверизатора. Если же слой наносится без пуль-
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веризатора, рекомендуется брать 6 г адсорбента на 15 мл смеси
этанол—вода (9:1) .

Водные суспензии модифицированного оксида
алюминия

Кислый оксид алюминия. Для приготовления суспензии кис-
лого оксида алюминия вполне пригоден продажный кислый ад-
сорбент (приготовление суспензии описано выше), а также
оксид алюминия марки G или другой подходящий адсорбент.
Адсорбент диспергируют в 0,2 н. растворе соляной кислоты
в соотношении 1 г оксида алюминия на 2 мл кислоты [292].
Васюкова и сотр. [293] готовили суспензию оксида алюминия
с активностью IV по Брокману, подкисляя суспензию оксида
алюминия с активностью I или II до рН 4 соляной кислотой.

Основной оксид алюминия. Оксид алюминия обычно имеет
щелочную реакцию, что обусловлено самой методикой его по-
лучения. Об этом следует помнить, особенно если щелочная
реакция адсорбента нежелательна. У оксида алюминия фирмы
CAMAG для ТСХ рН примерно равен 9. Приготовить суспен-
зию можно, смешав 20 г адсорбента с 50 мл дистиллированной
воды. Основной оксид алюминия для ТСХ, выпускаемый фир-
мой Woelm, не содержит связующего, и суспензии этого адсор-
бента можно готовить по .описанной выше методике.

Грёгер и Эрге [294] готовили основные суспензии, смеши-
вая 18 г кислого оксида алюминия с 2 г алебастра и 40 мл
1 %-ного раствора гидроксида калия.

Оксид алюминия, пропитанный комплексообразователями.
О применении комплексообразователей в сочетании с оксидом
алюминия сведений пока довольно мало. В работе Морриса
[249] упоминается о применении оксида алюминия марки G,
пропитанного боратом натрия. Разделение на этом адсорбенте
проходило так же, как на силикагеле G, пропитанном тем же
реактивом. Суспензию готовили стандартным методом, т. е.
воду заменяли на водный раствор комплексообразователя. Зин-
кель и Роув [295] описали приготовление суспензии оксида
алюминия с добавкой нитрата серебра. Они растворяли 12 г
нитрата серебра в 20 мл воды, добавляли 40 мл метанола и
30 г оксида алюминия и тщательно перемешивали смесь, энер-
гично ее встряхивая. Урбах [296] получал аналогичную сус-
пензию, диспергируя 30 г оксида алюминия марки G в растворе
7,5 г нитрата серебра в 50 мл воды.

Суспензии силикагеля в органических растворителях. Хотя
в большинстве работ для нанесения тонкого слоя адсорбента
на подложку используются водные суспензии, некоторые ав-
торы применяли суспензии на основе органических раствори-
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телей. Так, Мюллер и Хонерлейген [297] диспергировали 16 г
силикагеля G в 30 мл ацетона. Приготовленные из такой сус-
пензии слои были более ровными, а пятна более четкими. Про-
хазка [298] располагает данными о том, что Йошка с помощью
пневматического распылителя наносил на стеклянные пла-
стинки суспензию, содержащую 25 г смеси силикагеля с суль-
фатом кальция в 90 мл 60%-ного ацетона. Дункан [299] поль-
зовался суспензией, содержащей 1 часть силикагеля G в 2 ча-
стях смеси метанол—вода (1 :1) . Синклер и Лерфельд [300]
готовили суспензию адсорбента на основе 10—50 %-ного (по
объему) этанола, чтобы устранить плохое смачивание стекла,
загрязненного силиконовой смазкой. Хёрхеммер и сотр. [301]
готовили пластинки для ТСХ, непосредственно наливая на
стеклянные подложки суспензию, содержащую одну весовую
часть силикагеля фирмы Woelm на три объемные части этил-
ацетата или ацетона. Согласно данным авторов [301], при при-
менении хлороформа, бензола, петролейного эфира, метанола
или изопропанола получались плохие результаты либо из-за ма-
лой летучести этих растворителей, либо вследствие образования
рыхлых слоев. (Силикагель фирмы Woelm не содержит связую-
щего.) Сильно разбавленные суспензии на основе органических
растворителей образуют у края пластинок зону, свободную от
адсорбента. Бхандари и сотр. [302] (фирма Woelm) рекомен-
дуют брать 6 г силикагеля этой фирмы на 15 мл смеси эта-
нол—вода (9: 1).

Для приготовления слоев, получаемых погружением пред-
метных или проекционных стекол в суспензию, Пейфер [4]
рекомендует диспергировать 35 г силикагеля G в 100 мл хло-
роформа или смеси хлороформ—метанол (2:1) . Для введения
непосредственно в суспензию концентрированной серной кис-
лоты этот автор смешивал 45 г кремневой кислоты (100 меш)
с 5 г алебастра и диспергировал смесь в 102,5 мл раствора,
содержащего хлороформ, метанол и концентрированную серную
кислоту (70 : 30 : 2,5). Чтобы алебастр затвердел, пластинки
обрабатывали водяным паром. Для покрытия слоем адсорбента
стенок пробирок Ли и Ник [61] брали суспензию, содержащую
1 г кремневой кислоты на 2,5 мл хлороформа.

Суспензии оксида алюминия на основе органических раство-
рителей. Пейфер [4] готовил суспензии оксида алюминия, рас-
тирая в ступке смесь 45 г порошка активного оксида алюми-
ния и 15 г алебастра с небольшим количеством смеси хлоро-
форм— метанол (70:30). После тщательного перемешивания
объем смеси доводили растворителем до 100 мл. Пластинки
окунали в суспензию и после испарения растворителя обраба-
тывали водяным паром, чтобы обеспечить затвердевание але-
бастра.
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Суспензии различных неорганических адсорбентов

Сульфат кальция. Мейтис и сотр. [150] диспергировали 20 г
сульфата кальция без связующего в 100 мл воды, энергично
встряхивая смесь. Полученную суспензию наливали на пла-

.станки. Сульфат кальция готовили осаждением, добавляя
к хлориду кальция серную кислоту. Осадок тщательно промы-
вали, сушили 48 ч при 115—120°С, после чего измельчали
в тонкий порошок. Авторы использовали этот адсорбент для
разделения кортикоидов.

Оксид и гидроксид магния. Шварц и сотр. [303] и Шварц и
Перке [304] готовили суспензию путем диспергирования 15 г
частично дезактивированного оксида магния и 6 г целита 545
в 50 мл 95 %-ного этанола. Компоненты смеси помещали
в колбу Эрленмейера объемом 125 мл с притертой стеклянной
пробкой и энергично встряхивали 5 мин. Оксид магния (сисорб
43 фирмы Fisher) нагревали 16 ч при 525°С в муфельной печи.
На пластинках с этим адсорбентом проводили разделение
2,4-динитрофенилгидразонов карбонильных соединений.

Николайдис [305] испытал оксид магния нескольких марок
и нашел, что удовлетворительные тонкослойные пластинки дает
адсорбент МХ-66 марки «каталитический» фирмы Matheson,
Coleman and Bell (200 меш). Он диспергировал 20 г этого ад-
сорбента или смеси адсорбента со связующим (CaSO.*) в соот-
ношении 9: 1 в 40 мл воды. Полученные из такой суспензии
слои сушили на воздухе, после чего активировали в течение
2 ч при 180°С. Связующее предотвращало отслаивание адсор-
бента при дальнейшей работе с пластинками. Снайдер [306]
исследовал хроматографическое поведение оксида магния, де-
зактивированного водой. Он указывает, что основное различие
между оксидами магния и алюминия состоит в том, что на
оксиде магния сильнее адсорбируются соединения, содержащие
двойную связь углерод—углерод. Оксид магния адсорбирует
олефины и ароматические соединения сильнее, чем другие ад-
сорбенты.

Кифер [307], Кифер и Джонсон [308] предложили в каче-
стве адсорбента для ТСХ гидроксид магния. Они диспергиро-
вали 100 г гидроксида магния (фирмы Fisher) в 150 мл воды.
Этот адсорбент, по-видимому, характеризуется большой сорб-
ционной емкостью.

Силикаты кальция, магния и алюминия. Тоур [309, 310]
описал разделение Сахаров и фенилозазонов на силикате каль-
ция. Для приготовления пластинок он готовил суспензию си-
лена EF (гидратированный силикат кальция фирмы Pittsburgh
Plate Glass) или смеси силена EF с промытым кислотой
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целитом 535. Смесь 11 г силена EF, 3 г целита 535 и 700 мг аце-
тата натрия диспергировали в воде, количество которой в ра-
ботах точно не указано. Уолфром и сотр. [141] готовили
суспензию силиката магния, диспергируя в 55 мл воды 20 г
специально приготовленного магнезола (см. разд. 2), содержа-
щего 13 % алебастра. На этом адсорбенте разделяли ацетиль-
ные и метальные производные Сахаров.

Для получения неводной суспензии Пейфер [4] растирал
в ступке смесь 45 г флорисила (флоридина) (60—100 меш) и
10 г алебастра с 1 мл ледяной уксусной кислоты и небольшим
количеством смеси хлороформ—метанол (70:30). Далее сум-
марное содержание растворителя в суспензии доводили до
101 мл. Пластинки окунали в суспензию и обрабатывали во-
дяным паром. Хикок и Мейхон [10] готовили суспензию 10 г
силиката алюминия (с добавкой 3 °/о алебастра) в 20 мл воды.
На этом адсорбенте проводили хроматографическое разделе-
ние оксискатолов.

Диатомитовая земля. Фирма Merk, производящая кизельгур
G, рекомендует брать 30 г адсорбента на 60 мл воды. В диа-
томит этой марки в качестве связующего вводят алебастр.
Ведтке и Гаевска [311] использовали целит 545 (фирма Johns
Manville). Диатомит и алебастр просеивали через сито DIN-1171
(размер отверстия 0,07 мм) и диспергировали смесь 7 г целита
и 0,4 г алебастра в 40 мл воды. Ввиду малой адсорбционной
способности диатомитовой земли ее чаще применяют в каче-
стве твердого носителя в распределительной хроматографии.
Так, Кнаппе и Петери [312] готовили кизельгур, пропитанный
жидкой фазой, непосредственно вводя последнюю в суспензию.
Они получали слои из смеси, содержащей 30 г кизельгура G,
0,3 г диэтилдитиокарбамината натрия, 50 мл воды и 10 г поли-
этиленгликоля Μ 4000. Для получения слоев забуференного ди-
атомита 30 г диатомитовой земли диспергировали в 60 мл
соответствующего буферного раствора. Прей и сотр. [313] ди-
спергировали смесь силикагеля с кизельгуром (1:4) в буфер-
ном растворе, содержащем 0,02 моль/л ацетата натрия. На та-
ком смешанном адсорбенте углеводы разделялись лучше, чем
на забуференном кизельгуре. Бейдингс и Уоссинк [314] гото-
вили пластинки с кизельгуром G в 58 мл воды, содержащих
7,5 г нитрата серебра. На этих пластинках разделялись на
классы 2,4-динитрофенилгидразоны алифатических альдегидов
и кетонов.

Фосфат кальция (оксиапатит). Хофман [11, 138, 139, 315]
ввел в употребление оксиапатит в качестве адсорбента для раз-
деления липидов и белков. Связующими при этом служили
алебастр и цитель-61 (растворимый найлон фирмы Du Pont).
Найлон (40 мг) растворяли в 60 мл 70%-ного этанола при
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нагревании и перемешивании. После охлаждения раствора до-
бавляли 15 г оксиапатита и тщательно перемешивали до полу-
чения однородной суспензии. Поскольку введение алебастра
в качестве связующего улучшает разделение, 15 г оксиапатита
смешивали с 1,2 г алебастра и диспергировали в 60 мл воды,
энергично встряхивая смесь в закрытой склянке. Гомогениза-
цию можно осуществить также с помощью электрической ме-
шалки с большим числом оборотов. По-видимому, наилучшее
разделение достигается при добавлении 7 % алебастра. Однако
липиды на оксиалатите разделяются хуже, чем на силикагеле.
Оксиапатит, пропитанный нитратом серебра, можно пригото-
вить, диспергируя его не в воде, а в 40 %-ном растворе нитрата
серебра [239].

Карбонат цинка. Бейдингс [316] и Бейдингс и Уоссинк [314]
использовали пластинки с основным карбонатом цинка с до-
бавкой 5 % крахмала в качестве связующего для разделения
2,4-динитрофенилгидразонов. Суспензию приготавливали из
19 г основного карбоната цинка и 0,5 г крахмала в 50 мл
воды. Для желатинизации крахмала смесь осторожно нагре-
вали на водяной бане.

Эйзенберг и сотр. [317] диспергировали 25 г карбоната
цинка с добавкой 5 % растворимого крахмала в 70 мл воды.
Эти авторы приготовили также элюотропные ряды раствори-
телей для карбоната цинка.

Углерод. Бродески [318] диспергировал 30 г препарата
нучар-С-190-N (карбонизованная сажа растительного происхож-
дения, выпускаемая фирмой West Virginia Pulp and Paper Co.)
и 1,5 г алебастра в 220 мл дистиллированной воды или в ди-
стиллированной воде, рН которой был доведен до 2 серной
кислотой (если нужно было получить слой подкисленной сажи).
Подкисленную суспензию сажи необходимо выдерживать не
менее 16 ч и только после этого можно наносить ее на пла-
стинки. Кирхнер и Фленеган [179] выбрали в качестве связую-
щего крахмал. Применявшаяся ими суспензия содержала 19 г
активного угля нучар C-N и 2 г крахмала клинко-15 (фирма
Clinton) в 38 мл воды. Прежде чем вводить уголь в суспензию,
его рекомендуется промыть ацетоном, чтобы удалить адсорби-
рованные примеси. Хессе и Александер [319] готовили тонко-
слойные пластинки, нанося суспензию графита. Прохазка [320]
диспергировал 20 г активного угля с добавкой 2 г полиэтилена
в качестве связующего в метиленхлориде (100—150 мл).

Стеклянный порошок. В 1962 г. Рахандраха [321] описал
тонкослойную хроматографию на стеклянных порошках. В ра-
боте [322] приведены методы обработки стеклянных порошков
и приготовления из них тонких слоев без применения связую-
щего. Стеклянный порошок (1 кг), просеянный через сито
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с размером отверстий 0,05 мм, диспергируют в 2 л дистиллиро-
ванной воды и оставляют в этой воде на час. После этого сли-
вают воду, промывают порошок 2 л 5 %-ной уксусной кислоты,
оставляют еще на час, снова сливают жидкость, вновь промы-
вают таким же объемом воды, сливают воду и сушат порошок
при 140°С. Для нанесения порошка на пластинки можно при-
готовить густую суспензию на основе воды или смеси вода—
пропанол (4:1) . Бруд [323] описал применение в ТСХ по-
рошка иенского стекла.

Крамер и сотр. [324] использовали порошкообразное пори-
стое стекло, удельная поверхность у которого больше, чем
у порошка обычного стекла. Получали такой адсорбент сле-
дующим образом. Размалывали пластинки пористого стекла
№ 7930 фирмы Corning Glass до зерен размером 200—250 меш
и добавляли к нему 13 % алебастра, выполнявшего роль свя-
зующего. Готовые пластинки сушили 3 ч при 130°С. На этих
пластинках проводили разделение восков. В трех приведенных
примерах на пористом стекле разделение было лучше, чем на
силикагеле G или оксиде алюминия: пятна были более четкими,
и в некоторых случаях на хроматограмме появлялись допол-
нительные пятна. Уолф и сотр. [325] добавляли к стеклянному
порошку 5 % гипса в качестве связующего и активировали
пластинки при 200°С. Согласно данным [325], разделение за-
висит от температуры активации. Марино [326] опубликовал
обзор по применению пористого стекла в тонкослойной и коло-
ночной хроматографиях и сравнил имеющиеся результаты
с результатами разделения на силикагеле. В большинстве слу-
чаев силикагель позволяет получить лучшее разделение.

Суспензии органических полимеров

Полиамиды. Фирмы, производящие полиамид для ТСХ, ре-
комендуют для приготовления суспензии брать 5 г порошка
полиамида на 45 мл этанола или метанола. Эти порошки,
разумеется, не содержат никакого связующего. Если слой на-
носят не с помощью пульверизатора, а просто наливают сус-
пензию на пластинку, то в этом случае фирма Woelm рекомен-
дует пользоваться суспензией, содержащей 1 г полиамида
в 13,5 г этанола. Первыми полиамидный порошок в ТСХ при-
менили Уонг [327], Эггер [328] и Давидек и сотр. [329, 330].
Последние авторы проводили хроматографирование на неза-
крепленных слоях по Мотье и Поттерату [331]. Уонг и сотр.
[332] применили модифицированный метод нанесения слоя.
Они растворяли 20 г полиамидной смолы в 100 мл 75 %-ной
муравьиной кислоты и каждые 15 мл полученного вязкого рас-
твора распределяли ровным слоем на поверхности четырех сте-
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клянных пластинок размером 15X15 см. Пластинки выдержи-
вали в насыщенной водяными парами атмосфере в течение двух
дней при температуре 25±2°С, после чего нагревали 15 мин
при 100°С, чтобы удалить следы муравьиной кислоты. При при-
готовлении пластинок с полиамидным слоем в качестве раство-
рителя пригодны также пропилен- или этиленгликоль [333].
В этом случае найлон растворяют при температуре выше 100°С
и приготавливают 10%-ный (по массе) раствор, в который за-
тем погружают стеклянные пластинки. Юрион и сотр. [334,
335] добавляли к полиамиду крахмал в качестве связующего.
Они нагревали 1,5 г рисового крахмала в 54 мл воды в тече-
ние 2—3 мин, добавляли еще 30 мл воды, нагревали до 80°С,
охлаждали до 50—60°С, добавляли 9,5 мл полиамида, гомоге-
низовали смесь 30 с и затем наливали ее в пульверизатор. Для
получения ровного твердого слоя Нордби и сотр. [336] добав-
ляли к смеси силикагель. Они готовили смесь, содержащую
0,8 г рисового крахмала, 0,4 г силикагеля (очень тонкий поро-
шок № 1 фирмы Fisher) и 9 мл воды, и нагревали ее 40 мин на
паровой бане, периодически перемешивая. Стакан накрывали
стеклом и добавляли еще 1—2 мл воды, чтобы предотвратить
образование корки на стенках. Далее содержимое стакана смы-
вали 3 мл воды в сосуд, содержащий раствор 5,5 г полиамид-
ного порошка фирмы Woelm в 35—40 мл метанола. Перемеши-
вание в течение 3 мин в смесителе фирмы Waring позволяет
получить слои с наиболее ровной поверхностью. Приготовлен-
ные таким образом пластинки сушили 2 ч при комнатной тем-
пературе. Уогнер и сотр. [337] использовали в качестве свя-
зующего целлюлозу. Они перемешивали в смесителе 12 г поли-
амида и 2,4 г целлюлозы с 40 мл метанола.

Рёслер и сотр. [338] описали методику приготовления стан-
дартизованного мелкозернистого полиамида путем контролиру-
емого гидролиза полиамидных таблеток или порошков. Полу-
ченную этим методом суспензию можно предохранить от плес-
невения, если добавить к ней несколько миллилитров
хлороформа или хранить ее в высушенном виде.

Поливинилпирролидон. Нерастворимый поливинилпирроли-
дон (ПВП) также образует водородные связи с карбоксиль-
ными и фенольными гидроксильными группами и, следова-
тельно, может оказаться очень полезным адсорбентом. Куормби
[339] готовил суспензию, встряхивая 15 г ПВП (100—300 меш)
с 80 мл воды. Чтобы избежать осаждения, суспензию наносили
на пластинки сразу же после введения ее в аппликатор, позво-
ляющий наносить слой толщиной 500 мкм. Морено Дальмау
и сотр. [340] измельчали и просеивали поликлар AT (фирма
General Anilin and Film) с тем, чтобы получить порошок с ча-
стицами менее 40 мкм. Для приготовления суспензии брали
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8 г порошка на 49 мл изопропанола. Позднее те же авторы
[341] использовали суспензию, содержащую 6 г порошка с ча-
стицами размером 37—53 мкм в 37,5 мл безводного изопропа-
нола. Лумис и Беттейл [341а], чтобы очистить ПВП (поликлар
AT), кипятили его 10 мин в 10%-ной соляной кислоте, после
чего промывали перегнанной в стеклянном дистилляторе водой
и ацетоном.

Во всех случаях не содержащие связующего пластинки су-
шили в течение ночи при комнатной температуре.

Клиффорд [342] добавлял к 12 г готового ПВП с размером
зерен менее 100 меш 2,4 г алебастра в качестве связующего.
Порошки смешивали сухими и затем диспергировали в 96 мл
воды. Слои, полученные из этой суспензии, сушили 15 мин при
комнатной температуре и 30 мин при 105°С.

Другие органические полимеры. Поропак — фирменное на-
звание группы полимеров, выпускаемых фирмой Waters Asso-
ciates для газовой хроматографии. Янак и сотр. [343—345]
испытали пригодность некоторых поропаков для ТСХ. Слой
поропака Q (100—120 меш), полимера этилвинилбензола
с дивинилбензольными поперечными сшивками, наносили на
стеклянные подложки холодным прессованием [344]. Испытаны
также порапаки N и Р. Поропак Τ (этилвинилдивинилбензол,
модифицированный полярными мономерами) наносили на пла-
стинки в виде суспензии в пропаноле (2:5 по массе) [345].

Певикон С-870 (сополимер поливинилхлорида с поливинил-
ацетатом, поставляемый фирмой Mercer Chemical Corp.) ис-
пользовался для электрофореза, поскольку этот сополимер
почти не проявляет электроосмотических эффектов и не взаи-
модействует с белками. Для приготовления суспензии 50 г
этого материала диспергируют в 100 мл буферного раствора,
приготовленного из 0,0365 Μ раствора грыс-(оксиметил)амино-
метана, 0,0365 Μ раствора малеинового ангидрида и 0,05 Μ
раствора гидроксида натрия. Получив гомогенную суспензию,
ей дают постоять 4 мин, а затем отбирают сверху 50 мл жид-
кости. Полученную густую суспензию наливают на стеклянные
пластинки размером 11X20 см.

Рааен [347, 348] проводил разделение методом ТСХ на
политетрафторэтилене (флуороглайд 200 марки TWO 218
фирмы Chemplast). Суспензии можно готовить в различных
органических растворителях, соотношение твердой фазы и рас-
творителя равно 1:3 (масса/объем). Можно приготовить также
и водную суспензию, если ввести в нее для улучшения смачи-
вания фторорганический поверхностно-активный препарат
FX-173 (фирма ЗМ Company, филиал в Атланте, Industrial
Chemicals Division). В работе [349] описано приготовление
пластинок со смешанными полимерными адсорбентами. Для
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их получения готовили суспензию, содержащую 20 г порошко-
образного эйвамида-6 (микрокристаллический найлон, изгото-
витель-Chemical Research and Development Center, FMC
Coip.) и 5 г флуороглайда в 75 мл м-пропанола.

В качестве адсорбента в ТСХ был испытан и поливинилаце-
тат [350]. Различные количества (от 0,5 до 4 г) поливинилаце-
тата растворяли в смеси 25 мл метанола и 15 мл этилацетата,
доводили объем раствора метанолом до 60 мл и диспергиро-
вали в растворе 25 г кизельгура G. После нанесения получен-
ной суспензии на пластинки слой сушили 3 ч при комнатной
температуре (все оборудование, находившееся в контаке с сус-
пензией, необходимо сразу же протирать метанолом).

Хессе и сотр. [351] сравнили адсорбционные свойства поли-
акрилонитрила, полиакриламида, N-ацетилполиакриламида и
полиамида и нашли, что все эти полимеры пригодны для раз-
деления водорастворимых соединений, поскольку они способны
образовывать водородные связи.

Элтон и сотр. [352] синтезировали и испытали ряд сшитых
поли(акрилоилморфолинов) в качестве носителей для гель-си-
товой хроматографии.

Смесь полиакрилонитрил—перлон. Бёркофер и сотр. [192]
проводили разделение антоцианов на тонкослойных пластин-
ках со смесью полиакрилонитрила и перлона (поликапролак-
тама). Они наносили на пластинки суспензию, содержащую
смесь этих полимеров (7:2) в 40 мл 0,05 Μ раствора первич-
ного фосфата кальция.

Мочевиноформальдегидные смолы. Эрдельт и Ланге [353]
использовали тонкослойные пластинки с мочевиноформальде-
гидной смолой. Для их приготовления 7 г смолы диспергиро-
вали в 15 мл смеси метанол—вода (1:6). Никакого связую-
щего в адсорбент не вводили. На этих пластинках проводили
разделение тиомочевины и ее производных.

Сефадекс. Детерман [354], Уиланд и Детерман [355] и
Иоханссон и Раймо [356] применили в ТСХ сшитый полисаха-
рид сефадекс. В том же году Доуз и Краузе [357] использо-
вали сефадекс в тонкослойном электрофорезе. Детерман про-
мывал сефадекс G-25 (200—400 меш, фирма Pharmacia) и дис-
пергировал 7 г его в воде до получения подвижной пасты.
Уиланд и Детерман [355] наносили на пластинки суспензию
DEAE—сефадекса А-25 (200—400 меш) марки «тонкий», кото-
рый последовательно обрабатывали 0,5 н. соляной кислотой,
водой, 0,5 н. раствором гидроксида натрия и снова водой.
Доводили рН суспензии до требуемой величины, добавляя кис-
лоту, входящую в состав буферного раствора. Иоханссон и
Раймо диспергировали 10 г сефадекса G-25 в 50 мл 0,1 н. рас-
твора хлорида натрия или в подходящем буферном растворе
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за час до нанесения суспензии на пластинки. При нанесении
сефадекса G-75 марки «тонкий» (или сефадекса G-75 с разме-
ром зерна 400 меш и менее) 5 г геля всыпали в 70 мл буфер-
ного раствора и периодически перемешивали в течение 5 ч.
Обычно буферным раствором служил 0,02 Μ раствор фосфата
натрия с добавкой 0,2 моль/л хлорида натрия (рН 7,0).Иоханс-
сон и Раймо [358] использовали сефадекс G-50 и G-75 для
разделения низкомолекулярных белков, а сефадексы G-100 и
G-200 для разделения высокомолекулярных белков. Эти ав-
торы приготавливали пластинки с сефадексом и проводили раз-
деление методом нисходящей хроматографии. На окончатель-
ном этапе подготовки сефадекса к разделению по поверхности
пластинки в течение не менее чем одного часа пропускали ток
буферного раствора.

Те же авторы [359] проводили на сефадексах G-100 и G-200
двумерное разделение соединений, входящих в состав сыво-
ротки крови человека. При этом в одном направлении прово-
дили разделение методом гель-фильтрации, а в перпендику-
лярном направлении — разделение методом электрофореза.
Моррис [360, 361] разделял на сефадексах G-100 и G-200
белки с молекулярной массой до 180 000. Он кондиционировал
сефадекс в течение 48 ч, а затем выдерживал пластинки в про-
явительной камере 18 ч для достижения равновесия. В 1962 г.
Доун и Краузе [357] применили сефадекс для тонкослойного
электрофореза белков. Сефадекс G-50 («тонкий») смешивали
с избытком буферного раствора (1:7,5) и выдерживали в нем
24 ч, после чего буферный раствор отфильтровывали и полу-
ченный гель, который был пластичным, но не жидким, пере-
носили на стеклянные пластинки, снабженные бортиками. Фей-
зелла и сотр. [362] описали разделение белков на сефадексах
G-25, G-100 и G-200. Сефадекс выдерживали при перемешивании
30 мин в подходящем буферном растворе, затем давали смеси
отстояться и сливали жидкость. Эту операцию повторяли пять-
шесть раз, с тем чтобы общее время контакта с буферным рас-
твором было не менее 48 ч для сефадекса G-25 и не менее
72 ч для сефадексов G-100 и G-200. Вендрили и сотр. [363]
увеличивали твердость слоев сефадекса для электрофореза,
добавляя к ним агарозу. Для этого 1,25 г агарозы растворяли
в 65 мл буферного раствора и осторожно добавляли 4 г сефа-
декса G-200, 5 г сефадекса G-100 или 6,5 г сефадекса G-75,
предварительно приведенных в равновесие с буферным рас-
твором.

Торотолани и Колоши [364] нашли, что на слоях, содержа-
щих смесь сефадекса и силикагеля или сефадекса и целлюлозы,
можно проводить разделение методом восходящей хроматогра-
фии. Суспензию готовили, смешивая 16 г тонкого сефадекса
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G-10 с 4 г силикагеля GF или микрокристаллической целлю-
лозой. Эти препараты тщательно промывали дистиллированной
водой, после чего приводили в равновесие с 45 мл фосфатного
буфера (0,05 М, рН 7,0). Суспензию наносили на пластинки
и оставляли их в горизонтальном положении в течение одного
часа, затем высушивали в токе горячего воздуха. Разделение
на таких пластинках проходило значительно быстрее, чем на
пластинках с необработанным сефадексом, хотя значения Rf
были сравнимыми.

Морган и сотр. [365] обратили внимание на то обстоятель-
ство, что сефадекс содержит цинк в количестве 2—6 мкг на
1 г сухого сефадекса.

Слегт и Сипмен [365а] использовали метилированный сефа-
декс, полученный путем обработки очень мелкодисперсного се-
фадекса диметилсульфатом в растворе гидроксида натрия.

Хашицума и Сасаки [366] разделяли нуклеотиды на диэтил-
аминоэтилированном сефадексе.

Методом ТСХ на сефадексе можно быстро определить при-
близительную молекулярную массу белков и пептидов [354,
360, 363]. Для этого достаточно построить кривую зависимости
величин их удерживания от молекулярной массы или, что
лучше, от логарифма молекулярной массы [367, 368]. Из
рис. 3.2 видно, что удерживание белка на сефадексе коррели-
руется со стоксовым радиусом молекулы [369, 370].

Полиэтилен. Менгольд [374] осуществил разделение жир-
ных кислот и их метиловых эфиров на пластинках со слоем
полиэтилена. Для приготовления таких пластинок готовили
суспензию 20 г госталена S (фирма Farbwerke Hoechst) (раз-
мер зерна 250 меш) в 50 мл смеси этанол (96 %) —вода (1 : 1).

Мочевина. Мочевину применяют в ТСХ в качестве адсор-
бента в тех случаях, когда нужно использовать для разделе-
ния явление образования -клатратов. Этот адсорбент требует
добавки связующего. Храдек и Менчик [375] готовили суспен-
зию, содержащую смесь мочевины с целитом (3: 1). Эту смесь
диспергировали в метаноле, насыщенном мочевиной, и нано-
сили на стеклянные пластинки со специальными бортиками,
чтобы удержать слой на стекле до полного высыхания. Авторы
работы [376] вводили в адсорбент в качестве связующего суль-
фат кальция. Для приготовления суспензии 25 г сульфата
кальция диспергировали в 60 мл раствора мочевины в мета-
ноле. Хорошие слои можно получить при содержании мочевины

от 20 до 40 %.
Сахара. Сахар можно использовать как адсорбент для раз-

деления пигментов. В работе [377] описано приготовление сус-
пензии сахарозы: 100 г кондитерской сахарозы, содержащей 3 %

6 Зак. № 255
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кукурузного крахмала, диспергировали в 130 мл ацетона
(марки ч. д. а.). Перемешивание осуществлялось электриче-
ской мешалкой с малым числом оборотов. Пластинки с нане-
сенным адсорбентом перед проведением разделения сушили
2 ч на воздухе. В качестве адсорбента использовался также
маннит [378]. Навеску маннита (65 г) диспергировали в 10 мл

2 4 6 5
Стоксовы радиусы, мм

Рис. 3 2 Стоксов радиус и хроматографическая подвижность белков на слое
сефадекса G-100 [372, 373] (Рисунок специально подготовлен П. Фазелла )

Подвижность выражается соотношением между смещением белка и смещением тирогло-
булина, который не проникает в гель. Стоксовы радиусы вычислены по литературным
данным [369, 371]. Приведенные данные заимствованы из работы Эндрьюса [367], а также
Фазелла, Гиартозио и Турано Важно отметить, что белки, подверженные обратимой
диссоциации, ведут себя на сефадексе аномально Эту аномальность поведения можно
использовать для получения информации о константе диссоциации
1 — тироглобулин; 2 — γ-глобулин; 3 — сывороточный альбумин, 4 — гемоглобин, 5 —
овальбумин, 6 — химотрипсиноген, 7 — миоглобин, 8 — а-лактальбумин, 9 — цитохром с.

ацетона в течение минуты, добавляли 1 мл 50%-ного раствора
крахмала и перемешивали еще 1 мин. После 20—30-минутной
сушки на воздухе пластинка была готова к употреблению.

Крахмал. Для нанесения на пластинку тонкого слоя крах-
мала готовили суспензию, содержащую 18 г рисового крахмала
и 2 г алебастра в 20 мл 96%-ного этанола, в которую затем
добавляли 40 мл дистиллированной воды [379]. Адсорбентом
может служить и кукурузный крахмал, однако его предвари-
тельно следует промыть несколько раз водой, содержащей не-
много хлороформа или четыреххлористого углерода [380]. Эти
два вида крахмала имеют разные адсорбционные характери-
стики.
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Суспензии ионитов. Куроива и Хашимото [89] приготовили
первыми хроматографические пластинки с ионитами, однако
использованный ими цеолит функционировал как адсорбент,
а не как ионообменник. Эти авторы диспергировали 150 г
цеолита фирмы Dow Chemical (90 меш) и 10 г крахмала
в 500 мл дистиллированной воды и нагревали смесь при 80—
85°С до желатинизации крахмала. Бергер и сотр. в работе
[381] сначала получили пластинки с тонкими слоями анионита
дауэкс-1 и катионита дауэкс-50, смешанных в соотношении 1 : 1
с целлюлозой MN300G, а позднее использовали суспензии, со-
держащие 5 г целлюлозы MN (фирмы Macherey, Nagel) и 30 г
дауэкса на 60 мл воды. Чтобы суспензия была однородной,
смесь приходилось растирать в ступке. Гринленд и сотр. [382]
обнаружили, что катионит дауэкс-50 и другие катиониты на
основе сополимеров стирола и дивинилбензолсульфокислот
содержат примесь, дающую цветную реакцию с нингидрином.
После промывки смолы гидроксидом аммония окраска исче-
зает, но вновь появляется, если дать смоле постоять в течение
ночи.

Лепри и сотр. [383] готовили хроматографические пла-
стинки с натриевой солью карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ) и
альгиновой кислотой в качестве ионообменников. В 40 мл
воды диспергировали 4,5 г натриевой соли КМЦ с обменной
емкостью 0,89 мэкв./г [383] или 6 г альгиновой кислоты
в смеси с 1,5 г целлюлозы [384]. Для той же цели пригодны
и многие другие смолы. Декер и Хёллер [385] описали фрак-
ционирование ионообменных смол по размерам частиц методом
седиментации.

Опубликован ряд статей по применению адсорбентов, про-
питанных жидкими ионообменниками. В качестве примеров
можно назвать работы Бринкмена и сотр. [386] и Грехема и
Карра [387].

Зейбин и Роллинс [388] проводили разделение на неоргани-
ческих ионообменниках — фосфате циркония и водном оксиде
циркония. Оба эти соединения — катиониты, однако последнее
в кислой среде проявляет также свойства анионита. Эти иониты
можно использовать без связующего, если слой не погружать
непосредственно в элюент. В противном случае необходимо до-
бавить 3 % крахмала. (Приготовление суспензий целлюлозных
ионообменников описано в разделе, посвященном модифициро-
ванным целлюлозам.)

Суспензии порошков целлюлозы. Для нанесения на пла-
стинки различных марок имеющихся в продаже целлюлозных
порошков, предназначенных для ТСХ, фирмы-изготовители ре-
комендуют различные составы суспензий. Так, фирма Serva
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рекомендует брать 10 г целлюлозного порошка на 60—80 мл
воды, фирма CAMAG — 10 г на 65 мл воды, фирма Whatman —
30 г на 75 мл воды. Суспензии можно готовить, встряхивая
смесь в закрытой склянке, однако 30-секундное механическое
перемешивание позволяет получить более однородную суспен-
зию. Рёссел [389] добавлял к целлюлозе крахмал в качестве
связующего. Он нагревал 0,3 г кукурузного крахмала в 90 мл
воды до желатинизации крахмала, после охлаждения добавлял
15 г целлюлозного порошка фирмы Schleicher and Schuell
(марка 140DG или 142DG) и тщательно перемешивал 30 с
с помощью механической мешалки. Сравнение пластинок
с целлюлозой упомянутой фирмы с приготовленными по тому
же способу пластинками, содержащими целлюлозу других
фирм, показало, что в первом случае для проявления хромато-
граммы достаточно 50 мин, тогда как в остальных случаях для
этого требуется от 2,5 до 6 ч. Кнаппе и сотр. [390] приготавли-
вали пластинки с целлюлозой, пропитанной жидкой фазой. Для
приготовления суспензии они брали 15 г целлюлозного порошка
марки MN300G, 6,2 г 80—82 %-ного раствора полиэфира ади-
пиновой кислоты и триэтиленгликоля (полиэфир IK.-123
фирмы Glasurit-Werk) в метилгликоле и 0,05 г натриевой соли
диэтилдитиомочевины на 35 мл воды и 35 мл спирта. Рендерат
[391] и Рендерат и Страк [392] готовили целлюлозные суспен-
зии, диспергируя 10 г целлюлозного порошка в 50—60 мл аце-
тона (связующее в смесь в этом случае не вводили). Пейфер
[4] наносил слой адсорбента на пластинки, окуная их в сус-
пензию адсорбента. Оч готовил для этой цели суспензию, рас-
тирая в ступке 35 г целлюлозы и 15 г алебастра с минималь-
ным количеством метанола. Швейгер [393] пользовался суспен-
зией порошка целлюлозы, предварительно обработанной 0,5%-
ным раствором этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА)
для удаления мешающих катионов. Хаммершмидт и Миллер
[155], чтобы удалить мешающие ионы, нагревали целлюлозу
2 ч с обратным холодильником при 50°С в 1,5 %-ном растворе
азотной кислоты, затем отфильтровывали адсорбент, тщательно
промывали водой и после этого использовали для приготовле-
ния суспензии. Мадаева и Ризкова [394] предварительно обра-
батывали целлюлозный порошок 2%-ной соляной кислотой.
Уолфром и сотр. [394а] получали восстановленную целлюлозу:
50 г целлюлозного порошка диспергировали в 1 л 0,1 н. вод-
ного раствора борогидрида натрия путем 10-часового механи-
ческого перемешивания при 25°С. После отстаивания жидкость
сливали и повторяли операцию со свежим раствором борогид-
рида. Полученный таким образом продукт тщательно промы-
вали и сушили над пятиокисью фосфора, после чего растирали
в ступке в тонкий порошок.
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Суспензии модифицированной целлюлозы

DEAE-целлюлоза. Суспензии диэтиламиноэтилцеллюлозы
(DEAE-целлюлозы) можно приготовить, диспергируя 10 г цел-
люлозного ионита в 60—80 мл воды путем энергичного встря-
.хивания в закрытой колбе Эрленмейера. Однако механическое
перемешивание дает более однородные суспензии. Коффей и
Ньюбург [395] готовили суспензии DEAE-целлюлозы с добав-
кой 5 % сульфата кальция в качестве связующего. Они смеши-
вали равные количества целлюлозы MN марок 300-DEAE и
300G/DEAE (последняя содержала 10% сульфата кальция).
При разделении некоторых продуктов разложения нуклеиновых
кислот на целлюлозе с добавкой сульфата кальция были по-
лучены лучшие результаты, чем на чистой целлюлозе без свя-
зующего. Бёрниг и Рейнике [396] обнаружили, что DEAE-цел-
люлоза содержит примеси, поглощающие в той же УФ-обла-
сти, что и нуклеотиды. Поэтому эти авторы очищали целлю-
лозу от примесей, взбалтывая 10 г ее в течение 30 мин в 250 мл
1 н. соляной кислоты. Суспензию отфильтровывали на стеклян-
ном фильтре. Такую обработку проводили четыре раза, после
чего промывали целлюлозу водой до нейтральной реакции
фильтрата.

ECTEOLA-целлюлоза. Этот материал представляет собой
слабый анионообменник, образующийся в результате сшивки
целлюлозы триэтаноламином в присутствии эпихлоргидрина.
Рендерат [184, 397] использовал этот препарат для разделения
нуклеотидов. Для приготовления суспензии этот автор брал
10 г порошка препарата на 60—70 мл дистиллированной воды.

PEI-целлюлоза. Рендерат [398] предложил для разделения
нуклеотидов PEI-целлюлозу (полиэтилениминцеллюлозу). Этот
анионит выпускают фирмы Serva и Macherey, Nagel. Веймен и
Рендерат [399] описали следующую методику приготовления
суспензии PEI-целлюлозы из порошка целлюлозы. К 6 мл воды
добавляют 3 г 50 %-ного раствора полиэтиленимина (фирма
Badische Aniline und Sodafabrik), нейтрализуют раствор кон-
центрированной соляной кислотой, разбавляют его до 15 мл
и подвергают диализу в диализной трубке фирмы Visking
(10,9 см) в 1 л дистиллированной воды. Диализную воду ме-
няют через 4 и 8 ч. По истечении 20 ч диализа раствор разбав-
ляют до 150 мл, отбирают 90 мл раствора и диспергируют
в нем 15 г порошка целлюлозы. Пластинки с таким адсорбен-
том сушат, элюируют примеси дистиллированной водой и
снова сушат. Подвергать раствор полиэтиленимина диализу не
обязательно, вместо этого можно элюировать готовые пла-
стинки на 5 см 10%-ным раствором хлорида натрия и, не
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высушивая, довести элюирование дистиллированной водой до
верхнего края пластинки. После такой обработки пластинку
следует высушить в токе холодного воздуха и еще раз провести
элюирование водой [399а].

Ацетилированная целлюлоза. Суспензию этого материала
готовят, диспергируя 10 г его в 55 мл 95%-ного спирта, пред-
почтительно при механическом перемешивании.

Поступающая в продажу ацетилцеллюлоза ацетилирована
не полностью. Чтобы получить триацетат целлюлозы, Хессе и
Хейгель [400] диспергировали 200 г порошка целлюлозы
фирмы Schleicher and Schuell (марки 123 или 144) в смеси 4 л
бензола, 800 мл уксусной кислоты, 6 мл 60 %-ной хлорной кис-
лоты и 800 мл уксусного ангидрида при 35°С в течение трех
дней. Целлюлозу отделяли центрифугированием, диспергиро-
вали в метаноле, снова центрифугировали и высушивали при
30°С.

Фосфорилированная целлюлоза. Для приготовления суспен-
зии фосфорилированной целлюлозы MN 300P (фирмы Macherey,
Nagel) в 50 мл воды диспергируют 10 г порошка. В работе
[401] дана следующая методика приготовления фосфорилиро-
ванной целлюлозы. 20 г порошка целлюлозы обрабатывают
5 мин 120 мл 3%-ного раствора полиэтиленимина, после чего
разбавляют смесь 200 мл воды, фильтруют через стеклянный
фильтр и дважды промывают дистиллированной водой порци-
ями по 120 мл. Полученный продукт перемешивают в течение
5 мин со 120 мл 20%-ного водного раствора метафосфата нат-
рия, снова фильтруют через стеклянный фильтр и промывают
сначала 120 мл 0,25 %-ной соляной кислоты, а затем трижды
порциями до 120 мл дистиллированной воды. Влажный продукт
диспергируют в 80 мл дистиллированной воды до получения
однородной суспензии.

5. НАНЕСЕНИЕ АДСОРБЕНТА НА ПОДЛОЖКУ

Нанесение слоя наливанием суспензии

Обычно этот метод применяется сравнительно редко, хотя
приготовить так хроматографические пластинки проще всего.
Чтобы получить слои одинаковой толщины, определенные ко-
личества суспензии наливают на пластинки заданного размера,
помещенные на горизонтальную поверхность. Пластинки пока-
чивают из стороны в сторону, чтобы равномерно распределить
суспензию по их поверхности. Некоторые авторы [402] после
нанесения суспензии на стеклянные пластинки подвергают их
механической вибрации в течение 5 минут, чтобы выровнять
слой.
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Погружение

Пейфер [4] предложил наносить слой на пластинки, скла-
дывая их попарно и окуная в суспензии адсорбента в хлоро-
форме или смеси хлороформа и метанола. (Приготовление сус-
пензии для этой цели описано в разд. 4, посвященном невод-
ным суспензиям.)

Нанесение адсорбента напылением

Этот метод приготовления тонкослойных пластинок первым
предложил Рейтсема [95]. Он наносил суспензии на стеклян-
ные пластинки из небольшого краскопульта. Чтобы распыли-
тель мог работать, суспензию необходимо разбавить. Однако
таким способом трудно нанести на пластинку равномерный
слой. Кроме того, толщина слоя на разных пластинках также
может оказаться неодинаковой. Бекерски [403], Морита и Ха-
рута [12] и Метше и сотр. [335] наносили суспензии на пла-
стинки из стандартного лабораторного стеклянного пульвери-
затора. Друдинг [404] для той же цели применил распылитель,
которым пользуются дантисты. Бекерски [403] считает, что ко-
лебания толщины нанесенного пульверизатором слоя достигают·
±40 мкм. Метше и сотр. [335], однако, утверждают, что эти
колебания составляют менее 20 мкм.

Применение направляющих полосок

Существует мнение, что с помощью ручных методов нельзя
получить однородные тонкие слои адсорбента, однако оно оши-
бочно. Если выбрать достаточно ровные стеклянные пластинки
и укрепить на их краях стеклянные или металлические полоски,
которые толще пластинки на величину, равную желаемой тол-
щине слоя, то можно получить очень однородные слои адсор-
бента путем выравнивания слоя суспензии шпателем или стек-
лянным прутком. Этот метод, предложенный Кирхнером и
сотр. [2] в 1951 г. (или его модификации), обычно и использу-
ется для получения ровных слоев свободного адсорбента. Вы-
равнивать слой адсорбента можно также стеклянным прутком
с резиновыми или пластиковыми манжетами по концам, вы-
сота которых должна соответствовать высоте слоя. Можно
также навить на концы прутка проволоку или липкую ленту
[405, 289, 330, 96, 407].

Мистрюков [28] для получения ровных незакрепленных
слоев оксида алюминия использовал металлический стержень
с утолщениями по концам. Фирма Serva выпускает специальное
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приспособление, основанное на том же принципе. Это четы-
рехгранный пластмассовый брусок, снабженный по концам
фланцами, которые при движении бруска по пластинке скользят
по ее боковым краям и служат направляющими (рис. 3 3).
Благодаря ступенчатой конструкции фланцев брусок опирается
только на края пластинки, а между его средней частью и пла-
стинкой остается узкий зазор, заполняемый суспензией адсор-
бента. Повернув брусок соответствующей стороной, можно на-
носить слой суспензии толщиной 0,3; 0,5 и 1,0 мм и шириной
100 мм или слои толщиной 0,3 или 1 мм при ширине 50 мм.

Лис и Де-Муриа [408] наклеивали вдоль краев стеклянной
пластинки узкие полоски липкой ленты, которые при нанесении

Рис 3 3 Аппликатор фирмы Serva-Entwicklungslabor Co (с разрешения
Gallard-Schlesmger Chemical Mfg Corp )

адсорбента выполняли роль направляющих. Дункан [299] для
этой же цели укреплял по краям пластинки два швеллера из
нержавеющей стали. Следует упомянуть также работу Гемпа
и сотр. [35], которые пользовались рифленым стеклом, и ра-
боту Хенсбюри и сотр. [36], которые применяли специальные
пластинки с канавками (см разд. 1).

Специальное оборудование

В этом разделе описаны устройства, предназначенные для
перемещения пластинок в процессе нанесения суспензии или
предусматривающие перемещение аппликатора по ряду пласти-
нок в процессе нанесения адсорбента. Устройство первого типа
сконструировано Миллером и Кирхнером [181] в 1954 г для
нанесения адсорбента на узкие полоски стекла Это устройство
изображено на рис 3 4, а на рис. 3 5 это же устройство пока-
зано в разрезе, с тем чтобы наглядно было видно взаимодей-
ствие отдельных его частей В одной из модификаций этого
устройства входная рамка прижимается книзу пружиной,
а толщина слоя регулируется проволочным адаптером, который
скользит по поверхности стеклянной пластинки и реагирует на
любое изменение толщины стекла. В этом и других приборах
аналогичной конструкции вначале вставляют первую пластинку

и заполняют бункер суспензией, а затем вслед за первой про-
пускают через прибор серию пластинок и наносят на них ров-
ные слои адсорбента

Основанный на этом принципе прибор сконструирован Мут-
тером и Хофстеттером (фирма Hoffmann-La Roche) и выпуска-

Рис 3 4 Первое устройство для получения однородных стандартных тонких
слоев на стеклянных полосках [181] (с разрешения Am Chem Soc)

ется фирмой CAMAG в Швейцарии. Существуют две модифи-
кации этого прибора (рис. 3.6). Одна из них предназначена
для нанесения слоев на пластинки размером 100X200 мм, дру-
гая более универсальна и пригодна для пластинок шириной
как 100, так и 200 мм. Маркуччи и Муссини [409] подробно
описали конструкцию устройства для нанесения адсорбента
на пластинки, снабженного электроприводом. В этом устрой-
стве стеклянные пластинки протягиваются под резервуаром
с суспензией с постоянной скоростью. Фирма CAMAG выпу-
скает автоматические аппликаторы, работающие по этому прин-
ципу.

При изготовлении хроматографических пластинок на при-
борах с ручным приводом, характеристики которых зависят от
скорости потока суспензии через щель, толщина полученного
слоя может колебаться независимо от того, движется ли при-
бор по пластинке или пластинка перемещается в приборе.
Этот недостаток объясняется тем, что суспензия может про-
должать вытекать из щели с одной и той же скоростью при
изменении относительной скорости перемещения устройства и
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Рис 3 5. Схема устройства для получения однородных стандартных тонких
слоев на стеклянных полосках [181] (с разрешения Am Chem Soc)

I

Рис 3 6 Прибор фирмы CAMAG для приготовления тонкослойных пластинок
(с разрешения Arthur Η. Thomas Co)

пластинки. (Очевидно, что это не относится к приспособлениям,
предназначенным для нанесения суспензии на пластинку, снаб-
женную направляющими полосками.) Ускорение движения
может приводить к уменьшению подачи суспензии на поверх-
ность пластинки из-за вязкости суспензии. Толщина слоя может
меняться также от одной партии адсорбента к другой из-за не-
больших изменений состава или других параметров. Чтобы
устранить эти трудности, Мойе [410] модифицировал прибор

Рис 3 7. Прибор фирмы Desaga для нанесения слоя адсорбента на стеклянные
пластинки (с разрешения Bnnkmann Instruments)

Муттера—Хофстеттера, присоединив микрометрический изме-
ритель толщины слоя к каждому концу ножа аппликатора.
После высушивания покрытых адсорбентом пластинок нож
аппликатора устанавливают таким образом, чтобы он срезая
верхнюю часть слоя адсорбента на пластинке при протягива-
нии ее через прибор. На достаточно ровных стеклянных пла-
стинках таким способом можно улучшить поверхность слоя.

Кроме описанных устройств, в которых при нанесении слоя
движутся пластинки, имеются приборы, в которых пластинки
закрепляются неподвижно, а наносящее слой приспособление
движется над их поверхностью. Такая система впервые была
предложена Шталем в 1958 г. [204]. Соответствующий прибор
выпускает фирма Desaga (ФРГ). Прибор производится в двух
модификациях. Одна из них позволяет наносить слой адсор-
бента постоянной толщины, равной 275 мкм. Вторая позволяет
менять толщину наносимого слоя в интервале 0—2000 мкм
(рис. 3.7). При работе на этом приборе стеклянные пластинки
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укладывают рядом на ровной поверхности, чтобы аппликатор
мог двигаться равномерно и непрерывно от начала и до конца.
Чтобы пластинки удерживались на подложке, последнюю мо-
жно слегка смочить водой, однако следует принять меры, чтобы
влага не попала на верхнюю поверхность пластинок, поскольку
в этом случае суспензия несколько разбавится и плотность слоя
в этом месте уменьшится [411]. Затем на пластинки устанав-
ливают аппликатор, наливают суспензию и приводят приспо-
собление в быстрое равномерное движение. Аналогичные при-
способления выпускают фирмы Research Specialities Co. и
Kensington Scientific Corp.

Шталь [412] разработал модифицированный вариант аппли-
катора фирмы Desaga, позволяющий наносить на пластинки
слои переменного состава, состоящие из двух различных адсор-
бентов (например, А и Б) . Описанным Шталем способом мо-
жно получать пластинки с такими слоями, где содержание ад-
сорбентов (например, А) может меняться от 100 % на одном
конце пластинки до нуля на противоположном конце. Таким
способом удается варьировать как любой из желаемых пара-
метров одного и того же адсорбента (например, рН, содержа-
ние буфера и т. п.), так и содержание в смеси двух разных
адсорбентов (например, кремневой кислоты и оксида алюми-
ния). Наибольшую ценность этот прибор представляет для
поисков оптимального адсорбента для решения конкретной за-
дачи. Принцип разделения, происходящего на пластинках
такого типа, поясняет рис. 3.8 (хотя приведенные на рисунке
результаты получены не с помощью данного устройства). Опи-
санное приспособление выпускается фирмой Desaga. Уоррен
[413] описал более простое устройство для получения гради-
ентных слоев, изготовленное на базе аппликатора фирмы
Shandon.

Другую интересную модификацию аппликатора с подвиж-
ным бункером разработал Бейдингс [414]. Его прибор снабжен
регулируемой входной щелью для изменения толщины наноси-
мого слоя и регулируемыми салазками, что позволяет наносить
адсорбент на пластинки разной ширины.

Главная трудность, связанная с использованием таких ап-
пликаторов с подвижным бункером, обусловлена неравномер-
ным перемещением бункера и колебаниями толщины стеклян-
ных пластинок. Фирма Chemetron в Италии и Baird and Tatloch
в Англии выпускают приборы такого типа с электрическим при-
водом, обеспечивающим равномерное перемещение апплика-
тора.

Фирма Shandon Scientific Co. предложила несколько иной
способ нанесения слоев с помощью устройства аналогичного
типа. Стеклянные пластинки помещают на ролики под два на-
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правляющих рельса. После заполнения прибора пластинками
надувают воздушный мешок, расположенный под роликами,
в результате чего пластинки прижимаются к нижней стороне
направляющих рельсов. При этом верхние поверхности всех
пластинок располагаются на одном и том же уровне, даже если

20 40 60 ВО

Содержание кизельгура в слое, %
100

Рис. 3.8. Изменение величин Rf ряда соединений по сравнению с Rf делапона
в зависимости от состава слоя. Заимствовано из статьи Abbott D С Egan Η
Hammond Ε W Tompson J., Analyst, 89, 480 (1964) (с разрешения авторов
и The Soc. for Anal. Chem.). ^

A· 4-(хлор-2-метилфенокси) масляная кислота; Б: 4-(2,3-дихлорфенокси)масляная кислота·
В. 4-хлор-2-метилфеноксиуксусная кислота; Г: 2,4-трихлорфеноксиуксусная кислота'
Д: 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота. *"">» кииила,

толщина пластинок несколько различается. На пластинки
быстро наносят слой адсорбента с помощью подвижного аппли-
катора. Детали устройства описанного прибора можно уяснить
из рис. 3.9.

Описано много модификаций этих приборов, особенно с под-
вижным бункером, начиная от простых пластиковых бункеров
и кончая более сложными устройствами [416—418]. Уосики [5]
использовал прибор такого типа для нанесения тонких слоев
адсорбента на предметные стекла. Бергер и сотр. [419] моди-
фицировали это устройство таким образом, чтобы можно было
одновременно наносить на пластинку смежные слои двух раз-
ных адсорбентов. Эббот и Томсон [420] модифицировали при-
бор фирмы Desaga с тем, чтобы можно было получать клино-
видные слои, а Бекстид и сотр. [421] использовали форму для
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получения более толстых клиновидных слоев. Фирма Kontes
выпускает снабженные канавками и двумя направляющими
бортиками клиновидные пластинки с постепенно убывающей
глубиной (от 1000 до 125 мкм).

Рис. 3 9 Выпускаемое фирмой Shandon устройство UNOPLAN для покрытия
тонкослойных пластинок (с разрешения Colab Laboratories).

Нанесение сухого адсорбента

Сухой адсорбент для хроматографии на незакрепленном
слое можно нанести на подложку любым из описанных выше
простых методов с применением направляющих устройств ка-
кого-либо типа для регулировки толщины получаемого слоя.

6. СУШКА И АКТИВАЦИЯ СЛОЯ АДСОРБЕНТА

Необходимая степень сухости адсорбента зависит, разуме-
ется, от конкретной ситуации, в частности от типа разделяемых
соединений или применяемых злюентов. Барбье [422] нашел,
что на пластинках с кремневой кислотой, высушенных при
95—105°С в течение часа, я-бензохиноны разделяются плохо
из-за чересчур сильной адсорбции. Однако, если дать пластин-
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кам предварительно постоять на воздухе в течение 48 ч, можно
получить хорошее разделение. Другой способ дезактивации
пластинок ·—«многократное элюирование», которое описано
ниже

Пластинки, на которые нанесена суспензия, содержащая
крахмал, можно помещать в сушильный шкаф сразу же по на-
несении слоя. Однако, если связующим служит алебастр, за-
твердевание которого связано с переходом в гипс в результате
реакции кристаллизации, необходимо выждать известное время
для завершения этой реакции и лишь после этого можно су-
шить адсорбент. Обычно достаточно выждать 30 мин. Адсор-
бент чаще всего сушат при 110°С в течение 0,5—1 ч. Это время
считается нормальным для слоев средней толщины (около
250 мкм). Более толстые слои, применяемые в препаративной
хроматографии, необходимо сушить более длительное время.
Халпаап [19] сушил слои силикагеля толщиной 1,5—2 мм на
воздухе до тех пор, пока они не белели, а затем проводил
3-часовую активацию при 120°С. Корзун и сотр. [18], работав-
шие со слоями адсорбента толщиной 1 мм, оставляли пла-
стинки стоять на воздухе в течение примерно 16 ч, после чего
сушили их 2—4 ч при 80°С. При слишком быстром высушива-
нии пластинок наблюдалось образование трещин на поверх-
ности адсорбента (см. также гл. III, разд. 3).

Слои из целлюлозного порошка или модифицированной
целлюлозы обычно сушат на воздухе в течение примерно 12 ч
при комнатной температуре или при 50°С в течение 40 мин.
Разумеется, нет необходимости тщательно высушивать пла-
стинки, предназначенные для распределительной хромато-
графии.

Пластинки с сефадексом нельзя пересушивать, поскольку
в этом случае растворитель движется по слою более медленно
и не равномерно [354]. При высушивании на воздухе слой се-
фадекса утрачивает влажный блеск. Сефадекс следует сушить
так, чтобы оставались различимыми зерна геля. Пересушенный
гель можно регенерировать, опрыскав его водой и высушив
в токе теплого воздуха.

Пластинки, активированные при температуре выше комнат-
ной, следует хранить в эксикаторе или другом закрытом кон-
тейнере, чтобы защитить адсорбент от влаги воздуха. Присут-
ствие осушителя способствует поддержанию пластинок
в активном состоянии. При работе с флуоресцеинбромным ин-
дикатором, предложенным Кирхнером и сотр. [2], нельзя
использовать кислый водопоглотитель, поскольку в этом случае
пластинки могут адсорбировать кислые пары в количестве, до-
статочном, чтобы помешать образованию красного эозинового
красителя. JT
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Главный недостаток незакрепленных слоев адсорбента — их
склонность к образованию трещин. Из-за этого с ними нужно
обращаться осторожно, в особенности при опрыскивании обна-
руживающими реактивами. Однако в то же время свободный
слой оксида алюминия может характеризоваться очень высокой
адсорбционной активностью. Этот адсорбент необходимо акти-
вировать при температуре порядка 200°С *. Разумеется, ни
крахмал, ни алебастр нельзя подвергать воздействию такой вы-
сокой температуры, поскольку при этом они потеряют свои
связующие свойства.

Урбах [423] сушил пластинки с оксидом алюминия марки
G, обработанным нитратом серебра, 20 мин, постепенно повы-
шая температуру от 115 до 135°С. Перед сушкой он выдержи-
вал пластинки некоторое время при комнатной температуре,
чтобы дать затвердеть связующему. Вещества, образующие до-
статочно стабильные комплексы, можно удовлетворительно
разделить на пластинках с малой активностью. Однако те со-
единения, которые дают менее стабильные комплексы, легче
разделяются на более сухих пластинках.

7. СПЕЦИАЛЬНАЯ ОБРАБОТКА АДСОРБЕНТОВ

Существует ряд способов обработки адсорбентов, предназ-
наченных для специальных целей. Обычно обрабатывают высу-
шенные пластинки перед нанесением проб. Кирхнер и сотр.
[126] в 1954 г. показали, что слои кремневой кислоты необхо-
димо промывать перед использованием их для количественного
определения бифенила в цитрусовых и продуктах переработки
фруктов. С этой целью пластинку промывали 95%-ным этило-
вым спиртом и после этого сушили слой адсорбента 4 мин при
85°С в печи с принудительной вентиляцией. Стенли и сотр.
[425] сконструировали приспособление для промывки пласти-
нок для ТСХ, вмещающееся в стандартную банку (рис. 3.10).
В этом устройстве растворитель из кюветы подается на адсор-
бент с помощью полоски толстой фильтровальной бумаги и
стекает вниз по слою под действием капиллярных сил. Ковач
[426] удалял из адсорбента мешающие хлориды путем пред-
варительной промывки его водой, которую подавали на слой
таким же образом, как и обнаруживающий растворитель.
Блинн [427] применял двукратную промывку адсорбента аце-
тоном при анализе пестицидов, чтобы удалить примеси, погло-

* Миллиген [424] показал, что оксид алюминия, высушенный при этой
температуре, все еще содержит около '87 % влаги, которую можно удалить
только при значительно более высоких температурах. При этом активность
адсорбента снижается.
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щающие в ИК-области. Браун и Бенжамин [428] для удаления
мешающих адсорбированных примесей применяли промывку
адсорбента смесью метанол—эфир (80:20) в поперечном на-
правлении, т. е. под прямым углом к направлению движения
растворителя при собственно хроматографировании. После та-

Рис 3 10 Штатив для промывки тонкослойных пластинок размером 15X25X
Х25 см (соответствуют стандартной банке) [425] (с разрешения авторов и
Assoc of Offic Anal Chem)

кой обработки пластинки высушивали 25 мин при 110°С. Швей-
гер [393] обрабатывал пластинки с целлюлозой, предназначен-
ные для разделения уроновых кислот, 0,5%-ным раствором
ЭДТА для удаления катионов.

Содержание влаги в слое адсорбента можно определить по
методу Карла Фишера. Этим методом пользовались, в част-
ности, Миллер и Кирхнер [127]. Для проведения такого ана-
лиза 0,5 г адсорбента диспергируют в 5 мл формамида
в склянке с притертой пробкой, нагревают смесь на электриче-
ской плитке до 120°С в течение 1 мин и охлаждают. Добав-
ляют избыточное количество реактива Фишера и проводят об-
ратное титрование непрореагировавшего остатка реактива
стандартной водно-спиртовой смесью. Германек и сотр. [429]
определяли содержание влаги в незакрепленном слое оксида
алюминия, измеряя потерю массы адсорбента при 4-часовом
нагревании его при 800—850°С.

7 Зак № 255
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Высушенные пластинки можно пропитать жидкой фазой для
распределительной хроматографии или для хроматографии
с обращенной фазой, если такую же жидкую фазу не вводили
в состав суспензии при нанесении слоя. Для этого существует
несколько способов. Во-первых, пластинки можно окунуть
в раствор требуемой жидкой фазы. Так, слои адсорбента по-
гружают в 5—15%-ные растворы ундекана и тетрадекана
в петролейном эфире [27, 403, 431]. Пропитку методом окуна-
ния нужно проводить очень медленно и осторожно, чтобы не
повредить слой адсорбента. Этот метод введения пропитки
в адсорбент использовался также для введения декалина [432],
силиконов [433], карбовакса-400 [432], парафинового масла
[434, 435], формамида [436], 2-феноксиэтанола и 2-метоксиэта-
нола [434], нитрометана [432], арахисового [437] и касторо-
вого масел [438].

Другой метод пропитки адсорбента жидкой фазой состоит
в пропитывании пластинки раствором жидкой фазы в восхо-
дящем или нисходящем направлении, подобно тому как это де-
лается при хроматографировании. В этом случае вероятность
повреждения слоя адсорбента меньше. Таким способом была
проведена пропитка адсорбента парафиновым маслом [439],
н-деканом [440], растительными маслами [411], Ν,Ν-диметил-
формамидом [442] и пропиленгликолем [443].

Жидкую фазу можно нанести на пластинку и из пульвери-
затора, однако получены данные, свидетельствующие, что при
этом пропитка менее равномерна, чем при окунании или про-
питывании методом элюирования. Поэтому данный метод
применяется реже, чем два первых. Тем не менее с его помо-
щью адсорбент пропитывали парафиновым маслом, формами-
дом и пропиленгликолем [311]. Кроме жидких фаз для рас-
пределительной хроматографии на пластинки напыляют также
буферные растворы [217] и растворы комплексообразователей
[118, 444, 446, 447]. Моррис [218] нашел, что при введении
нитрата серебра в суспензию пропитка получается более одно-
родной и результаты более воспроизводимыми, чем при опрыс-
кивании сухой пластинки раствором нитрата серебра.

Лии и сотр. [448] обнаружили, что для пластинок с сили-
кагелем, обработанных окунанием в 5%-ный раствор нитрата
серебра в ацетонитриле с последующим высушиванием на воз-
духе для удаления растворителя, характерно значительно мень-
шее фоновое потемнение, чем для пластинок, приготовленных
обычными методами. Перрон и Ауфрет [449] погружали пла-
стинки со слоем силикагеля в насыщенный (при температуре
30 °С) раствор нитрата серебра в безводном метаноле, сво-
бодном от альдегидов. Далее пластинки сушили 30 мин при
комнатной температуре. Приготовленный таким путем адсор-
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бент не портился после пребывания на дневном свету в тече-
ние месяца.

Другой способ введения пропитки в адсорбент состоит в об-
работке слоя адсорбента парами жидкой фазы. Таким образом
в адсорбент вводили нитрометан и 5%-ный водный раствор
метанола [432]. Беннет и Хефтмен [450] осуществляли распре-
делительную тонкослойную хроматографию следующим обра-
зом. Нанеся разделяемую смесь на пластинку с кизельгуром
G, они помещали пластинку над стаканом с кипящей водой и
держали до полного увлажнения слоя адсорбента. Затем пла-
стинку помещали под колпак и выдерживали до начала высы-
хания адсорбента на углах пластинки. После этого пластинку
переносили в камеру для разделения.

После опыления пластинок пропитывающим реактивом их
обычно сушат 15 мин на воздухе, после чего они пригодны
к употреблению. Пластинки, опрысканные водными растворами
комплексообразователей, можно сушить в сушильном шкафу
в течение обычного времени. Количество пропитки, введенное
в адсорбент, определяют взвешиванием [423, 311].

Одно из преимуществ метода пропитки адсорбента жидко-
стью после нанесения слоя адсорбента реализуется при дву-
мерной хроматографии. В этом случае пропитку адсорбента
проводят по окончании первого проявления хроматограммы.
При этом адсорбент можно модифицировать таким образом,
что он при втором элюировании приобретет новые адсорбцион-
ные характеристики и в результате улучшится разделение. Так,
например, Кауфман и сотр. [451] вначале проводили обычное
адсорбционное хроматографическое разделение в одном направ-
лении, после этого пропитывали адсорбент на пластинке пара-
финовым маслом или ундеканом [452] и проводили в перпен-
дикулярном направлении разделение методом распределитель-
ной хроматографии с обращенной фазой. Урбах [423] сначала
проводил разделение на оксиде алюминия в одном направле-
нии, далее пропитывал адсорбент 2-феноксиэтанолом и хрома-
тографировал в перпендикулярном направлении. Бергельсон и
сотр. [445] при разделении мононенасыщенных жирных кислот
первое элюирование проводили на силикагеле, пропитанном
додеканом, затем наносили на пластинку комплексообразова-
тель (нитрат серебра) и элюировали еще раз в поперечном на-
правлении.

Уонг и сотр. [453] ацетилировали полиамид, погружая го-
товые пластинки с полиамидным слоем на 5 мин в смесь уксус-
ного ангидрида с безводным пиридином (20:7). Пластинки
сушили в подвешенном состоянии в течение суток при комнат-
ной температуре и 30 мин при 70°С. Для проверки полноты

7*
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ацетилирования слой адсорбента опрыскивали раствором нин-
гидрина. Окраска полностью ацетилированного полиамида при
этом не менялась.
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Глава IV

НАНЕСЕНИЕ ПРОБЫ

1. ПРЕДВАРИТЕЛЬНАЯ ОБРАБОТКА

В некоторых случаях хроматографическую пластинку перед
нанесением пробы необходимо подвергнуть предварительной об-
работке. Иногда проба слишком разбавлена, и нужно вначале
провести концентрирование. Хашми и сотр. [1] описали простую
электролитическую ячейку, позволяющую концентрировать ионы
металлов непосредственно в капиллярной пипетке для отбора
пробы. Цейне и сотр. [2] концентрировали соединения, содер-
жащиеся в биологических жидкостях, в полой акриловой нити.
Таким способом удается за 4 мин сконцентрировать 1 мл белко-
вого раствора до объема 0,02 мл с 85 %-ным выходом. Устрой-
ства для концентрирования растворов с применением этого ме-
тода выпускаются фирмами Biomed Instruments и Bio-Rad
Laboratories. Дечейри и сотр. [3] сконструировали прибор для
обратимой фильтрации, предназначенной для концентрирования
белковых растворов на грубом сефадексе G-25. В этом приборе
вода и низкомолекулярные соединения сорбируются, а сконцент-
рированный раствор центрифугируется через пористую пла-
стинку. Процесс можно повторять неограниченное число раз без
извлечения концентрата из прибора. Оуде и Абу-Сеймара [4]
разработали метод концентрирования малых проб белков с ис-
пользованием аквасайда № 2 (натриевая соль карбоксиметил-
целлюлозы фирмы Calbiochem). Навеску этого препарата (10 г)
насыпают ровным слоем на стеклянную пластинку размером
10χ20 см, заворачивают в целлофан, предварительно смочен-
ный дистиллированной водой, и сушат в течение часа. Далее на
целлофан наносят каплю разбавленного раствора. Аквасайд
поглощает воду и электролиты сквозь целлофан. При пятикрат-
ном концентрировании пробы объемом 200 мкл выход достигал
80%· Однако при восьмикратном концентрировании выход
уменьшался уже до 50 %·

Разумеется, разбавленные растворы можно концентрировать
выпариванием. Однако иногда при этом возникают трудности
из-за повышения концентрации солей. В этих случаях можно
применить обессоливание (см. гл. XVII, разд. 1 и гл. XXIV,
разд. 8).

Пестицидные остатки выделяют также вакуумной возгон-
кой [5].
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2. МЕТОДЫ НАНЕСЕНИЯ ПРОБЫ

Прежде чем нанести пробу, намечают точку старта (на рас-
стоянии в 15—20 мм от нижнего края пластинки), а также ли-
нию финиша (обычно в 10 см от стартовой точки) [6]. Разме-
чать стартовую линию нужно очень осторожно, стараясь не
повредить поверхность адсорбента, поскольку это поведет к иска-
жению формы пятен. При работе с незакрепленным слоем или
с адсорбентом с очень малой (5—10 %) добавкой алебастра это
очень трудно, если не невозможно. При более высоком (15—
20 %) содержании алебастра нанести отметки при соблюдении
известных предосторожностей уже возможно. Слои адсорбентов
с крахмалом в качестве связующего значительно более прочны,
и отметки легко наносятся свинцовым карандашом. Легко мар-
кируются также пластинки и гибкие полоски с органическими
полимерами в качестве связующих.

При нанесении пробы на хроматографическую пластинку не-
обходимо пользоваться определенными приемами, чтобы добиться
оптимального разделения. Пробу наносят в виде раствора в рас-
творителе с минимальной возможной полярностью, поскольку по-
лярные растворители имеют тенденцию к расползанию по адсор-
бенту и это может повлиять на величину/?/разделяемых компо-
нентов, особенно если хроматографирование ведется менее
полярными растворителями [6]. При нанесении пробы в виде рас-
твора в полярном растворителе часто образуются также полосы.
Растворитель, в котором растворяют пробу, должен быть отно-
сительно летучим, чтобы его можно было легко удалить с пла-
стинки перед началом разделения. Площадь, на которую нано-
сится проба, должна быть как можно меньше, поскольку от
этого зависит качество разделения. Обычно, чтобы уменьшить
площадь исходного пятна, пробу наносят маленькими порциями
несколько раз, каждый раз удаляя растворитель выпариванием.
Для ускорения испарения растворителя пластинку перед нане-
сением пробы можно нагреть или направить на пятно поток
воздуха. При препаративном разделении, когда пробу наносят
в виде полосы, нужно стремиться к тому, чтобы ее ширина была
как можно меньше.

Обычно пробу удобно наносить с помощью калиброванной
микропипетки, хотя можно воспользоваться и простыми капил-
лярными трубками (калиброванные капилляры с объемом в не-
сколько микролитров выпускаются фирмой Drummond Scienti-
fic Co.). Нанести пробу можно также с помощью маленькой про-
волочной петли [7—9]. При проведении количественного
анализа удобны микролитровые шприцы или микробюретки
с микрометрическим винтом.

Методы тонкослойной хроматографии

В продаже имеются различные специальные трафареты, с по-
мощью которых легко провести стартовую и финишную линии
и равномерно расположить пробы вдоль стартовой линии.
Обычно какой-либо из трафаретов той или иной фирмы нетрудно
приобрести.

На изготовленном из прозрачной пластмассы трафарете
фирмы Desaga (рис. 4.1) имеется также ряд кружков, позволя-
ющих оценить площадь пятен различных размеров.

Трафарет фирмы CAMAG изображен на рис. 4.2. Фирма
выпускает трафареты двух размеров — для пластинок размером
100 мм и для пластинок размером 200 мм (последний пригоден
также одновременно для двух пластинок размером 100 мм). На
трафаретах сделан ряд вырезов, в которые вставляют пипетку
для нанесения проб.

Уийм [10] и Уийм и Рейби [11] предложили при исследова-
нии биологических объектов методом тонкослойного электрофо-
реза вводить образцы ткани непосредственно в слой адсор-
бента. Карри и сотр. [12] применили этот метод при тонкослойной
хроматографии липидов. Срез ткани они помещали на покров-
ное стекло размером 20x20 мм, которое после этого приклеи-
вали гуммиарабиком к хроматографической пластинке. Пла-
стинку вместе с пробой ткани покрывали слоем силикагеля тол-
щиной 250 мкм. Пробу ткани можно также запрессовать
непосредственно в слой адсорбента на готовой хроматографиче-
ской пластинке [13, 14]. Кулли [15] при анализе цельной крови
помещал на слой адсорбента пропитанные кровью и высушен-
ные диски из бумаги.

Разбавленные пробы можно наносить с помощью капилляра,
выпаривая растворитель в токе воздуха или инертного газа
[16—18].

Кирхнер и сотр. [6] показали, что при слишком большой
экспозиции слоя адсорбента на воздухе его активность умень-
шается настолько сильно, что меняются величины Rf. Бреннер
и сотр. [19] построили график зависимости значений логарифма
Rf от логарифма продолжительности экспозиции пластинки на
воздухе до начала проявления и нашли, что Rf начинает ли-
нейно возрастать уже при двухминутной экспозиции. Чтобы избе-
жать этого, они на время нанесения проб покрывали адсорбент
стеклянной пластинкой. Устранить этот эффект и, кроме того,
защитить вещества, чувствительные к кислороду, от воздействия
последнего можно, поместив пластинку в бокс, выпускаемый
фирмой Desaga (рис. 4.3). Бокс снабжен плексигласовой крыш-
кой со скользящим кронштейном, который можно передвигать
в поперечном направлении. Пробу вводят с помощью микропи-
петки сквозь отверстие в кронштейне. Бокс снабжен также шту-
церами для подачи в него инертного газа.

8 Зак № 255
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Рис. 4.1. Трафарет фирмы Desaga для нанесения проб (с разрешения Brink-
mann Instruments).

Рис. 4.2. Трафарет фирмы CAMAQ (с разрешения Arthur H. Thomas Co.).

Методы тонкослойной хроматографии 115

Желательно иметь в распоряжении устройство для много-
кратного нанесения на пластинку одного и того же раствора
или разных растворов. Это особенно важно, если на пластинку
нужно нанести достаточное количество вещества из разбавлен-

Рис. 4.3. Бокс фирмы Desaga для защиты пластинки от влаги во время нане-
сения пробы (с разрешения Arthur H. Thomas Co.).

ного раствора. Такие устройства имеются в продаже. В частно-
сти, фирма Arthur H. Thomas выпускает прибор конструкции
Моргана [20]. В этом приборе пробу помещают в ряд капил-
ляров, установленных в штативе. При нажиме на штатив капил-
ляры одновременно касаются пластинки (рис. 4.4). Похожее
приспособление разработано Медведевым и Смоляниновым [21].
В полуавтоматическом аппликаторе [22] помещается 25 шпри-
цев фирмы Hamilton. С его помощью можно одновременно на-
носить на пластинку несколько разных проб. При многократном
нанесении проб растворитель испаряется горячим воздухом. Опи-
саны также и другие автоматические и полуавтоматические
устройства для нанесения проб, некоторые из них выпускаются
серийно [23—31]. Два из них не только позволяют многократно
наносить пробы, но и экстрагировать пробу перед нанесением
раствора на пластинку. Сравнительно простой прибор Флинна
[32] позволяет в одном опыте экстрагировать 28 порошковых
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проб и наносить экстракты на пластинку, что весьма удобно при
анализе лекарственных препаратов. Приспособление Фослина и
Мьюсила [33, 34] предназначено для экстракции липидов из
проб сыворотки.

Рис 4 4 Устройство Томаса—Моргана для одновременного нанесения серии
проб Пробы помещают в капилляры, которые одновременно касаются пла-
стинки при нажиме на планку штатива (с разрешения Arthur Η Thomas Co).

Другой метод нанесения проб, особенно удобный для препа-
ративной хроматографии, состоит в том, что пробу наносят не
в виде отдельного пятна, а в виде полосы. Этот метод приемлем
и при обычных аналитических разделениях, если наносить пробы
в виде коротких полосок. Для нанесения таких полосок разра-
ботаны многочисленные приспособления, в том числе и доста-
точно простые, и весьма сложные. В простых устройствах проба
либо удерживается каппилярными силами между двумя близко
расположенными параллельными пластинками или винтовыми
резьбами [35—37], либо вытекает из капилляра или выталки-
вается из шприца (пластинка при этом перемещается вручную)
[38—45], либо проба наносится на пластинку кисточкой при по-
мощи простого направляющего приспособления [46].

Мак-Киббенс и сотр. [47] сконструировали прибор для се-
рийного нанесения проб в бумажной хроматографии, основан-
ный на другом принципе. Позднее этот прибор был использован
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и в ТСХ [48, 49]. В этом приборе медицинский шприц укреплен
на ползунке, перемещающемся по неподвижному рельсу. Шток
поршня шприца упирается в другой рельс, закрепленный под
углом к неподвижному. При перемещении ползунка со шприцем
по рельсу поршень постепенно вдавливается в цилиндр вслед-
ствие уменьшения расстояния между рельсами. Меняя \гол

Рис. 4 5. Устройство фирмы Radin-Pehck для нанесения проб на хроматогра-
фические пластинки (с разрешения Applied Science Laboratories)

между рельсами, можно регулировать скорость подачи жидкости
из шприца. В продаже имеются два типа таких устройств — до-
затор типа Radin-Pelick фирмы Applied Science (рис. 4.5) и до-
затор, выпускаемый фирмой CAMAG. В приборе Контрактора
[50] снабженная накаткой головка шприца с микрометрическим
винтом катится по рельсу и при движении ползунка поперек
хроматографической пластинки непрерывно подается проба.

Несколько иной способ нанесения пробы в виде равномерной
полосы использовали Риттер и Мейер [51]. В разработанном
ими устройстве проба подается медицинским шприцем под дей-
ствием сжатого воздуха или другого газа. Шприц укреплен на
пластинке, скользящей по двум параллельным рельсам. Прибор
Колемана [52] аналогичен по конструкции, но подача пробы при
движении суппорта поперек пластинки включается и выклю-
чается автоматически с помощью вентилей, приводящихся в дей-
ствие сжатым воздухом. Описаны и другие подобные приспособ-



118 Часть I

ления [53, 54]. Уэссли и Сендхоф [55] наносили пробы пульве-
ризатором для краски, применяемым художниками, а Лейбеди
[56] применил для той же цели шприц с автоматическим приво-

дом. В приборе «Линомат-П» фирмы CAMAG и дозаторе «Ауто-
лайнер» фирмы Desaga проба подается сжатым воздухом, а хро-
матографическая пластинка при этом перемещается вперед и
назад с помощью автоматического привода.

Трутер [57], Феслер и Гелли [58] и Масгрейв [59] наносили
пробу на стратовую линию в виде очень узкой полосы. Применя-
емые этими авторами методы в принципе аналогичны, но не-
сколько различаются по способу нанесения пробы. Феслер и
Гелли наносили пробу непрерывной полоской на стартовый край
лластинки. После испарения растворителя пластинку погружали
в другой растворитель, при использовании которого в качестве
элюента значения Rf для всех компонентов разделяемой смеси
были близки к единице. Как только растворитель поднимался по
слою адсрбента выше зоны нанесения пробы, элюирование пре-
кращали и быстро высушивали пластинку горячим воздухом.
Злюирование повторяли, чтобы была уверенность в том, что
проба не осталась в месте ее нанесения. Растворитель снова вы-
паривали, после чего получали хроматограмму обычными мето-
дами. Этот метод позволяет сконцентрировать пробу в узкую
стартовую полоску.

Трутер использовал специальную крышку с прорезью, через
которую хроматографическую пластинку вставляли сверху в ка-
меру для разделения. Достигнув щели, растворитель испарялся,
а растворенные вещества концентрировались в виде узкой по-
лосы. В процессе работы пробу наносили на пластинку в виде
поперечной полосы и помещали этот край пластинки в раство-
ритель, который перемещал всю пробу в верхнюю часть пла-
стинки и здесь испарялся. Применение гидроксилсодержащих
растворителей в чистом виде не давало удовлетворительных ре-
зультатов, поскольку они испарялись слишком медленно и по-
лоса пробы возле прорези получалась неровной. Если же рас-
творителем служил метанол или подобное ему соединение,
адсорбент приходилось снова активировать путем нагревания. По-
лучив узкую полосу пробы на верхнем краю, пластинку перево-
рачивали и хроматографировали в противоположном направле-
нии подходящим растворителем.

Масгрейв проводил разделение на пластинках с составным
слоем, включающим узкую (4,5 см) полосу смеси кизельгура,
обработанного 18 %-ной соляной кислотой для удаления железа,
с сульфатом кальция в качестве связующего. Остальная часть
пластинки была покрыта силикагелем с добавкой сульфата
кальция. Проба, нанесенная на слой кизельгура, при элюирова-
лии формировалась в узкую полосу в момент достижения ею
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слоя силикагеля. Пластинки такого типа выпускает фирма
Kontes.

В работе Кирхнера и сотр. [1] указывается, что параллельно
с исследуемой пробой (пробами) желательно хроматографиро-
вать также контрольную пробу: «На каждую серию из пяти хро-
матограмм (индивидуальных проб) проводили хроматографиро-
вание гексаном одной контрольной пробы лимонена с тем, чтобы

.можно было убедиться, что пластинки хорошо высушены, и
чтобы сравнить полученные значения Rf». Шталь [60] применял
метод Брокмена и Шоддера [61], которые предложили прове-
рять активность адсорбентов с помощью красителей. Он поль-
зовался смесью трех красителей: масляного желтого, индофе-
нола и Судана III.
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Глава V

ПОЛУЧЕНИЕ ХРОМАТОГРАММ

1. ВЫБОР РАСТВОРИТЕЛЯ-ЭЛЮЕНТА

При выборе адсорбента и растворителя для решения конк-
ретной задачи методом ТСХ экспериментатор может исходить из
своего предыдущего опыта в колоночной и бумажной хромато-
графии и их модификациях, например распределительной хро-
матографии. В качестве примера можно привести использование
так называемого злюотропного ряда растворителей, найденного
на основе опыта колоночной хроматографии. Это — ряд
(табл. 5.1) растворителей, расположенных в порядке увеличе-
ния эффективности вытеснения ими адсорбированных соедине-
ний с данного адсорбента. Наиболее известен ряд Траппе [1];
время от времени публикуются варианты этого ряда. Такими
рядами можно руководствоваться при подборе растворителя или
смеси растворителей для хроматографирования. В действитель-
ности эти ряды несколько меняются в зависимости от типа ад-
сорбента и разделяемых соединений. Кауфман и Мейкус [4] при-
водят следующий ряд растворителей (перечислены в порядке
увеличения элюирующей способности) для разделения липидов:
ксилол, толуол, бензол, трихлорэтилен, дихлорэтилен, метилен-
хлорид, хлороформ, изоамиловый эфир, изопропиловый эфир,
диэтиловый эфир, ацетон и диоксан.

Буленков [5] хроматографировал ряд красителей на свобод-
ных слоях оксида алюминия и выявленные им элюотропные
ряды растворителей (табл. 5.2) подразделил на три группы.
В каждую группу входят растворители с аналогичными элюцион-
ными свойствами. Как для полярных, так и для неполярных рас-
творителей определены коэффициенты активности и на основе
полученных данных проведено разделение растворителей на три
группы. Первая группа, в которую входят неполярные раство-
рители, вовсе не элюирует или очень слабо элюирует вещества,
величины Rf которых меньше 0,3 в растворителях, входящих
в состав двух других групп. Вторая группа растворителей про-
являет одинаковую элюирующую способность по отношению
к полярным и неполярным соединениям; различие коэффициен-
тов активности для этих двух групп соединений не превышает
0,43 (малоновый эфир). В третьей группе растворителей коэф-
фициенты активности у полярных соединений больше, чем

I
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Таблица 5 1

Некоторые элюотропные ряды

Траппе [1]

Легкий бензин

Циклогексан

Четыреххлористый
углерод

Трихлорэтилен

Толуол

Бензол

Дихлорметан

Хлороформ

Эфир

Этилацетат

Ацетон

н-Пропанол

Этанол

Метанол

Рен [21

Лигроин

Циклогексан

Четыреххлористый
углерод

Трихлорэтилен

Хлороформ

1,1,2,2-Тетрахлор-
этан

1,2-Дихлорэтан

Толуол

Бензол

Дихлорметан

Эфир

Этилацетат

Метилацетат

Ацетон

Пропанол-1

Этанол

Метанол

растворителей

Страйн [31

Легкий бензин, 30—50°С

Легкий бензин, 50—70°С

Легкий бензин, 70—100°С

Четыреххлористый углерод

Циклогексан

Сероуглерод

Безводный эфир

Безводный ацетон

Бензол

Толуол

Эфиры органических кислот

1,2-Дихлорэтан

Спирты

Вода

Пиридин

Органические кислоты

Смеси кислот или оснований
вода, спирты или пиридин

у неполярных. Иначе говоря, скорость движения хроматографи-
ческой зоны для полярных соединений больше, чем для непо-
лярных.

К элюотропным рядам следует добавить перфторкеросин
(Columbia Chemicals Co.), смесь перфторалканов (т. кип. 70—
80°С) и перфтор-н-гексан (Peninsular Chem. Research), которые
нужно поместить во главе неполярных растворителей, так как
Эттеуей и сотр. [6, 7] показали, что фторзамещенные углеводо-
роды по своей элюирующей способности менее полярны, чем уг-
леводороды.

Тонкослойная хроматография сама по себе является пре-
красным методом для выбора нужного растворителя. Измайлов
и Шрайбер [8] и Кроув [9] первыми применили этот метод для
подбора растворителей для колоночной хроматографии. Они на-
носили исследуемые пробы на незакрепленный слой адсорбента

Таблица 52

Элюотропные ряды и коэффициенты активности растворителей [5]

Растворитель

R* испытуемого соединения

непо!яр-
ного полярного

Коэффициент активности
испытуемого соединения

неполяр-
ною полярного

1 Петролейный эфир

2 я-Гептан

3 к-Гексан

4 н-Ундекан

5 Декалин

6 Сероуглерод

7 Четыреххлористый
ι * углерод

8 Ксилол

9 Хлорбензол

10 Толуол

11. Бензол

12 Хлороформ

13 Бромистый этил

14 Трихлорэтан

15 Дихлорэтан

16. Анизол

17 Диэтиловый эфир

18 Метилэтилкетон

19 Малоновый эфир

Первая группа

0,038

0,040

0,042

0,050

0,052

0,155

0,246

0,05

0,05

0,05

0,06

0,07

0,19

0,31

Вторая группа

0,561

0,615

0,616

0,717

0,798

0,778

0,790

0,810

0,984

0,973

0,878

1,000

0,000

0,010

0,015

0,040

0,040

0,160

0,218

0,405

0,798

0,768

0,775

0,770

0,944

0,813

0,660

0,595

0,70

0,77

0,77

0,90

1,00

0,97

0,99

1,01

1,23

1,22

1,10

1,25

0,68

0,74

0,80

0,95

1,00

1,01

1,02

1,05

1,04

1,20

1,33

1,68.
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Растворитель

20. Диоксан

21. Изоамиловый спирт

22. к-Амиловый спирт

23. Этилацетат

24. н-Бутанол

25. я-Пропанол

26. Изопропанол

27. Этилацетоацетат

28. Ацетон

29 Абсолютный этанол

30. Диметилформамид

31. Метанол

32. Вода

Продолжение

ί « испытуемого соединения

неполяр-
ного

Треть

0,832

0,990

0,980

0,855

0,950

0,880

0,850

0,000

0,846

0,840

0,000

0,870

0,930

полярного

я группа

0,610

0,645

0,650

0,555

0,690

0,680

0,685

0,820

0,696

0,718

0,880

0,785

0,880

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

I

0

0

,272

,345

,330

,300

,260

,200

,165

,180

,150

,122

,120

,085

,050

Коэффициент
испыт} емого

неполяр-
ного

1,11

1,24

1,23

1,07

1,19

1,10

1,07

1,25

1,06

1,05

1,25

1,09

1,16

табл. 5.2

активности
соединения

полярного

3 , 2 4

2 , 8 7

2 , 9 7

2 , 8 5

3 , 6 5

4 , 4 0

5 , 1 5

5 , 5 6

5 , 6 4

6 , 8 9

8 , 3 3

1 0 , 0 2

1 8 , 6 0

и, нанося затем с помощью капилляра растворитель, наблюдали
распространение пятна по слою в радиальных направлениях.
Испытав разные растворители, эти авторы определяли, какой из
растворителей позволяет получить лучшее разделение. Миллер
и Кирхнер [10] проводили такое разделение на слоях адсорбен-
тов с добавкой связующего. Они брали узкие хроматографи-
ческие пластинки или полоски, наносили исследуемую смесь,
помещали пластинку в пробирку с испытуемым растворителем,
элюировали хроматограмму обычным методом, выпаривали из-
быток растворителя и опрыскивали пластинку обнаруживающим
реактивом, чтобы выявить пятна разделенных компонентов.
'Если индивидуальный растворитель не давал удовлетворитель-
ного разделения, пробы элюировали смесью растворителей, один
из которых не давал смещения компонентов, а второй переме-
щал все компоненты. Это, разумеется, лишь грубая схема, по-
скольку общих для всех соединений правил, обеспечивающих
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быстрый выбор растворителя, не существует. В качестве примера
Найт и Греннинг [11] называют краситель Luxol Fast Red В, ко-
торый не движется по слою силикагеля ни вместе с ацетоном,
ни вместе с водой, хотя растворим в обоих этих растворителях.
В то же время он перемещается по силикагелю их смесью.

Мессарт и Де Клерк [12—136] применили математический
анализ для выбора оптимальной системы растворителей в тех
случаях, когда это нельзя сделать путем простого сопоставления
результатов испытания большого числа хроматографических си-
стем. Моффет и сотр. [13в—13г] описали аналогичный подход
к подбору системы растворителей для разделения и идентифика-

ции больших групп красителей. Турина и сотр. [14] показали,
что математический анализ приемлем для корректировки со-
става элюента с целью оптимизации разделения.

Бейкер и сотр. [15] применили метод математического пла-
нирования эксперимента для изучения пригодности разных
систем для достижения хроматографического разделения. Они
показали, что исследование такого типа может привести к од-
ному из трех результатов: 1) удастся найти условия успешного
разделения; 2) можно получить указания, как следует изменить
условия опыта, чтобы улучшить разделение, или 3) исследован-
ные переменные могут оказаться незначимыми, и в этом случае
следует искать новый подход к решению проблемы. Работая
с органическими сульфонатами, Бейкер и сотрудники нашли,
что при растворении исследуемой смеси в растворителе типа ме-
танола или Ν,Ν-диметилформамида с последующим постепенным
добавлением хлороформа (в котором сульфонаты нерастворимы)
до начала образования осадка получается система растворите-
лей, обеспечивающая разделение, близкое к оптимальному.

Панова и сотр. [16] описали способ нахождения оптималь-
ных условий хроматографического разделения трехкомпонент-
ной системы с помощью критерия оптимизации с применением
симплексного метода планирования эксперимента.

Роузер [16а] рассмотрел классификацию растворителей на
основании их склонности к образованию водородных связей и
наличия кислотных или основных групп и привел примеры дей-
ствия растворителей разных типов. Он разделил растворители
на шесть классов: 1) не образующие водородных связей (угле-
водороды); 2) растворители, функционирующие при образова-
нии водородных связей как в качестве доноров, так и в качестве
акцепторов протонов (вода, спирты, амины, карбоновые кислоты,
амиды и пр.); 3) растворители, играющие при образовании во-
дородной связи роль только доноров протонов (хлороформ);
4) растворители, участвующие в водородной связи только как
акцепторы протонов (альдегиды, кетоны, простые и сложные
эфиры, нитросоединения и пр.); 5) кислоты (доноры — перенос-
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чики иона водорода); 6) основания (акцепторы — переносчики
иона водорода).

Лофтс и сотр. [17] систематически изучили состав элюентов,
позволяющих разделить аминокислоты на слоях целлюлозы,
Эти авторы пришли к выводу, что существует шесть факторов,
влияющих на разделение аминокислот под действием сложных
смесей растворителей, причем вклад каждого из компонентов
смеси может выражаться более чем в одном факторе. К числу
этих шести факторов относят в пределе следующие, которые од-
новременно используют для обозначения идеальных растворите-
лей, обладающих только этой функцией:

1. Ускорители: обычно эти растворители в чистом виде обла-
дают слишком высокой элюирующей способностью.

2. Замедлители: растворители со слишком малой элюирую-
щей способностью.

3. Гомогенизаторы: растворители, которые добавляют в том
случае, если ускоритель и замедлитель не смешиваются между
собой.

4. Регуляторы рН: вследствие существования как кислых,
так и основных аминокислот для их разделения требуются и
кислые, и основные растворители, что и обусловливает необхо-
димость применения двумерной хроматографии.

5. Антиразмыватели: поскольку кислотные и основные си-
стемы растворителей позволяют получить более четкие пятна,
эти системы можно назвать антиразмывателями.

6. Разжижители: если время получения хроматограммы
слишком велико, в смесь можно добавить компонент, уменьшаю-
щий вязкость и увеличивающий тем самым скорость потока.

Рассмотрев результаты предварительных опытов, Лофтс и
сотрудники установили зависимость элюирующей способности
различных растворителей от содержания гидроксила и нашли,
что оптимальная мольная доля гидроксила (М) лежит в интер-
вале 0,45—0,7. Исходя из этого, авторы [17] предложили для
первого проявления двумерной хроматограммы смесь циклогек-
санол—ацетон—диэтиламин—вода ( 1 0 : 5 : 2 : 5 ) , а для второго
проявления — смесь грег-бутанол—уксусная кислота—вода
( 5 : 1 : 1 ) . Согласно этим авторам, компоненты первой смеси иг-
рают следующие роли:

1. Ускоритель- вода и в меньшей степени циклогексанол.
2. Замедлитель: циклогексанол и в меньшей степени ацетон и

диэтиламин.
3. Гомогенизатор: ацетон и в меньшей степени диэтиламин.
4. Регулятор рН: диэтиламин.
5. Антиразмыватель- диэтиламин.
6. Разжижитель: ацетон.
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Очик и Розило [18] в теоретическом аспекте рассмотрели за-
висимость между величинами Rf и составом двухкомпонентной
смеси растворителей и применение этой зависимости для рас-
чета условий оптимального разделения Снайдер исследовал тео-
ретически роль различных растворителей при хроматографиче-
ском разделении веществ на оксиде алюминия [19] и кремневой
кислоте [20].

Тома [21] и Тома и Перишо [22] изучили теоретические ас-
пекты разделения методом распределительной хроматографии
и пришли к выводу, что максимальное разделение двух сходных
соединений достигается в том случае, если зоны перемещаются
на одну четвертую длины пластинки. На основании этого они
рекомендовали такую смесь растворителей, которая позволяет
получить среднее значение Rf порядка 0,25. Если желательно
изменить состав смеси растворителей, авторы рекомендуют вы-
брать такой компонент, который селективно меняет структуру
одного из хроматографических соединений. Например, можно
добавить комплексообразователь. Иногда вместо того, чтобы
искать лучшую систему растворителей, целесообразнее провести
многократное элюирование или непрерывное хроматографиро-
вание, с тем чтобы увеличить длину разделяющего слоя и тем
самым улучшить разделение. Тома [23] рекомендует мелкодис-
персные адсорбенты, пробы минимальных размеров и элюиро-
вание растворителями, обеспечивающими быстрое перемещение
разделяемых соединений.

Оптимальные условия разделения с трехкомпонентными си-
стемами растворителей найти еще труднее, чем с двухкомпонент-
ными. Ваксмундски и Розило [24] и Розило [25] для интерпре-
тации результатов экспериментов и выбора трехкомпонентной
подвижной фазы применили треугольник Гиббса. Этот подход
можно использовать, если донорно-акцепторные свойства иссле-
дуемых компонентов заранее известны.

При приготовлении смешанных элюентов важно обратить вни-
мание на точную дозировку компонентов, поскольку даже не-
большие изменения состава смеси могут привести к изменению
величин Rf и к изменению разделения исследуемой смеси. Так,
Никольс [26] нашел, что при разделении липидов с применением
растворителей на основе смеси диизобутилкетона и уксусной
кислоты редко удавалось добиться удовлетворительного разде-
ления, если в смеси присутствовало больше четырех частей
воды. В то же время смесь, содержащая 3,6—3,8 частей воды,
оказалась наилучшим элюентом для обычных разделений.
(В настоящей книге везде состав смесей приведен в объемных
единицах, за исключением специально оговоренных случаев и
тех случаев, где явно напрашивается массовое соотношение, на-
пример для смесей адсорбентов )
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В качестве примера того, сколь сложными по составу могут
быть испытуемые пробы и применяемые для их разделения
смеси растворителей, можно привести работу Кунца и Козина
[27], посвященную разделению фосфолипидов плазмы. Раствори-
тель, составленный для разделения 12 соединений, содержал
22 компонента, в том числе многочисленные неорганические ионы
(см. гл. XXIII, разд. 7). Кроме того, для получения нужных ре-
зультатов разделение проводили на слое из смеси двух силика-
гелей.

Прежде чем повторно использовать смесь растворителей, сле-
дует выяснить, не изменился ли ее состав вследствие испаре-
ния. Чтобы исключить вероятность изменения состава смеси,
Рёдер [28] проводил разделение азеотропными смесями. Он при-
водит 21 азеотропную смесь для разделения эстрогенов, гестоге-
нов, алкалоидов, сульфонамидов, психотропных лекарственных
препаратов, наркотиков и местных обезболивающих средств.
Такие смеси растворителей можно использовать повторно. С азе-
отропными смесями, содержащими полярные компоненты в низ-
ких концентрациях, нельзя проводить более десяти хроматогра-
фических разделений, поскольку концентрация полярного ком-
понента меняется настолько, что это влияет на разделение.
Менти и Эмундсон [29] исследовали возможность применения
водно-спиртовых растворов неорганических солей для устранения
эффекта испарения.

Другим фактором, который следует принимать во внимание
при разделении летучих жидкостей, является изменение состава
растворителя вследствие улетучивания хроматографируемых ве-
ществ с пластинки и соответствующего повышения концентра-
ции самого растворителя.

Вопросам чистоты растворителей, применяемых в ТСХ, необ-
ходимо уделять большое внимание, поскольку в Литературе опи-
сано множество ошибок, обусловленных наличием примеси.
В частности, найдено, что в хлороформе марки ч.д. а., исполь-
зованном для разделения липидов, в качестве примеси присутст-
вовал эфир себациновой кислоты [30]. В эфире и продажном
бензоле высокой чистоты найден дибутилфталат [31, 32]. Баке
[33] выделил из ацетона флуоресцирующую примесь. Кросби и
Аронсон [34] пытались найти флуоресцирующие примеси в ряде
растворителей. Из числа исследованных растворителей наиболее
загрязненным оказался этилацетат марки ч. д. а., содержащий
до 10 мг/л примесей. Авторы [34] установили, что из раствори-
теля можно почти полностью удалить флуоресцирующие при-
меси, если пропустить его через колонку с активным углем и за-
тем перегнать. Примеси, присутствующие в растворителях,
вредны не только непосредственно (при хроматографических
разделениях), но и косвенно в тех случаях, когда для экстрак-
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ции природных продуктов используются большие объемы раство-
рителей. При этом примеси обычно концентрируются в эк-
страктах.

2. ВОСХОДЯЩЕЕ ЭЛЮИРОВАНИЕ

До настоящего времени подавляющее большинство работ по
ТСХ выполнено методом восходящего элюирования. По всей ве-
роятности, объясняется это простотой метода и применяемой
аппаратуры. В общем случае для восходящего злюирования
пригоден любой закрытый контейнер, в котором можно закрепить
пластинку в вертикальном или почти'вертикальном положении.
Желательно, чтобы объем контейнера был по возможности
меньше. Фирмы, выпускающие оборудование для ТСХ, постав-
ляют камеры для разделения разных форм и размеров.

Эббот и сотр. [35] нашли, что угол, под которым пластинка
закреплена в контейнере, влияет как на форму пятен, так и на
скорость разделения. Если пластинка наклонена назад, скорость
проявления возрастает, однако пятна становятся более размы-
тыми. Если наклонить пластинку вперед, перейдя вертикальное
положение, скорость проявления снова возрастает, однако пятна
в этом случае более четкие. Авторы цитируемой работы рекомен-
дуют в качестве оптимального угол между слоем адсорбента
и поверхностью растворителя в 45е.

Восходящее элюирование проводят несколькими способами.
Можно налить на дно камеры для разделения слой растворителя
толщиной 5—10 мм. Если необходимо хроматографировать в ат-
мосфере, насыщенной растворителем, стенки камеры выстилают
фильтровальной бумагой, края которой погружают в раствори-
тель. Это способствует насыщению атмосферы камеры. Затем
вводят в камеру пластинку с нанесенной на нее пробой и погру-
жают нижний край пластинки в растворитель.

В камере средних размеров можно одновременно элюировать
всего две пластинки, прислонив их к противоположным стенкам.
Рози и Гамильтон [36] наносили адсорбент на обе стороны пла-
стинок, чтобы увеличить число одновременно элюируемых хро-
матограмм. Сначала покрывали и высушивали одну сторону
пластинки, после чего легко можно было проделать ту же опера-
цию с другой ее стороной. При нанесении проб пластинку уста-
навливали на подставку в виде простой рамки, на которую она
опиралась краями, так что слой адсорбента рамки не касался.
Сконструированы и другие устройства, позволяющие элюировать
одновременно несколько пластинок. Два таких устройства изо-
бражены на рис. 5.1. Наибом [39] собирал пластинки в стопку,
помещая по четыре пластиковые шайбы по углам между каждой
парой пластинок. Собранную таким образом стопку он накрывал

9 Зак. № 255
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еще одной стеклянной пластинкой без адсорбента, стягивал по-
лученный пакет резиновыми кольцами и помещал в камеру для
разделения. Расстояние между пластинками составляло всего
2—3 мм, что позволило уменьшить объем паровой фазы в ка-
мере. Фактически эта конструкция представляет собой вариант
«сэндвичевой пластинки»., описанной ниже. Фирма CAMAG вы-
пускает приспособление, позволяющее проявлять одновременно
пять пластинок, которые также складываются в стопку. Слоун-

Г7

5 Ε;

•-τ-

•

ш
Рис. 5 1. Устройство для одновременного элюирования серии пластинок Слева
система Бреннера и Нидервизера [37], справа система Юриона и сотр. [38].

Стенли и Боулер [40] сконструировали для той же цели штатив
из стеклянного стержня и полиэтиленовой пластинки, а Уоллиш
и сотр. [41] — приспособление из стеклянного стержня и полоски
из нержавеющей стали. Форд [42] ввел в камеру для разделения
две сжатые пружины таким образом, чтобы они удерживались
благодаря давлению их концов на стенки. В такой камере можно
одновременно обрабатывать несколько гибких полосок с адсор-
бентом или хроматографических пластинок. В продаже имеется
также ряд держателей для пластинок, различающихся конст-
рукцией и размерами. Они позволяют работать с пластинками
размерами от 5X20 см и до 1 мХ20 см (фирма Shandon Scien-
tific Co.). Фирма Kensington Scientific Corp. разработала шта-
тив для двух пластинок. Аналогичные приспособления выпу-
скают фирмы CAMAG и Analtech. Держатели сконструированы
таким образом, чтобы пластинки можно было сначала поместить
в камере над поверхностью жидкости с тем, чтобы в камере уста-
новилось равновесие между пластинками, атмосферой камеры
и растворителем. По установлении равновесия пластинки можно
опустить в растворитель, не открывая камеру. Эту операцию
можно выполнить и другим способом: укрепить пластинки на
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стеклянных стержнях над поверхностью растворителя в камере
и выждать время, достаточное для насыщения атмосферы и пла-
стинок парами растворителя, после чего через отверстие
в крышке камеры добавить растворитель с таким расчетом,
чтобы нижние края пластинок погрузились в растворитель и на-
чалось элюирование с целью получения хроматограмм. В другом
варианте этого метода с нижней части пластинки соскабливают
адсорбент [43], чтобы установленная в камеру пластинка опира-
лась на дно камеры, но уровень растворителя был ниже слоя ад-
сорбента. По установлении равновесия в камеру добавляют еще
некоторое количество растворителя с тем, чтобы он касался ад-
сорбента.

Сенкоф и Соуркис [44]"предложили перед началом разделе-
ния выливать из камеры старый растворитель и заменять его
свежим. В этом случае стенки камеры можно не покрывать
фильтровальной бумагой. Енсен [45] проводил хроматографи-
рование в атмосфере аммиака, и поскольку попытки добавлять
аммиак непосредственно в элюент оказались неудачными, он
ставил в камеру отдельный сосуд с раствором гидроксида
аммония.

При элюировании пластинок в ненасыщенной камере фронт
растворителя в центре пластинки может двигаться быстрее, чем
по краям, в результате пятна одного и того же соединения рас-
положатся на слое не рядом, а по дуге. Этот эффект объясняется
испарением растворителя с краев пластинки. Расположение пя-
тен может меняться в зависимости от летучести растворителя,
температуры и скорости элюирования. Чтобы устранить это яв-
ление, камеру необходимо насытить парами растворителя, как
уже говорилось выше. Можно также соскоблить адсорбент
с краев пластинки [43]. Так, Карпичка [46] не получил удовлет-
ворительных результатов при работе с камерами для разделе-
ния, выстланными фильтровальной бумагой, и использовал для
разделения пластинки со слоем адсорбента в виде клина, расши-
ряющегося кверху.

Разумеется, в камерах с минимальным объемом типа сэндви-
чевых, а также при элюировании пробы на узких хроматографи-
ческих полосках в пробирках описанный краевой эффект отсут-
ствует.

Существует еще одно приспособление для восходящего хро-
матографирования, называемое «сэндвичевой пластинкой» [47—·
50]. С трех краев хроматографической пластинки удаляют ад-
сорбент и на свободную поверхность накладывают пруток или
прокладку, сделанные из стекла, металла или пластика. Пробу
наносят на тот край пластинки, откуда адсорбент не удален, за-
тем накладывают на свободные от адсорбента края U-образную
разделительную прокладку, а на нее адсорбентом внутрь —

9*
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вторую пластинку. Полученный пакет скрепляют пружинными
зажимами и погружают края пластинок с нанесенными пробами
в элюент При этом получается очень узкая камера, для насы-
щения которой парами растворителя нужно очень непродолжи-
тельное время. Однако, если смесь растворителей содержит и
тяжелые, и легкие компоненты (например, четыреххлористый уг-
лерод и гексан), пары этих компонентов в камере такого типа
стремятся разделиться Пары более тяжелого четыреххлори-

Рис 5 2 Штатив фирмы CAMAG
для тонкослойной хроматографии
(с разрешения Arthur H Thomas
Со)

стого углерода концентрируются ближе ко дну камеры, а пары
гексана поднимаются вверх, что приводит к неоднородному на-
сыщению камеры [48] При применении «сэндвичевой пластинки»
пятна разделенных компонентов меньше, чем на обычных пла-
стинках, а краевой эффект отсутствует Уосики [50] использо-
вали две пластинки, покрытые адсорбентом, которые складыва-
лись «лицом к лицу»; таким путем адсорбционная емкость удва-
ивалась Сэндвичевые пластинки выпускают фирмы CAMAQ
(рис 5 2) и Desaga (рис. 5 3). В устройстве фирмы Desaga по-
крывающие пластинки имеют бортик из плавленого стекла, по-
этому в этом случае складывать две хроматографические пла-
стинки «лицом к лицу» нельзя Фирма Eastman Kodak изготав-
ливает сэндвичевую камеру для гибких пленок, а фирма
Gelman — пластиковую камеру для пленок размером 65 X 100 мм

Пластинки со свободным слоем нельзя проявлять в вертикаль-
ьом положении; обычно их устанавливают под углом около
20° (термин «свободный слой» более удачен для этого типа хро-
матографии, чем «незакрепленный слой», поскольку есть такие
адсорбенты, которые не содержат связующего, но которые тем
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Рис 5 3 «Сэндвичевая плата» фирмы Desaga (с разрешения Brmkmann Instru
ments).

a. δ

Рис 5 4 Камера для разделения, предназначенная дта пластинок с незакреп-
ленным слоем адсорбента [51] (с разрешения автора и изд Академии на\к
ЧССР)

а — положение камеры во время установки пластинки б в — положение камеры в про
цессе разделения
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не менее можно проявлять в вертикальном положении) *. На
рис. 5.4 показано, как обычно проводится хроматографирование
на свободном слое [51]. Давидек и Давидкова [52] использо-
вали аналогичный метод, только растворитель помещали в от-
дельном сосуде внутри камеры для разделения.

3. НИСХОДЯЩЕЕ ЭЛЮИРОВАНИЕ

Нисходящее элюирование обычно используют для непрерыв-
ного элюирования при работе с медленно движущимися по слою
соединениями. Во многих случаях этим методом можно достичь

Рис. 5.5. Устройство для нисходящего элюирования пластинок с незакреплен-
ным слоем [54] (с разрешения автора и Elseveir Publishing Co.).
α — контейнер (34X10 см) с пришлифованной крышкой; б — резервуар с растворителем
(24X3,5X3 см); в — несущая рама; г — стеклянная пластинка (24X24 см); д — щели для
капиллярной подачи растворителя или для бумажных фитилей; е, ж — направляющие
для выравнивания слоя адсорбента.

лучшего разделения в результате увеличения длительности элю-
ирования, а не использования более полярного растворителя.

Лепп и Эрали [53] первые провели нисходящее хроматогра-
фирование на незакрепленных слоях. Мистрюков [54] для этой
же цели разработал прибор, изображенный на рис. 5.5. Рас-
творитель подается на пластинку и удаляется с нее либо через
узкие щели, либо с помощью полосок фильтровальной бумаги.

* Предлагаемая новая терминология не представляется достаточно обос-
нованной. Название «закрепленный слой» отражает прежде всего то, что
частицы сорбента скреплены с подложкой и между собой, а не механизм
закрепления слоя на подложке. Используются ли для закрепления слоя спе-
циальные связующие или не используются (например, при спекании сор-
бента), этот термин не отражает. В термине «свободный слой», предлагае-
мом вместо термина «незакрепленный слой», терминологическое и смысловое
значения различны. Поэтому в переводе используются прежние термины
«закрепленный слой» и «незакрепленный слой», которые приняты в советской
научной литературе (см., например, Кибардин С. Α., Макаров К. А. Тонко-
слойная хроматография в органической химии.— М.: Химия, 1978).— Прим. ред.
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Иоханссон и Раймо [55] в качестве держателя для пластинок со
свободным слоем сефадекса использовали прибор для электро-
фореза. Фирма Pharmacia выпускает прибор для тонкослойной

Рис. 5.6. Хроматографическая полоска
с кремневой кислотой, снабженная фитилем
из фильтровальной бумаги для подачи рас-
творителя из бокового отвода пробирки
(нисходящее элюирование) [Stunley et at.,
Food Technol., 15, 382 (1962)].

гель-хроматографии на сефадексах, однако он изготовлен из
пластика и непригоден для растворителей, применяемых в дру-
гих видах нисходящей ТСХ. Стенли и Венье [56] впервые
в 1957 г. применили нисходящее элюирование в хроматографии
на закрепленных слоях. Сконструированный ими прибор
(рис. 5.6) предназначен для работы с узкими «хроматографиче-
скими полосками» [57]. Полоску, покрытую адсорбентом, под-
вешивают к пробке и с помощью полоски фильтровальной бу-
маги на слой подают растворитель. Фирма Research Specia-
lities выпускает модификацию этого устройства, снабженную
сменной пробиркой для сбора элюата и резервуаром для рас-
творителя с краном, позволяющим слить и заменить раствори-
тель. Приспособление Стенли и сотр. [58] для предварительной
промывки слоя адсорбента нисходящим потоком растворителя
было в слегка модифицированном виде приспособлено Сейкелем
и сотр. [59] для непрерывной нисходящей ТСХ (рис. 5.7). Бер-
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кофер и сотр. [60], Гёльдель и сотр. [61], Рейзерт и Шумахер
[62] и Золлнер и Уолфром [63] описали различные устройства
для нисходящего ТСХ. Чтобы удалить растворитель с нижнего
края пластинки, Сейкель и сотр. [59] прижимали этот край
к прокладке из фильтровальной бумаги, и Гёльдель и сотр. [61]

Рис. 5.7. Схема устройства для непрерывного нисходящего элюирования тонко-
слойных пластинок [59] (с разрешения авторов и Elseveir Publishing Co.).

/ — хроматографическая пластинка; 2— слой адсорбента; 3 — стеклянный желоб для
растворителя; 4 — металлический лоток; 5 — анкерный пруток; 6 — антисифонные прутки;
7 —· фланель; 8 — хроматографическая бумага; 9 — черта; 10— фитиль; // — шов; 12 —
петля из хлопчатобумажной фланели.

использовали для этой же цели кювету, заполненную диатоми-
товой землей. По утверждению Рейзерта и Шумахера [62], при
слишком большом наклоне пластинки элюирование происхо-
дит неравномерно, поэтому наклон не должен превышать 10° от
горизонтали.

4. ГОРИЗОНТАЛЬНОЕ ЭЛЮИРОВАНИЕ*

Линейное элюирование

Мистрюков [64] использовал для горизонтального элюирова-
ния пластинок со свободным слоем адсорбента мелкую кювету
с притертой стеклянной крышкой. Пластинка укреплялась на

О непрерывном элюировании говорится также в разд. 5.
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Т-образной стеклянной стойке и край пластинки прижимался
к фильтровальной бумаге другой стеклянной пластинкой. Рас-
творитель поднимался из кюветы по фильтровальной бумаге и
подавался на слой адсорбента. Хессе и Александер [65] для
элюирования проб на пластинках с закрепленным слоем укреп-
ляли их горизонтально, обратив слоем к кювете с растворите-
лем— элюентом. Растворитель подавали на слой посредством
полоски из фетра.

Радиальное и круговое элюирование

В принципе оба эти способа идентичны. Круговое хромато-
графирование на пластинке дает концентрические кольца, по-
скольку пробу наносят в центр пластинки. При радиальном хро-
матографировании пробу наносят на одну сторону от центра и
в результате образуются не кольцевые, а дугообразные полосы.
Оба эти метода менее универсальны, чем различные виды ли-
нейной хроматографии.

Радиальная хроматография уводит нас в прошлое, к первым
годам существования тонкослойной хроматографии.

Капельно-хроматографический метод Измайлова и Шрайбера
[8] был фактически микровариантом круговой хроматографии
на свободных слоях. Кроув [9] проводил полукруговое элюиро-
вание, а Мейнхард и Холл [66] — радиальное хроматографиро-
вание неорганических ионов на закрепленных слоях с примене-
нием специальной пипетки для подачи растворителя. Брайант
[67] в 1955 г. осуществил радиальное хроматографирование на
хроматографической пластинке, обращенной слоем вниз. Каме-
рой для разделения служила чашка Петри диаметром 12,5 см,
в которую наливали растворитель. Растворитель подавали
в центр пластинки с помощью ватного фитиля, закрепленного
в металлическом зажиме. Скорость элюирования зависела от
диаметра фитиля и площади его контакта с пластинкой. Шервуд
[68] и Литт и Джол [69] сконструировали специальные приспо-
собления для элюирования прямоугольных пленок или пласти-
нок, позволяющие работать с готовыми пластинками. Ван Оой
[70] подробно описал устройство для кругового электрофореза.

Недавно предложен новый метод, получивший название «вы-
сокоэффективная тонкослойная хроматография» (ВЭТСХ) [71].
В этом методе применяется разработанный Халпаапом [72] осо-
бый тип силикагеля, разделяющая способность которого и оп-
тические свойства лучше, чем у обычных препаратов. Этот сили-
кагель отличается очень мелкой дисперсностью и очень узким
распределением зерен по размерам. Поскольку скорость движе-
ния растворителя по слою такого силикагеля меньше, чем
обычно, разделение проводят на пластинках меньших размеров.
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Рис 5 8 Устройство для тонкослойной хроматографии высокого разрешения
(ТСХВР) (с разрешения CAMAG Inc).

Рис 5 9 Схематический разрез U образной камеры для ТСХВР (с разрешения
CAMAQ).

Пластинку для ТСХВР размером 50X50 мм (/) кладут стаем вниз на корпус камеры (2)
Элюент подают в центр пчастинки по т а т и н о иридиевому капилляру (3) (вн диач
0,2 мм) Паровая фаза для поддержания насыщения слоя подается через кольцевой
канал (4) и выходит через трубку (5)

Методы тонкослойной хроматографии 139

Фирма CAMAG выпускает приспособление, позволяющее осу-
ществить радиальное и круговое тонкослойное хроматографи-
рование высокого разрешения (ВЭТСХ) (рис. 5 8). На рис. 5.9
показано это приспособление (U-образная камера) в разрезе.
Растворитель подают на пластинку с постоянной скоростью
с помощью шприца, снабженного ступенчатым электроприводом
с электронной регулировкой. Пробы для радиальной хромато-
графии наносят на сухой слой в виде круглых пятен диаметром
3, 4, 5 или 6 мм или через капилляр, подающий растворитель
(для кругового элюирования). В последнем случае при исполь-
зовании заранее увлажненного слоя полученные результаты
можно непосредственно применить в жидкостной хроматографии
высокого разрешения. Фирмы Merk и CAMAG выпускают гото-
вые хроматографические пластинки под названием «силикагель
60F-254 for Nano-TLC».

5. СПЕЦИАЛЬНЫЕ МЕТОДЫ ЭЛЮИРОВАНИЯ

Непрерывное элюирование

Об этом методе мы уже упоминали в разделе, посвященном
нисходящему элюированию, поскольку оно используется именно
в этом методе. Однако разработаны и другие методы непрерыв-
ной ТСХ. Один из способов создания непрерывного потока
растворителя по слою адсорбента состоит в испарении раствори-
теля, достигшего конца слоя. Этот метод впервые был приме-
нен Мотье [73] и Мотье и Поттератом [74] при восходящей хро-
матографии на свободном слое оксида алюминия. Зольнер и
Уолфром [63] таким же методом получали восходящие хрома-
тограммы на закрепленном слое. В этом случае, чтобы раство-
ритель испарялся, просто приподнимали с одного края крышку
камеры для разделения. Трутер [75] применил специальную
крышку со щелью, в которую вставлялась пластинка. Как
только растворитель поднимался за пределы камеры, он непре-
рывно испарялся. Либби и Дей [76] применяли крышку со
щелью, изготовленную из сарана. Энуор [77] использовал анало-
гичный принцип для хроматографии на узких полосках. На
конце полоски укреплялся бумажный фитиль, по которому рас-
творитель выходил через пробку наружу и испарялся. Тот же
способ был применен для пластинок размером 20X20 см [78,
79] Стюарт и сотр. [80, 81] рассмотрели теоретические аспекты
этого типа ТСХ.

Основываясь на описанном методе, Бреннер и Нидервизер
[82, 83] сконструировали устройство (рис. 5 10) для непрерывной

горизонтальной ТСХ. Устройство собирают после нанесения
пробы на пластинку. Растворитель подают на пластинку из
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Рис. 5.10. Устройство для непрерывного горизонтального хроматографирова-
ния [83] (с разрешения авторов и Birkhaeuser Verlag).

а — фитиль из фильтровальной бумаги для подачи растворителя из резервуара д на хро-
матографическую пластинку е, с двух противоположных краев которой адсорбент удален
чтобы удобнее было установить полоски, поддерживающие покрывающую пластинку
г —пластинка установлена на пробковом кружке, д — резервуар для растворителя из
нержавеющей стали, снабженный двумя отверстиями для полиэтиленовых трубок через
которые добавляют растворитель; б — устройство в сборе, в — вид сбоку (боковые под-
ставки удалены) Все размеры даны в миллиметрах

кюветы посредством полоски фильтровальной бумаги. Слой ад-
сорбента покрывают второй стеклянной пластинкой, опираю-
щейся на узкие стекла, установленные на краях хроматографи-
ческой пластинки. Один край слоя адсорбента оставляют откры-
тым, и растворитель, достигнув этого края, может испаряться.
Пластинки скрепляют пружинными зажимами. Все устройство
в целом можно считать предшественником современной «сэндви-

чевой пластинки». Модифицированный вариант такого устройства
выпускается фирмой Desaga. Непрерывное хроматографирование
с испарением растворителя можно также проводить в камере
Vario-KS фирмы CAMAG. В выпускаемом фирмой этом вари-
анте устройства один край пластинки снабжен нагревателем для
ускорения испарения растворителя, а остальную ее часть можно
охлаждать, чтобы избежать конденсации паров на покровной
пластинке. С помощью этого устройства можно проводить также
хроматографическое разделение при пониженных температурах.
Лис и сотр. [84] описали простой прибор для непрерывной го-
ризонтальной хроматографии. Хара и сотр. [85, 86] применили
метод Бреннера и Нидервизера для хроматографии на верти-
кальных «сэндвичевых пластинках».

Прохазка [51] использовал другой способ создания непрерыв-
ного потока растворителя. При работе со свободным слоем ад-
сорбента он помещал в верхней части наклонной пластинки бо-
лее толстый слой — «валик» адсорбента, и растворитель, до-
стигнув конца пластинки, сорбировался этим «валиком». Бенетт
и Хефтмен [87] проводили восходящее хроматографирование на
закрепленных слоях, руководствуясь этим же принципом. Они
помещали свободный адсорбент в алюминиевый желобок, укреп-
ленный на верхнем краю пластинки. Шварц модифицировал дан-
ный метод (по данным Леблера [88]), с тем чтобы увеличить
емкость системы. По предложенной им методике хроматографи-
ческую пластинку устанавливают под углом примерно в 20° и
соединяют с нисходящей пластинкой небольшим валиком из ад-
сорбента. Вторую пластинку погружают в чашку Петри, запол-
ненную свободным адсорбентом, который способен поглотить
значительное количество растворителя.

Иоханссон и Кашемсанта [89] при препаративной нисходя-
щей хроматографии применили метод, в котором элюат соби-
рается на острие специального коллектора и затем стекает
с него вниз. Пробы наносят на адсорбент в виде полосок.

Ван Дийк [90] сконструировал прибор для непрерывной хро-
матографии, в котором слой адсорбента наносят на внутреннюю
поверхность стеклянной трубки длиной 200 мм и диаметром
6 мм. Верхний конец трубки закрывают пористой стеклянной
пластинкой. Пробу наносят у нижнего края сорбента и элюи-
руют пробу восходящим методом. Когда растворитель дости-

к·
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гает верхнего края слоя адсорбента, его передавливают в капил-
ляр сжатым воздухом из баллона, присоединенного к камере
для разделения, и направляют фракции в детектирующее устрой-
ство или в коллектор. В модифицированном варианте [91] этого
метода адсорбент наносят на плоский диск диаметром 230 мм,
пробу наносят в виде кольца и разделение ведут в направлении
от центра. Проявительная камера снабжена желобком, что по-
зволяет менять состав паровой фазы. Де-Дейн и Веттерс [92]
видоизменили методику хроматографирования таким образом,

Рис 5.11. Схема устройства для разделения «от краев к центру» [92] (с раз-
решения авторов и Elseveir Publishing Co).

/—-ввод элюента, 2 — войлочная лента, 3 — слои адсорбента, 4 — стеклянная подложка;
5 — кусок ваты, 6 — вывод избыточного элюента, 7 — перегородка для создания градиента
концентрации в паровой фазе, 8 — резиновое уплотнение, 9 — трубка из фторопласта
диаметром 1 мм (наружи )

чтобы можно было использовать имеющиеся в продаже прямо-
угольные пластинки. В зависимости от типа примененной си-
стемы распределения и сбора растворителя элюент удалялся под
действием капиллярных сил и силы тяжести. На рис. 5.11 пока-
зана схема предложенной этими авторами установки.

Турина и сотр. [93] применили элюирование одновременно
двумя разными растворителями с двух сторон треугольной хро-
матографической пластинки. Разделяемую смесь помещали
вблизи вершины этого треугольника, а разделенные фракции
выводили с основания пластинки посредством полоски бумаги.
Пробу и растворитель подавали на пластинку с помощью ана-
логичного приспособления. Этим методом разделяли раствор, со-
держащий хлорид железа(II) и хлорид кобальта. Турина и
Марьянович-Крайован [94] разработали также непрерывный ме-
тод ТСХ, основанный на медленном вращении пластинки, по-
крытой адсорбентом. Каждому соединению на пластинке
соответствовала определенная спиральная линия. Визер [95] опи-
сал довольно сложный прибор для непрерывного препаратив-
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ного хроматографического разделения веществ. Адсорбент нано-
сили на бесконечную движущуюся ленту, высушивали слой, не-
прерывно наносили пробу, а элюент-растворитель подавали
с одного края ленты в направлении поперек ленты. После про-
хождения ленты через зону высушивания адсорбент с разделен-
ными компонентами соскребали с поверхности ленты.

Дитрич [96] разработал приспособление для непрерывного
фракционирования белков и мукополисахаридов методом непре-
рывной гель-фильтрации и электрофореза.

Многократное элюирование

Многократное элюирование было впервые предложено Джин-
сом и сотр. [97] для бумажной хроматографии. Мотье и Потте-
рат [74] первыми использовали этот метод в тонкослойной хро-
матографии.

Сущность метода состоит в многократном элюировании хро-
матограммы одним и тем же растворителем. Хроматограмму
элюируют выбранным растворителем, извлекают пластинку из
камеры, дают ей высохнуть, снова помещают в камеру и элюи-
руют во второй раз. Элюирование можно повторить еще не-
сколько раз, пока не будет достигнуто нужное разделение.
Число повторных элюировании зависит от расстояния, на кото-
рое нужно переместить вещество. Вследствие различия величин
Rf двух данных соединений (и, следовательно, скоростей их пе-
ремещения растворителем) при повторных элюированиях их
пятна будут все больше разделяться, пока расстояние между
ними не достигнет некоторой величины, после чего эти пятна на-
чнут сближаться. Объяснить такое необычное перемещение пятен
можно тем, что растворитель вначале достигает пятна соедине-
ния с меньшим значением Rf и начинает перемещать его, а уже
потом достигает пятна второго соединения. Если этот процесс
повторять, то расстояние, на которое перемещается соединение
с меньшим R/ до того, как начнет перемещаться соединение
с большим Rf, с каждым последующим элюированием увеличи-
вается, а расстояние, на которое первое соединение переме-
щается после того, как начнет перемещаться второе соединение,
с каждым разом уменьшается.

Теоретические аспекты многократного элюирования рассмот-
рены в работах Джинса и сотр. [97], Тома [98, 99], Старка и
Хемпла [100] и Ленка [101]. Определить число элюировании
необходимых для достижений той или иной степени разделения
двух веществ с данными значениями Rf, можно при помощи
табл. 5.3—5.6, заимствованных из работы Тома [99]. Делают это
так. Прежде всего задают нужную степень разделения, после
чего находят в левом столбце подходящей таблицы величину Rf,
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Таблица 53
Число элюирований, необходимое для разделения двух веществ

до степени 0,1, при различной длине слоя [99] я· б

о
= §

О и; О
О· ij О

%и30292827262524232221201918171615141312111098765432

Rf медленно движущегося компонентах 1С0

2

2 3 - 2 1

2 2 — 2 0

2 1 — 1 9

2 0 - 1 8

1 9 — 1 7

1 8 - 1 6

1 7 - 1 5

1 6 — 1 4

1 5 - 1 3

1 4 - 1 2

1 3 — 1 1

1 3 - 1 0

1 2 — 9

П - 8
10-7
9—6
8 - 5
7 - 4
6 - 3
5 - 2
4 - 1
3 - 1
2 - 1

1

Число элюирований,

3

22
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1 5 - 1 4
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9

8

7

6

6 - 5

5 - 4

4 - 3

3 - 2

2 - 1

1

4
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10

9

8

7

4

3

2

1

необходимое для разде7ения

5

13

8

7

6

5

6
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9

2

1

7
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4

3

8

5

9-14

6

3

2

1

Разделе-
ние не-

возможно

2 4 - 2 9

2 3 - 2 8

2 3 - 2 7

2 2 — 2 6

2 1 - 2 5

2 0 — 2 4

1 9 — 2 3

1 9 - 2 2

1 8 - 2 1

1 7 - 2 0

1 6 - 1 9

1 5 - 1 8

1 5 — 1 7

1 4 - 1 6

1 3 - 1 5

1 2 - 1 4

1 1 - 1 3

1 1 — 1 2

1 0 - 1 1

9 — 1 0

8 - 9

7 - 8

7

6

5

5

а С разрешения автора и Elsevier Publishing Co.
6 Чтобы определить число элюирований, необходимое для указанного

разделения, находят значение Rf более подвижного компонента в левом
столбце таблицы. В той же строке справа от найденной цифры находят зна-
чение Rf менее подвижного компонента. Число элюирований, необходимое
для разделения этих двух компонентов, находят в верхней строке таблицы
в столбце, соответствующем менее подвижному компоненту.
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Таблица 54
Число элюирований, необходимое для разделения двух веществ

до степени 0,08, при различной длине слоя f99] a
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2 4 - 2 3

2 3 — 2 2
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1 8 - 1 7

1 7 - 1 6

1 7 — 1 5

1 6 — 1 4

1 5 — 1 3
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1 3 - 1 1

1 2 — 1 0
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9 — 8
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1 9 - 2 2
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а См. примечание к табл. 5 3.

10 Зак. № 255
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Таблица 55
Число элюирований, необходимое для разделения двух веществ

до степени 0,06, при различной длине слоя [99] а

о г
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2
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24
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2 0 - 1 9
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1 8 - 1 7
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1 6 - 1 5
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1 4 - 1 3

1 3 - 1 2
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1 1 - 1 0
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1

3
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9
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2
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4
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2 0 - 2 2

2 0 - 2 1

1 9 - 2 0
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См. примечание к табл. 5.3.
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Таблица 5 6
Число элюирований, необходимое для разделения двух веществ

до степени 0,04, при различной длине слоя [99] а
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2 8 - 2 9

2 7 - 2 8

2 6 - 2 7

2 5 - 2 6

24—25

23—24
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а См. примечание к табл 5 3.
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соответствующую более подвижному компоненту, а в той же
строчке справа значение Rf менее подвижного компонента. Число
элюирований, необходимое для разделения этих двух компонен-
тов, находят в верхней строке таблицы в столбце, соответствую-
щем менее подвижному компоненту. Халпаап [102] использовал
этот метод в препаративной тонкослойной хроматографии.
В связи с этим приведенные им таблицы предусматривают боль-
шее разделение, чем таблицы Тома. Аналогичные таблицы при-
ведены в работе Петровича [102а]. Гольдстейн [1026] для той
же цели пользовался специальным графиком.

Автоматизированное многократное элюирование описано
в настоящей главе в разделе, посвященном автоматизирован-
ной т е х .

Ступенчатое элюирование

В этом методе хроматограмму получают до различной вы-
соты разными растворителями. Иначе говоря, вместо многократ-
ного элюирования одним и тем же растворителем применяют
разные растворители и при каждом элюирований дают раство-
рителю подняться по слою адсорбента до различной высоты.
Этот метод (ранее применявшийся в бумажной хроматографии)
был впервые использован в 1951 г. Миллером и Кирхнером [103]
для разделения веществ на «хроматографическом столбике». По-
следний представляет собой модификацию ТСХ на колонке ад-
сорбента круглого сечения без оболочки (более подробно описа-
ние «хроматографического столбика» дано в гл. X). В цитируе-
мой работе методом ступенчатого элюирования были разделены
три терпена: лимонен, терпенилацетат и α-терпинеол. На «хро-
матостолбике» вначале пробу элюировали гексаном на две пятых
его длины, после чего столбик переносили в 15%-ный раствор
этилацетата в гексане и проводили элюирование на всю длину
столбика. В результате все три компонента разделялись. При
простом элюирований 15%-ным раствором этилацетата в гек-
сане хорошего разделения не получалось. Позднее, в 1959 г.,
Вейкер [104] и Шталь [105] применили ступенчатое элюирова-
ние ТСХ.

Методика ступенчатого элюирования может быть самой раз-
ной. Можно вначале элюировать пробу менее полярным раство-
рителем, а затем более полярным или наоборот. Разумеется,
число растворителей может быть больше двух. Каунитц и сотр.
[106] описали элюирование рядом растворов метанола в бензоле
с постепенно увеличивающейся концентрацией метанола (от О
до 5 % ) . При этом элюирование каждым следующим раствори-
телем с большим процентом метанола авторы [106] проводили
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на меньшую длину слоя. Можно, однако, действовать и противо-
положным образом: вначале элюируют на небольшую длину
слоя и постепенно увеличивают длину пробега фронта раство-
рителя [105, 107]. В некоторых случаях элюирование разными
растворителями проводят на одно и то же расстояние [100,
108, 109].
. Вейкер [104], Золлнер и Уолфром [ПО] и Боумен [111] не-

сколько модифицировали метод ступенчатого элюирования. По-
следнее элюирование они проводили под углом 180° к первому,
т. е. растворитель двигался в направлении, прямо противополож-
ном первому проявлению. Так, при разделении липидов [104]
хроматограмму вначале получали при элюирований на 30 мм
смесью пропанола с аммиаком (2:1), затем в том же направле-
нии на 100 мм смесью хлороформа с бензолом (3:1), а третье
элюирование проводили в противоположном направлении на
40 мм четыреххлористым углеродом. Как и при многократном
элюирований, после каждого элюирования растворителю давали
испариться и после этого начинали элюирование другим раство-
рителем. Разделяя липиды, Золлнер и Уолфром [ПО] помещали
пробу в центр пластинки и дважды хроматографировали восхо-
дящим методом смесью петролейный эфир—бензол—этанол—
эфир (100:20:10:4), далее пластинку поворачивали на 180°
и элюировали смесью петролейный эфир—бутанол—ледяная ук-
сусная кислота (90 : 6 :2) .

Как при многократном, так и при ступенчатом элюирований
растворители удаляют с пластинки испарением. При этом (если
только эту процедуру не проводят в закрытой камере путем про-
дувания сухого газа) происходит частичная дезактивация адсор-
бента под действием влаги воздуха. Адсорбент может частично
дезактивироваться также некоторыми растворителями. В этом
смысле хроматография на незакрепленном слое имеет преиму-
щество: адсорбент с неиспользованной части пластинки после
первого элюирования легко удалить и заменить свежим [112,
113]. И наоборот, можно снять часть незакрепленного слоя, со-
держащую некоторые компоненты, и перенести на другую пла-
стинку, а освободившийся участок первой пластинки покрыть
слоем свежего адсорбента. Однако адсорбент, содержащий нуж-
ные компоненты, можно удалить также и с пластинки с за-
крепленным слоем и перенести на другую хроматографическую
пластинку [114—116]. Адсорбент, содержащий пятно, удаляют
с первой пластинки, впрессовывают на очищенный от адсорбента
участок свежей пластинки. Иаконо и Ишикава [117] снимали
адсорбент с первой пластинки, приготавливали из него суспен-
зию и наносили в виде гладкого невысокого бугорка на поверх-
ности слоя адсорбента другой пластинки.
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Многозональное элюирование

Фурукава [118] первым доказал существование фронта вто-
рого растворителя при получении тонкослойных хрочатограмм
двухкомионентной системой растворителей. Этот факт объяс-
няется тем, что сродство к адсорбенту у одного из растворителей
больше, чем у другого, и адсорбент селективно сорбирует более
полярный растворитель. Фурукава обнаружил, что вещества,
значения Rf которых лежат в зоне первого (верхнего) раствори-
теля, начинают перемещаться по слою в тот момент, когда
фронт растворителя достигнет пятна пробы. Однако те соедине-
ния, значения Rf которых лежат в нижней зоне, остаются непод-
вижными, пока до пятна пробы не дойдет фронт второго раство-
рителя. При многокомпонентном элюенте образуется несколько
фронтов растворителей. Этот эффект был использован Тизели-
усом [119] во фронтальной колоночной хроматографии.

Описанное явление изучалось несколькими авторами [120—
123]. Фреше и Дейдоун [122] проводили разделение на хромато-
графических пластинках, стеклянная подложка которых со-
стояла из 16 полосок размером 1x15 см. Пластинки уклады-
вали вплотную друг к другу на подложке из нержавеющей
стали. После элюирования хроматограммы отдельные полоски
быстро переносили в пробирки со стеклянными пробками и оп-
ределяли состав растворителя в слое каждой полоски методом
газовой хроматографии. Вайрисель и сотр. [121] исследовали
влияние времени насыщения, недостаточной насыщенности, рас-
слаивания и геометрии камеры на разделение группы фосфор-
органических соединений.

Нидервизер и Бреннер [120] использовали явление «расслаи-
вания» в методе разделения, названном ими «многозональным
элюированием». В этом методе пробу наносят в виде серии пя-
тен, расположенных по диагонали хроматографической пла-
стинки. Если элюент многокомпонентный, пятна последова-
тельно подвергаются воздействию ряда фронтов разных раство-
рителей, причем порядок и продолжительность воздействия
каждого растворителя зависит от положения пятна по отноше-
нию к точке погружения слоя в элюент. Результирующий эф-
фект оказывается таким же, как при элюировании одной и той
же пластинки многими разными системами растворителей.

Как показали Нидервизер и Бреннер, даже при простейшем
случае «расслаивания» (при использовании двухкомпонентной
системы растворителей) можно наблюдать ряд различных си-
туаций. В первом примере, схематически изображенном на
рис. 5.12, все соединения движутся в первой (а) зоне. В этом
случае лучшее разделение достигается при применении совер-
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шенно неполярного растворителя. Полярный же растворитель не
участвует в разделении. Во втором примере (рис. 5.13) все ком-
поненты движутся во второй (β) зоне, и кроме того, один ком-
понент, перемещаемый фронтом β, движется также и в α-зоне.
Лучшее отделение этого последнего соединения может быть до-
стигнуто ступенчатым элюированием — вначале неполярным рас-
творителем, а затем смесью растворителей. На рис. 5.14 пока-
зано, что происходит в том случае, когда в смеси присутствуют
соединения, которые перемещаются в обеих (а и β) зонах, а на
рис. 5.15 — когда все три указанные выше ситуации реализуются
одновременно. В последнем случае точка оптимального разделе-
ния (обозначенная стрелкой) зависит от величины φ, которую
авторы [120] определяют как

Расстояние от точки погружения до места нанесения пробы
* Расстояние от точки погружения до α-фронта

Если смесь соединений перемещается β-растворителем, раз-
деление можно осуществить с помощью менее полярных рас-
творителей, а также с помощью более летучих полярных компо-
нентов (например, эфира, метиленхлорида) в насыщенной ка-
мере для разделения большого объема (в этих условиях
«расслаивание» проявляется в меньшей степени).

Двумерная хроматография

Этот вариант ТСХ, широко применяемый в бумажной хро-
матографии, в сущности можно рассматривать как один из
способов многократного или ступенчатого элюирования в дву-
мерном пространстве. Однако двумерная хроматография более
универсальна, чем оба эти метода. Первыми двумерное элюиро-
вание в ТСХ применили Кирхнер и сотр. [57]. Согласно разра-
ботанному ими методу, пробу наносят на угол квадратной хро-
матографической пластинки и элюируют обычным способом,
после этого извлекают пластинку из камеры, дают растворителю
испариться и помещают в другой растворитель таким образом,
чтобы элюирование шло в направлении, перпендикулярном пер-
вому. Следует обратить внимание на то, чтобы линия пятен раз-
деленных при первом элюировании веществ после поворота пла-
стинки на 90° не оказалась ниже уровня второго элюента. Дан-
ный метод позволяет модифицировать адсорбент перед вторым
элюированием. Изучая разделение мононенасыщенных жирных
кислот, Бергельсон и сотр. [124] проводили первое элюирова-
ние на силикагеле, пропитанном додеканом, а перед вторым
элюированием в перпендикулярном направлении дополнительно
пропитывали слой адсорбента нитратом серебра. Иоханссон
и Раймо [125] сочетали тонкослойную гель-фильтрацию на
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Рис 5 12 Многозональное разде-
ление [20] (с разрешения авторов
и Birkenhaeuser Verlag).

Все соединения перемещаются в зоне α
Более полярный растворитель не участ-
вует в разделении С помощью одного
неполярного растворителя можно полу-
чить лучшую хроматограмму

Рис 5 13 Многозональное разде-
ление [120] (с разрешения авторов
и Birkenhaeuser Verlag). Все со-
единения (более полярные, чем на
рис 5 12) перемещаются в зоне β.

Рис. 5.14. Многозональное разде-
ление [20] (с разрешения авторов
и Birkenhaeuser Verlag). Все со-
единения перемещаются в обеих
зонах (а и β).

Рис 5 15. Многозональное разде-
ление [120] (с разрешения авторов
и Birkenhaeuser Verlag). Сочета-
ние ситуаций, изображенных на
рис 5 13 и 5 14
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сефадексе в одном направлении с тонкослойным электрофорезом
в перпендикулярном направлении. Вергани и сотр. [126] поль-
зовались этим же методом и нашли, что скорость перемещения
некоторых высокомолекулярных белков при электрофорезе
уменьшается. Поэтому после проведения гель-фильтрации на
сефадексе G200 хроматограмму переносили на мембрану из
ацетилированной целлюлозы и проводили электрофорез перпен-
дикулярно направлению разделения на сефадексе. При сочета-
нии гель-фильтрации с адсорбционной хроматографией Кальде-
рон и Боумен [127] рекомендуют вначале проводить адсорбци-
онное хроматографирование, а потом гель-фильтрацию ввиду
большей адсорбционной емкости адсорбента. В работах Кауф-
мена и Мейкуса [4, 128] описано разделение липидов путем со-
четания обычной хроматографии и распределительной хромато-
графии с обращенной фазой. В одном направлении вначале про-
водят обычное хроматографирование на силикагеле, а после
испарения растворителя свободную часть слоя пропитывают
парафиновым маслом или ундеканом, растворенным в петролей-
ном эфире, следя за тем, чтобы при пропитке растворитель не
смыл пятна компонентов, расположенные вдоль края пластинки.
После удаления избытка растворителя пластинку элюировали
второй раз в направлении, перпендикулярном предыдущему.
Хонегер [129] проводил в одном направлени электрофорез на
забуференных адсорбентах, а в другом — обычное хроматогра-
фирование. Раймонд и сотр. [130, 131] разработали метод дву-
мерного электрофореза, в котором концентрация геля в двух
направлениях была различной. Вначале проводили электрофо-
рез при одной концентрации геля, затем тонкую полоску геля
удаляли и переносили на другую пластинку, поверхность кото-
рой покрывали гелем с другой концентрацией. После затверде-
вания геля можно проводить электрофорез в другом направле-
нии. Джимено де Оссо [132] описал трехмерное, а Поллак и
сотр. [133]—четырехмерное элюирование одной пластинки
(см. рис. 2.32, а, б и в). Цаппи и сотр. [134] наносили на пла-
стинку со слоем целлюлозы на расстоянии 4 см от края слоя
экстракты тироидных гормонов, содержащие мешающие ли-
пиды. При элюировании хлороформом липиды перемещались
в верхнюю часть пластинки, а иодоаминокислоты оставались на
месте. Примеси соскабливали с пластинки, поворачивали ее
на 180° и обрабатывали смесью ацетон—-0,1 н. уксусная кис-
лота (2:8).

Эйнет [135] провел хроматографирование на силикагеле
в одном направлении, после чего удалял лишний адсорбент
с пластинки, оставляя только полоску вдоль одного края, содер-
жащую пятна компонентов. После этого свободную часть пла-
стинки покрывал оксидом алюминия, высушивал на воздухе и
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проводил разделение в поперечном направлении. В работе
Кирхнера и Флейнегана [136, 137] описана двумерная хромато-
графия на составных слоях адсорбентов. В этом случае оба ад-
сорбента наносили на пластинку до нанесения пробы. Вначале
с помощью направляющих полосок вдоль края пластинки нано-

Лремневая лислота

Рис. 5.16. Двумерное разделение некоторых кетонов на пластинке с двумя
смежными слоями [136].

Первое разделение проводилось смесью бензол—эфир—уксусная кислота (82 : 9 : 9),
второе — смесью бензол—эфир (85 . 15) Обнаруживающий реактив- раствор 2,4-динитро-
фенилгидразина в 2 н соляной кислоте Диагональная штриховка — активный уголь
с добавкой 10% крахмала; сетчатая штриховка—участок, свободный от адсорбента;
остальная часть пластинки содержит слой кремневой кислоты с добавкой 2,5 % крахмала;
длина пути разделения 10 см.
/ — лактон Angelica; 2 — ацетофенон; 3 — 7-тридеканон; 4 — бромацетофенон; 5 — 2 ме-
тилциклогексанон; 6 — 2-оксиацетофенон.

сили полосу одного адсорбента, высушивали и покрывали осталь-
ную часть подложки другим адсорбентом. Часть второго адсор-
бента с одного края пластинки удаляли, чтобы он не мог сопри-
касаться с первым растворителем. Это делали с тем, чтобы из-
бежать диффузии, поскольку растворитель по одному адсор-
бенту движется быстрее, чем по другому. Эффективность этой
методики была показана на примере пластинки со смежными
слоями активного угля и кремневой кислоты. Пробу наносили
на узкую полоску активного угля и элюировали смесью бен-
зол — эфир — уксусная кислота (82 : 9 : 9) в направлении вдоль
слоя угля. После высушивания на воздухе пластинку элюиро-
вали в поперечном направлении 15%-ным раствором эфира
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в бензоле с тем, чтобы переместить разделяемые компоненты
с угля на кремневую кислоту, где их можно будет увидеть
(рис. 5.16). Аналогичный метод был использован для разделе-
ния бергамотового масла на комбинации слоев силиката маг-
ния и кремневой кислоты (рис. 5.17).
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Рис. 5.17. Двумерное разделение бергамотового масла на пластинке со смеж-
ными слоями силиката магния и кремневой кислоты (с добавкой 2,5 % крах-
мала) [136].

Элюент—>в обоих направлениях бензол; заштрихованная зона — участок пластинки, сво-
бодный от адсорбента.

Бергер и сотр. [138—140] описали прибор для одновремен-
ного нанесения на пластинку двух смежных слоев разных адсор-
бентов. Для этой цели в стандартный аппликатор вставляют пла-
стиковую перегородку и в результате получают две отдельные
камеры. Авторы использовали составные слои как для одномер-
ной хроматографии с целью удаления мешающих компонентов,
так и для двумерной хроматографии. В последнем случае целе-
сообразно процарапать щель между слоями адсорбентов перед
первым элюированием. Это позволяет предотвратить смещение
пятен в сторону, если скорость движения растворителя по од-
ному слою окажется больше, чем по другому, или если нужно
избежать попадания растворителя на второй слой при первом
элюировании, когда второй адсорбент удален с нижней части
пластинки [136]. После первого разделения щель можно запол-
нить, впрессовывая в нее сухой адсорбент.

Составные слои применимы также и в одномерной хромато-
графии. На таких слоях проводилась очистка пестицидов [141—
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143]. Варади [144] использовал составной слой для того, чтобы
перевести слой сильнокислой катионообменной смолы частично
в Na+- и частично в и+-форму.

Разумеется, ступенчатое и многократное элюирование можно
сочетать и с двумерной хроматографией. Таким методом
Сейбл-Эмплис и сотр. [145] удаляли некортикоидные соедине-
ния из экстрактов плазмы. Пробы наносили по средней линии
пластинки. Некортикоидные соединения удаляли, проводя два
последовательных элюирования смесью а) н-гексан — этилаце-
тат (4:1) и б) этилацетат—циклогексан—толуол (10 :10 :1) .
После этого пятна мешающих соединений соскабливали с пла-
стинки, поворачивали ее на 180° и с помощью бумажного филь-
тра через свободную часть пластинки подавали элюент на слой.

При двумерной хроматографии можно также переносить
пятна компонентов с одной пластинки на другую, как это де-
лают в ступенчатой хроматографии. Другой метод описан Пам-
фри [146]. Он проводил элюирование в первом направлении на
полоске шириной в 2 см, после чего высушивал эту полоску и
прижимал ее с помощью зажима слоем вниз к пластинке раз-
мером 20x20 см и повторял элюирование уже в поперечном
направлении. Для удовлетворительного разделения в этом слу-
чае необходим хороший контакт между слоями. Бонд [147]
применил аналогичный принцип для разделения хроматогра-
фических слоев на пластиковой подложке.

Тонкослойная хроматография
высокого разрешения (ВЭТСХ)

В этом методе адсорбентом служит тонкозернистый (60 А)
силикагель с очень узким распределением частиц по размерам.
Такой силикагель обладает лучшими разделяющими и оптиче-
скими свойствами, чем обычные силикагели [72]. Однако на
слоях адсорбента растворитель движется медленнее, поэтому,
чтобы уменьшить длительность элюирования, обычно берут
пластинки меньших размеров. Меньшая длина хроматограммы
более чем компенсируется значительным улучшением разделе-
ния. Разделение по этому методу также ведут на меньших про-
бах, поскольку иначе пластинка перегружается; если проба пре-
вышает 10 мкг, достигнуть разделения не удается. Чтобы диа-
метр наносимых пятен проб был минимальным ( < 2 мм),
можно наносить пробы либо из шприца фирмы Hamilton
емкостью 1 мкл с микрометрическим винтом, либо из специаль-
ного платино-иридиевого капилляра (изготавливается фирмами
Analtech и CAMAG). В остальном в этом методе применимы
все описанные ранее приемы ТСХ. При проведении количест-

Методы тонкослойной хроматографии 157

венного анализа обнаруживают разделенные соединения, опры-
скивая пластинку детектирующим реактивом из автоматиче-
ского пульверизатора (фирмы Anton Paar), поскольку при руч-
ном опрыскивании реактив наносится недостаточно равномерно
[147а]. Этому методу посвящена специальная монография [71].

Центрифужная хроматография

Этот метод, в котором движение потока растворителя по
слою адсорбента ускоряется под действием центробежной силы,
впервые был применен в бумажной хроматографии [148, 149].
Херндон и сотр. [150] впервые описали применение этого мето-
да для разделения на слоях таких адсорбентов, как кремневая
кислота, крахмал и оксид алюминия, нанесенных на бумажную
подложку. Корзун и Броуди [151] применили метод в тонко-
слойной хроматографии. Они наносили слои оксида алюминия
или силикагеля с добавкой алебастра на круглые пластинки из
стекла или алюминия. В центре пластинок было проделано от-
верстие, позволяющее закрепить пластинки на центрифуге.
Пробы наносили на расстоянии 2,5 см от центрального отвер-
стия и подавали растворитель с умеренной скоростью, чтобы
избежать перегрузки. Скорость вращения центрифуги состав-
ляла 500—700 об/мин. Таким образом удавалось сократить дли-
тельность разделения с 35 до примерно 10 мин. Росмус и сотр.
[152] разделяли таким методом красители и 2,4-динитрофенил-
гидразоны. Эффонсо [153] использовал пластинки с алебаст-
ром, а Лепуавр [154] применял разные адсорбенты на пластин-
ках диаметром до 40 см. Обзор работ по центрифужной хро-
матографии опубликован Дейлом и сотр. [155].

Хроматография на клиновидных слоях

Маршаль и Митвер [156, 157] предложили модифицировать
бумажную хроматографию таким образом, чтобы вначале проба
перемещалась по узкой полоске бумаги, а затем могла распро-
страняться по большей площади. При этом пятна превращались
в узкие полосы, благодаря чему разделение улучшалось. Анало-
гичный эффект имеет место в радиальной хроматографии.

В ТСХ этот принцип первым применил Мотье [73, 158].
Фурукава [160] исследовал множество полосок разной формы,
чтобы установить влияние формы на разделение. Хаусер [161],
Прей и сотр. [162] и Бейзер [163] использовали простые по-
лоски клиновидной формы и получили такие же результаты.
Эти полоски изображены на рис. 5.18.

Эббот и Томсон [164, 165] предложили клиновидные по-
лоски (слои) несколько иного типа. Эти авторы приготовили
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пластинки со слоями переменной толщины, с тем чтобы слой
был клиновидным не по ширине, а по толщине. Пробу наносили
на толстый край слоя. В цитируемых работах таким образом
проводили очистку пестицидных остатков. Бейзан и Джоел
[166] применили аналогичный метод для разделения липидов.

а 5 в

Рис. 5.18. Различные типы хроматографии на клиновидном слое,

а —по Мотье [158]; б —по Пирбуму и Биксу [159]; в —по Хаузеру [161].

Градиентные методы

Существует ряд градиентных методов, которые приемлемы
и в ТСХ. Вероятно, наиболее известен метод градиентного
элюирования, широко применяемый в колоночной хромато-
графии.

При градиентном элюировании состав элюента меняют не-
прерывно или ступенчато. Уиланд и Детермен [167] сконструи-
ровали для градиентного элюирования специальную камеру,
позволяющую менять состав растворителя непрерывно
(рис. 5.19). Раствор гомогенизуют перемешиванием магнитной
мешалкой, а полоска фильтровальной бумаги, закрепленная на
нижнем (погруженном в растворитель) краю пластинки с по-
мощью резиновой ленты, предотвращает механическое размыва-
ние слоя при перемешивании. Растворитель добавляют в ка-
меру с помощью бюретки или дозирующего насоса. Объем
поддерживается постоянным, так как избыток жидкости выли-
вается. С помощью этой установки можно постепенно увеличи-
вать силу буферного раствора [167, 168], повышать полярность
растворителя [169—171], менять рН раствора, а также прово-
дить направленное изменение любой другой системы, в которой
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желательно менять состав растворителя-элюента в процессе
разделения.

Луццато и Окое [172] и Стрикленд [173] использовали
фитиль для подачи растворителя меняющегося состава на тонко-
слойную пластинку при нисходящем или горизонтальном элюи-
ровании. Растворители смешивали в специальном сосуде, снаб-
женном магнитной мешалкой. Для получения смеси раствори-
телей переменного состава предложено много различных

XXX
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Рис. 5.19. Разрез нижней части камеры для тонкослойной хроматографии
с применением градиентного элюирования [167] (с разрешения авторов и Bir-
kenhaeuser Verlag).

/ — пластинка из пористого стекла; 2 — стержень магнитной мешалки; 3 — ввод элюента;
4 — вывод избыточного элюента; 5 — хроматографическая пластинка (5x20 см); б —ре-
зиновая лента; 7 — бумажная полоска (1.5X5 см), предотвращающая смыв нижней части
слоя.

устройств, в том числе приборы Хегенауэра и сотр. [174], Пе-
терсона и Роуленда [175], Петерсона и Собера [176] и Нидер-
визера и Хонегера [177]. Нидервизер и Хонегер [123, 177]
сконструировали несколько приспособлений для подачи смеси
растворителей переменного состава на хроматографическую
пластинку, особенно удобных в сочетании с прибором Брен-
нера—Нидервизера для непрерывного проявления (Б—Н-ка-
мерой) или с сэндвичевыми пластинками.

Авторы работы [178] проводили градиентное элюирование,
перенося хроматографическую пластинку без высушивания из
одной камеры в другую (камеры содержали различные смеси
растворителей).

Тар [179] разработал единственный в своем роде простой
метод градиентного элюирования, правда имеющий некоторые
ограничения. Кювету, заполненную относительно полярным рас-
творителем, помещают в обычную камеру, насыщенную парами
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летучего неполярного растворителя. Хроматографическую пла-
стинку погружают в полярный растворитель и начинают элюи-
рование. При движении по пластинке полярный растворитель
испаряется и постепенно заменяется неполярным растворителем,
т. е. происходит градиентное элюирование. В работе Тара при-
ведена таблица ряда полярных растворителей, пригодных для
этого метода. Предложенный Таром метод похож на градиент-
ное проточное хроматографирование, описанное Нидервизером
[180] приблизительно в это же время. Нидервизер помещал
смесь растворителей в кювету вертикальной сэндвичевой си-
стемы. Обратную сторону хроматографической пластинки нагре-
вали электрической плиткой, испаряющийся растворитель кон-
денсировался на покровной плате и стекал снова в кювету. По-
кровную пластинку можно было также охлаждать с помощью
специального холодильника. Разделяемые соединения при этом
концентрировались в виде горизонтальных линий, положение
которых не зависело от места нанесения пробы и площади ис-
ходного пятна. В этом случае давление паров более полярного
соединения также должно быть наибольшим, а давление паров
неполярного соединения наименьшим. Турина и сотр. [181]
в описанном ими методе также применяли нагревание хромато-
графических пластинок. Эти авторы пользовались обычной ка-
мерой для разделения. В тех случаях, когда требовалось очень
хорошее отделение примесных компонентов от основных (когда
отношение концентраций этих компонентов достигало 1 : 10~5),
между нагретой пластинкой и хроматографической пластинкой
помещали еще одну специальную пластинку, а температуру
нагретой пластинки увеличивали [182]. Дополнительная пла-
стинка представляла собой асбестовую полосу, соединенную
с металлической полоской. Зона высокого разрешения находи-
лась в месте соприкосновения металла и асбеста.

Выше в разделе, посвященном приготовлению слоев адсор-
бента, упоминалось о градиентных слоях. Такие слои могут со-
держать постепенно меняющуюся по составу смесь двух адсор-
бентов, причем концентрация их меняется от 100 % компо-
нента А на одном краю пластинки и до 100 % компонента Б на
другом краю пластинки. Можно создать по слою также гра-
диент активности адсорбента, меняя его влажность [183, 184],
состав пропитки, рН или содержание комплексообразователя.
Эти типы градиентов весьма полезны для отыскания наиболее
эффективных адсорбентов для разделения заданной смеси.

В 1965 г. Даллас [185] исследовал влияние адсорбции паров
растворителя в проявительной камере на значения Rf, а Принц-
лер и Тоухмен [186] обратили внимание на тот факт, что при
разделении следует учитывать изменение состава неподвижной
фазы, обусловленное адсорбцией паров растворителя. Де Зеув
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[187, 188] и Ван Дийк и сотр. [189] исследовали влияние на
разделение предварительной обработки адсорбента парами раз-
личных растворителей. Де Зеув разработал прибор и методику
хроматографирования в тонком слое с программированием со-
става паровой фазы. В этом методе слой адсорбента по частям
подвергается воздействию паров различных растворителей, в ре-
зультате чего образуется градиентный слой [190, 191]. При-
боры для программирования состава паровой фазы выпускают
фирмы Desaga и CAMAG.

Другой вид градиентной хроматографии — хроматография на
слое переменной толщины, т. е. на клиновидном слое. Этот ме-
тод предназначен для очистки проб [164, 165] или для нане-
сения больших проб на стартовую линию, с тем чтобы можно
было обнаружить примеси в относительно больших количествах
экстракта [166]. Эббот и Томсон [165] получали клиновидные
слои адсорбента с помощью модифицированного распредели-
теля слоя. Такие слои можно получить с помощью прибора
«Хромфлекс» фирмы Kontes. Он представляет собой стеклян-
ную пластинку клиновидной формы, снабженную по краям бор-
тиками для удобства нанесения суспензии.

Еще один возможный вид градиента — температурный гра-
диент. Температура в процессе разделения может как повы-
шаться, так и понижаться [192—197]. Кауфмен и сотр. [197]
сумели разделить смесь близких по свойствам липидов одного
класса методом ТСХ с обращенной фазой при низких темпера-
турах и программировании температуры. Блезиус и сотр. [198]
сконструировали прибор для проведения высоковольтного ионо-
фореза при градиенте температуры. Для охлаждения и созда-
ния градиента температуры были использованы элементы
Пельтье. Этим методом удалось добиться лучшего разделения,
чем при работе в изотермическом режиме.

В работах [199—202] описано приготовление полиакрила-
мидного геля с градиентом по размеру пор, предназначенного
для молекулярно-ситового электрофореза. Марголис и Ригли
[203] также приготавливали полиакриламидный гель с гради-
ентом по размеру пор, в котором содержание поперечных связей
повышалось с увеличением концентрации геля. Благодаря
этому устранялось влияние различия зарядов при определении
молекулярных масс компонентов.

Распределительная хроматография

Распределительная хроматография приобрела известность
после ее применения в бумажном варианте, предложенном Мар-
тином и Синджем [204]. В распределительной хроматографии
жидкая фаза адсорбируется на носителе, в результате чего

11 Зак. № 255
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в процессе разделения хроматограммы разделяемые компо-
ненты распределяются между неподвижной жидкой фазой и
движущимся растворителем. Чтобы неподвижная фаза не ме-
нялась, элюент обычно насыщают этой жидкой фазой.

При работе с тонкими слоями целлюлозы можно использо-
вать те же растворители и те же методики, что и в бумажной
хроматографии. Однако в качестве носителей неподвижной жид-
кой фазы в тонкослойной распределительной хроматографии
могут применяться и другие материалы, например силикагель
[205—211] и кизельгур [205, 212—215], характеризующиеся
малой адсорбционной активностью.

Если носитель пропитан неполярным растворителем, то та-
кое разделение называют «хроматографией с обращенной фа-
зой». Подробное описание методов пропитки приведено в разд. 7
гл. III. Помимо целлюлозы, силикагеля и кизельгура в качестве
носителей неподвижной жидкой фазы в ТСХ с обращенной фа-
зой использовались также оксид алюминия [216], гипс [217,
218], крахмал [219, 220] и карбонат цинка [43].

Тонкослойная гель-хроматография

При гель-фильтрации разделение происходит по размерам
молекул. Чаще всего для этой цели используются декстрановые
гели (сефадексы) с различной степенью сшивки. От числа по-
перечных связей зависит размер пор в геле. (Приготовление
хроматографических пластинок с сефадексом описано в разд. 6
гл. III.) Недавно Хьертен [221] разработал для гель-фильтра-
ции сшитые полиакриламидные гели, и в настоящее время ряд
марок полиакриламидных шариков с различной пористостью
выпускает фирма Bio-Rad Laboratories. Молекулярно-ситовые
эффекты (гель-фильтрация) наблюдаются также и при хрома-
тографировании на силикагелях, особенно если предварительно
смочить адсорбент элюентом [222—225].

Пробу наносят на пластинку, установленную горизонтально,
после чего устанавливают пластинку под углом 10—20° к гори-
зонтали и элюируют нисходящим потоком растворителя, регу-
лируя его скорость углом наклона. Можно также использовать
сэндвичевые пластинки или специальные держатели для пла-
стинок фирмы Rharmacia. Яворек [226] и Джеймс и сотр. [227]
приводят подробные схемы установок для гель-фильтрации,
а также устройства для измерения оптической плотности разде-
ленных фракций. При количественных исследованиях принимают
специальные меры для получения однородных слоев адсорбента.
Возможно и горизонтальное элюирование; в этом случае ско-
рость движения растворителя регулируют, поднимая или опу-
ская сосуд, из которого он подается. Согласно данным работы
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[228], разделение, методом круговой хроматографии происхо-
дит быстрее, чем разделение обычным линейным методом.

Для хроматографирования обычно используют водные рас-
творы. Однако в работах [229, 230] описано разделение на ме-
тилированном сефадексе с применением полярных органических
растворителей. Слегт и Сипмен [231] применили этот метод для
тонкослойной гель-фильтрации. Гель метилировали диметил-
сульфатом в водном растворе гидроксида натрия. При работе
на приборе фирмы Pharmacia органические растворители ис-
пользовать нельзя, поскольку он изготовлен из пластика.

Слои сефадекса при опрыскивании детектирующими реакти-
вами проявляют тенденцию к разрыхлению. Поэтому Померанц
[232] для получения более прочных слоев после разделения
осторожно опрыскивал пластинки 1,5 %-ной водной суспензией
агарового геля, который предварительно нагревали до 55°С и
затем охлаждали.

Выше (в разд. 6 гл. III) мы уже упоминали об использова-
нии гель-фильтрации для определения молекулярных масс раз-
деленных компонентов. Преимущество тонкослойной гель-фильт-
рации состоит в возможности работы с очень малыми (менее
0,1 мг) пробами. В то же время по точности определения моле-
кулярных масс этот метод лишь немного уступает колоночной
гель-фильтрации [233]. При гель-хроматографии белков ре-
зультаты определения молекулярных масс могут оказаться оши-
бочными, если исследуемые белки по форме существенно отли-
чаются от тех, которые используются для калибровки. Однако
этих ошибок можно избежать, если растворить белки в 5—8 Μ
растворе солянокислого гуанидина [234], так как в этом слу-
чае все они приобретают конфигурацию пространственной спи-
рали. Клаус и сотр. [235] и Хейнц и Прош [236] воспользова-
лись этим приемом при определении методом тонкослойной
гель-фильтрации молекулярных масс полипептидов. Для той же
цели применялись также растворы мочевины и додецилсуль-
фата [237].

Методом гель-фильтрации исследовались также ферменты
[238—240], красители [241, 242], глобулины [243, 244] и
белки [245—248]. Отока [249] рассмотрел теоретические ас-
пекты исследований молекулярно-массового распределения
фракций полимеров на силикагеле. Общие сведения о гель-
фильтрации можно найти также в работах Детермана [250],
Виланда и Детермана [251] и Уильямса [252] *.

* Вопросы анализа полимеров хроматографическим методом, в том числе
и методом ТСХ, подробно изложены в монографии Б. Г. Беленького,
Л. 3. Виленчика (Хроматография полимеров.— М.: Химия, 1978).— Прим. ред.

11*
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Тонкослойный электрофорез

Этот метод впервые использован в 1946 г. Консден и сотр.
[253] первыми применили этот метод. Они разделяли амино-
кислоты и пептиды на слоях агара и силикагеля толщи-
ной 1,4 мм.

Уйм и Рейб [254] прибегли к тонкослойному электрофорезу
вторыми. Они провели разделение на слое агарового геля тол-
щиной 2 мм, нанесенном на стеклянную подложку. Уйм [255],
Боур [256, 257] и Ремси [258] рассмотрели преимущества тон-
кослойного электрофореза по сравнению с обычными методами
и пришли к следующим выводам: 1) в тонкослойном электро-
форезе допустима более эффективная система охлаждения, что
позволяет уменьшить температурные эффекты; 2) чувствитель-
ность обнаружения некоторых соединений в тонкослойном
электрофорезе выше, чем в колоночном; 3) отпадает необходи-
мость по окончании электрофореза делать срезы геля. В рабо-
тах Ковальчука [259—268] рассматриваются различные фак-
торы (рН, температура, концентрация), которые могут меняться
в процессе электрофореза и тем самым влиять на ход процесса,
и обсуждаются способы уменьшения этих изменений.

Кроме обычных стеклянных подложек для нанесения тон-
кого слоя геля приемлем также ряд других материалов. Подхо-
дящей подложкой для геля оказалась листовая целлюлоза
[269, 270]. Боур [256, 257] считает, что для этой цели идеально
подходят целлюлозные коробки типа 80F (Union Carbide, Film
Packing Division). Эриксен [271] применял в качестве подло-
жек пластиковые кюветы, а Вейнер и Зак [272] — стеклянную
бумагу, покрытую пленкой тефлона. Если предполагалось про-
водить денситометрию электрофореграмм в УФ-свете, то авторы
последней работы использовали в качестве подложек кварце-
вые пластинки. Той же цели могут служить и шлифованные
стеклянные пластинки [273, 274], поскольку адгезия геля к ним
выше и он меньше повреждается при опрыскивании и про-
мывке. Зак и сотр. [275] указывают, что подложка в электро-
форезе на гелях — важный фактор, на который долгое время
не обращали внимания. Так, пергаментная бумага раститель-
ного происхождения и бумага, покрытая тефлоновой пленкой,—
хорошие подложки при разделении белков сыворотки и нук-
леиновых оснований, однако попытка разделить адениновые
нуклеотиды на агарозном геле с подложками из этих материа-
лов к успеху не привела.

Агаровые слои применялись при электрофорезе белков [254,
255, 276—286], мукополисахаридов [287], фосфорорганических
пестицидов [288], гемоглобина [289—291], компонентов нуклеи-
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новых кислот [292], порфириновых пигментов [271], неоргани-
ческих ионов [293] и вирусов [294]. В некоторых случаях,
чтобы устранить помехи, вызванные присутствием сульфат-
иона, разделение проводили на агаре, свободном от сульфата
(агароза) [287, 294]. Методы разделения агара и агарозы и
приготовления из них шаровидных гранул описаны в работах
[295—297]. Агарозу выпускают фирмы Bio-Rad Laboratories и
Pharmacia. Поурат и сотр. [298] и Лаас [299] показали, что
свойства агара и агарозы можно улучшить, если сшить их мо-
лекулы эпихлоргидрином. Еще лучших результатов можно до-
стигнуть, если подвергнуть полученный продукт восстановлению.
Полученные таким способом материалы отличаются от постав-
ляемых фирмами готовых продуктов меньшим содержанием
серы и пониженной адсорбционной активностью. Храмов и Га-
лаев [300], чтобы очистить агаровый гель, предназначенный для
микроэлектрофореза, обрабатывали его ЭДТА. Рассел и сотр.
[294] для разделения вирусов по размерам частиц использо-
вали ряд тонких слоев геля агарозы с постепенно возрастаю-
щей концентрацией. Однако оказалось, что при этом разделе-
нии нужно учитывать также подвижность молекул в электри-
ческом поле.

Агарозу применяли при микроэлектрофорезе РНК [301] и
микроиммуноэлектрофорезе [302, 303]. Костнер и Холасек [304]
для повышения чувствительности электроиммунодиффузии и
двумерного иммуноэлектрофореза вводили в гель агарозы 3—
5 % декстрана Т70 или полиэтиленгликоля. Лаурелл [305] про-
водил количественное определение белков на геле агарозы, со-
держащем антитела. Хазама и Ухимура [306] разделили ме-
тодом ультрамикроэлетрофореза 1 пг (10~12 г) белков в 1 пл
сыворотки человека на смеси гелей агарозы и акриламида.

Слои агара можно получить из 1%-ного раствора агара
в подходящем буфере. Равномерные слои получают, наливая
определенное количество раствора на подложку, помещенную
в подходящий сосуд. По окончании желатинизации избыток
агара с краев пластинки удаляют.

В ряде работ описано разделение ферментов [258, 307—
309] гемоглобина [257, 270, 310—314] и белков [270, 314—322]
методом тонкослойного электрофореза на крахмальном геле.

Чтобы получить гель крахмала, берут 10 г гидролизован-
ного крахмала фирмы Connaught Medical Laboratories, нагре-
вают со 100 мл соответствующего буферного раствора на водя-
ной бане при непрерывном перемешивании. Далее, как и при
приготовлении агара, горячий раствор помещают в сосуд под
уменьшенным давлением с тем, чтобы удалить из раствора воз-
дух. После этого отмеренное количество раствора крахмала
наливают на подложку и распределяют равномерным слоем.
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В некоторых случаях для получения слоя геля нужной толщины
использовали направляющие полоски. Боур [257], чтобы полу-
чить слой равномерной толщины, плотно прижимал к поверх-
ности крахмала другую стеклянную пластинку. По бокам этой
пластинки были укреплены металлические диски, обеспечивав-
шие нужный зазор между пластинками После осторожного
охлаждения геля покровную пластинку снимали и удаляли из-
быток геля по краям пластинки. Даамс [316] таким же способом
приготавливал микропластинки с крахмальным гелем, только
он покрывал их влажным целлофаном. После затвердевания

5 -
6

Рис 5 20 Схема устройства для электрофореза
/ — хроматографическая пластинка, 2 — полоски фильтровальной бумаги, соединяющие
слой с электродными ячейками, 3 — электродные ячейки, 4 — подложка, 5 — электроды,
6 — крышка

геля покровную стеклянную пластинку осторожно удаляли,
оставляя целлофан на месте, а затем снимали с геля и цел-
лофан.

Разработано несколько методов нанесения пробы на пла-
стинки с гелем агара или крахмала. В простейшем случае рас-
твор пробы вводят капиллярной пипеткой в прорезь, сделанную
в слое геля. Ремси [258] для этой цели удалял узкую (шири-
ной 0,5 мм) полоску геля с помощью специального ножа, изго-
товленного из двух бритвенных лезвий. Пробу вводили в щель
и заливали сверху расплавленным вазелином. Корнголд [321]
проделывал в геле небольшие отверстия с помощью пипетки
и затем отсасывал гель. Можно наносить пробы также с по-
мощью полосок фильтровальной бумаги, которые накладывают
на поверхность геля [257], вводят в прорези в геле или поме-
щают в щели, сделанные заранее при формировании слоя геля.
Уйм [285] и Уйм и Рейби [254] показали, что при работе
с биологическими материалами можно просто помещать фраг-
мент исследуемой ткани на поверхность геля.

Для тонкослойного электрофореза пригодна большая часть
устройств, предназначенных для электрофореза на бумаге. Об-
щая схема такого устройства изображена на рис. 5 20. Обычно
устройство для электрофореза на тонких слоях геля агара или
крахмала содержит ячейку с забуференным гелем, помещенным
между электродной камерой и хроматографическим слоем, од-
нако при применении других хроматографических материалов
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можно обойтись без такой соединительной ячейки. В этих слу-
чаях электродную камеру можно соединить с хроматографиче-
ским слоем фильтровальной бумагой или губкой, пропитанной
буферным раствором. Берне и Тернер [322а] применяли для
этой цели полоски из мираклоса (фирма Calbiochem), вставлен-
ные в промытую диализную трубку. Трубку изгибали таким
образом, чтобы мираклос не соприкасался непосредственно со
слоем. Уйм устанавливал покрытие агаром пластинки слоем

ί

Рис 5 21. Прибор для тонкослойного электрофореза с водяным охлаждением
пластинки фирмы Warner Chilcott Laboratories (с разрешения фирмы)

вниз таким образом, что слой соприкасался с агаровыми мости-
ками, а последние соприкасались с электролитом в электроли-
тических ячейках.

Описано множество приспособлений для тонкослойного
электрофореза. Здесь мы рассмотрим лишь наиболее типичные
из них. Применяются как вертикальные [323—326], так и го-
ризонтальные [327—330] устройства, которые существенно раз-
личны по конструкции. Обычно последние конструктивно проще.

Чтобы избежать повышения температуры в процессе электро-
фореза, хроматографическую пластинку можно охлаждать
петролейным эфиром. Хонегер [129] помещал пластинки для
ионофореза на охлаждаемую водой поверхность. Этот метод
охлаждения наиболее часто применяется при электрофорезе.
Устройства, в которых пластинки охлаждаются таким способом,
выпускают фирмы CAMAG, Pharmacia, К. Marggraf, Research
Specialities, Gelman, Desaga, Shandon, Turner, Analtech, E-C
Apparatus Corp. и Warner-Chilcott. Прибор последней фирмы
изображен на рис. 5.21.



168 Часть I

Реймонд [322] разработал прибор, пригодный как для гори-
зонтального, так и для вертикального электрофореза. Верти-
кальный электрофорез целесообразен лишь в том случае, если
используемый гель непроницаем для жидкости, в противном
случае трудно избежать перетекания электролита из верхней
электродной ячейки в нижнюю. В упомянутом приборе слой
геля толщиной 3 мм заключен между двумя параллельными
пластинками, охлаждаемыми водой. По окончании разделения
пластинки можно удалить, чтобы извлечь гель. При двухсто-
роннем охлаждении прибор работает без заметного повышения
температуры слоя при напряжении свыше 500 В и токе 200 мА.
Этот прибор выпускает фирма Е-С Apparatus Corp.

Поскольку сопротивление цепи в процессе электрофореза
меняется, Шеффер и Джонсон [331] сконструировали источник
питания, обеспечивающий постоянную силу тока даже при изме-
нении сопротивления нагрузки.

Тонкослойные пластинки с силикагелем, предназначенные
для электрофореза, можно приготавливать обычным способом.
Для приготовления суспензии используют либо воду, либо под-
ходящий буферный раствор. Высушенный слой можно насытить
водой, если при приготовлении суспензии применялся буферный
раствор, или, наоборот, буферным раствором, если для нанесе-
ния слоя использовалась водная суспензия. Контакт между
слоем и электролитическими ячейками осуществляется посред-
ством полосок фильтровальной бумаги, насыщенных тем же бу-
ферным раствором, что и слой силикагеля. Пастушка и Тринкс
[332] приготавливали тонкослойные пластинки несколько иным
методом. Полоски фильтровальной бумаги приклеивали к двум
краям обезжиренных стеклянных пластинок, причем клей на-
носили всего в нескольких точках, чтобы он не препятствовал
прониканию электролита в бумагу. Бумага должна была захо-
дить на край пластинки приблизительно на 10 мм. На другом
конце бумажной полоски, погружаемом в электролит, делали
многочисленные параллельные надрезы, чтобы улучшить капил-
лярность. После такой подготовки на пластинки наносили слой
адсорбента.

Методом тонкослойного электрофореза на силикагеле разде-
лены аминокислоты [129, 253, 333], пищевые красители, изго-
товленные из каменноугольных смол [334, 335], амины [129,
333], неорганические ионы [336, 337], нафтолы [333], фенолы
[332], фенолкарбоновые кислоты [332], алкалоиды [338], пеп-
тиды [253, 339, 340] и углеводы [341].

Реймонд и Вейнтрауб [342] первыми применили полиакрил-
амидный гель в качестве среды для тонкослойного электро-
фореза. Этот гель получают в результате полимеризации смеси
акриламида с Ν,Ν-метилен-бмс-акриламидом в буферных рас-
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творах. (Реакционную смесь необходимо защищать от атмо-
сферного кислорода.) При этом образуется прозрачный упругий
нерастворимый гель, пригодный для электрофореза. Процесс
идет без нагревания. В процессе полимеризации в геле обра-
зуются поперечные связи. Гели можно получать в присутствии
различных буферных растворов, поэтому они пригодны к упо-
треблению сразу после затвердевания. Смеси органических мо-
номеров для приготовления геля выпускают фирмы American
Cyanamid (циагонам-41) и Е-С Apparatus Corp. (Очистка ма-
териалов и приготовление геля описаны также в разделе, по-
священном изоэлектрической фокусировке.)

На тонких слоях акриламидных гелей были разделены
белки [130, 131, 322, 343], ферменты [344] и глобулины [345,
346].

Подвижность молекул с разной молекулярной массой в ге-
лях крахмала или акриламида можно варьировать, меняя кон-
центрацию гелей. Этот эффект выражен настолько сильно, что,
меняя концентрацию геля крахмала, можно даже изменить по-
рядок движения белков по этому гелю [347]. Орнстейн [348]
показал, что, меняя концентрацию полиакриламида, можно из-
менить размер пор. Реймонд и Оурел [130] и Реймонд и На-
камиши [131] использовали этот эффект в двумерной хромато-
графии (см. разд. 5а, гл. V).

Сефадекс выполнял роль среды при разделении белков [125,
349—351]. Ферменты, которые нельзя разделить методом элект-
рофореза на бумаге или тонких слоях крахмала без потери их
активности, можно выделить без потери активности после элект-
рофореза на сефадексе [349]. Иоханссон и Реймо [125] и Фа-
зелла и сотр. [350] использовали сефадекс для двумерного
тонкослойного разделения, в котором в одном направлении про-
водили тонкослойную гель-фильтрацию, а в другом — электро-
форез. При приготовлении тонких слоев сефадекса сухой поро-
шок смешивают с избытком подходящего буферного раствора
(1:7,5) и оставляют на 24 ч. После этого удаляют избыток
жидкости, полученный гель наносят на стеклянную пластинку и
выравнивают слой стеклянным прутком, перемещая его по на-
правляющим полоскам. Чтобы предотвратить потерю влаги
в процессе электрофореза, слой геля можно покрыть стеклян-
ной пластинкой.

Вендрили и сотр. [351] повышали твердость слоев сефа-
декса, вводя в них агарозу.

На тонких слоях целлюлозы разделяли нуклеозиды [352,
353], кислоты [354, 355], алкалоиды [356], пептиды [357] и
аминокислоты [358]. Результаты этих разделений сравнимы
с результатами разделений, проведенных методом электрофо-
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реза на бумаге. Применялись также слои из смеси целлюлозы
с силикагелем [359, 360].

Методом тонкослойного электрофореза на кизельгуре разде-
ляли пищевые красители, полученные из каменноугольных смол
[333, 334], амины и аминокислоты [129] и неорганические ионы
[335].

На оксиде алюминия тем же методом разделяли пищевые
красители [334], белки [361] и амины и аминокислоты [129]
и неорганические ионы [335].

В качестве среды для тонкослойного электрофореза исполь-
зовался также алебастр [362, 363].

Тонкослойный электрофорез можно применять и в двумер-
ном варианте разделения. Можно, например, проводить разде-
ление на гелях с различной концентрацией [364]. В этом слу-
чае на пластинку либо сразу наносят слои геля с разной
концентрацией, либо по окончании разделения в одном направле-
нии вырезают полоску геля, содержащую исследуемые компо-
ненты, и вводят ее в слой с другой концентрацией геля [365,
366]. Возможны также и другие комбинации, например разде-
ление на агаре в одном направлении и на крахмальном геле
в другом [367]. При разделении рибосомных белков проводили
электрофорез в одном направлении в щелочном буферном рас-
творе, а в другом направлении в кислотном буферном растворе
[368, 369]. Для разделения белков пригоден также двумерный
иммуноэлектрофорез [370, 371]. В этом случае второе разделе-
ние проводят на геле, содержащем антисыворотку.

Изоэлектрическая фокусировка

В 1912 г. Икеда и Судзуки [372] первыми выделили глута-
миновую кислоту методом электролиза, однако принципы, на
которых основан метод изоэлектрической фокусировки, впер-
вые сформулировали Уильяме и Уотермен [373]. Метод приоб-
рел практическое значение после опубликования работ Вестер-
берга и Свенсона [374, 375], в которых впервые были описаны
амфолиты, пригодные для получения градиента рН.

Этот метод предназначен для анализа и исследования фер-
ментов, гормонов и других амфолитов, представляющих интерес
для биологов. Разделение соединений основано на различии их
изоэлектрических точек. Метод можно определить как электро-
форез на слое с градиентом рН. Амфолиты перемещаются по
такому слою до тех пор, пока не достигнут такого места, где рН
равен их изоэлектрической точке. В этом месте они концентри-
руются в виде резко очерченной зоны. Следовательно, таким
образом можно не только разделить эти соединения, но и опре-
делить одновременно их изоэлектрические точки.

Этим методом разделяются вещества, которые не удается
разделить методом электрофореза. Правда, рерно и обратное:
методом электрофореза иногда удается разделить соединения,
не разделяющиеся электрической фокусировкой. Сочетание
этих двух методов позволяет добиться прекрасных результатов
при двумерном разделении.

Многие белки и другие амфолиты, которые ранее считались
го'могенными, при исследовании методом изоэлектрической фо-
кусировки оказались гетерогенными. Это объясняется тем, что
данным методом можно добиться разделения, не осуществимого
другими способами. В частности, можно разделить соединения,
р/ которых разнятся всего на 0,005 ед. рН [376]. Это возможно
лотому, что в то время, как при электрофорезе полосы посте-
пенно размываются, в процессе изоэлектрического разделения
полосы, наоборот, сужаются. По этой же причине рассматри-
ваемым методом можно обнаружить малые примеси (до 0,2 %
[377]). Поэтому изоэлектрическая фокусировка — ценный метод
окончательной очистки веществ.

Тонкослойную изоэлектрическую фокусировку можно прово-
дить на установках для тонкослойного электрофореза, как вер-
тикальных [323—326, 378, 379], так и горизонтальных [327—
328, 380, 384].

Оуде и сотр. [385] разработали установку, в которой хро-
матографическую пластинку помещают вниз слоем геля на
угольные электроды. При таком положении пластинки отпадает
необходимость в электродных ячейках. Перед установкой пла-
стинки в прибор катод смачивают 5 %-ным (по объему) раство-
ром этилендиамина, а анод — раствором фосфорной кислоты та-
кой же концентрации. Работая с этим прибором, желательно
использовать охлаждение, чтобы избежать чрезмерного повы-
шения температуры в процессе разделения.

Эйвител и Эльсон [384] также описали устройство, в кото-
ром электролитические ячейки с буферными растворами сое-
диняются со слоем геля без помощи мостиков из фильтровальной
бумаги. В этом устройстве у пластинок со слоем геля за-
гнутые края, которые погружаются в электродные камеры. Дру-
гое более простое приспособление, позволяющее избежать при-
менения бумажных мостиков, разработали Либек и Раттер
{382]. В этом устройстве гель на каждом краю слоя образует
стенку электродной ячейки и благодаря этому контактирует
с электродным раствором. В описанном устройстве исполь-
зуются покрытые гелем стеклянные пластинки, которые для
охлаждения можно поместить на металлический блок, охлаж-
денный до 4°С. (Если разделение проводится при низкой тем-
пературе, целесообразно покрыть поверхность геля листом
пластика, чтобы предотвратить конденсацию влаги на его
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поверхности.) Делинси и Радола [380] также использовали этот
метод для охлаждения пластинок, но электроды они соединяли
со слоем геля посредством фитилей из фильтровальной бумаги,
пропитанных соответствующим буферным раствором. Кридль
ихотр. [386] сконструировали камеру, охлаждаемую холодным
воздухом.

При приготовлении пластинок с гелями существует ряд спо-
собов повышения адгезии геля к подложке. Прежде всего пла-
стинки необходимо тщательно обезжирить спиртовым раство-
ром гидроксида калия. Финлейзен и Крамбах [387] нашли, что
адгезию геля к стеклянной поверхности можно повысить, если
покрыть стекло слоем линейного полиакриламида с большой
молекулярной массой (1 %-ным раствором гельамида 250
фирмы American Cyanamid). Они рекомендуют также заменить
полностью или частично этилендиакрилат на Ν,Ν'-метилен-
бмс-акриламид, чтобы повысить адгезию к стеклу. Уэйда и
Снелл [388], исходя из тех же соображений, проводили разде-
ление на стеклянных пластинках, обработанных абразивом.

Для изоэлектрической фокусировки особенно широко исполь-
зуются полиакриламидные гели, обладающие малым электро-
эндоосмосом. Конерт и сотр. [389] и Лорнинг [390] рекомен-
дуют для улучшения профиля разделения готовить гель из пред-
варительно очищенных реактивов. Эти авторы предварительно
проводили двукратную перекристаллизацию акриламида и
Ν,Ν'-метилен-бас-акриламида соответственно из ацетона и хло-
роформа.

Для разделения белков с молекулярной массой до 500 000
пригодны гели с содержанием 4% акриламида [380]. Послед-
ние готовят из исходных растворов, которые могут храниться
в темноте при 4°С в течение месяца. Исходные растворы при-
готавливают следующими методами:

1. Каталитический раствор: 1,12 мл Ν,Ν,Ν',Ν'-тетраметил-
этилендиамина и 11,2 мг рибофлавина растворяют в воде и до-
водят объем раствора до 100 мл.

2. Раствор акриламида: 0,64 г Ν,Ν'-метилен-быс-акриламида
и 24 г акриламида растворяют в воде и доводят объем рас-
твора до 100 мл.

Чтобы получить слой геля размером 20X10X1 мм, смеши-
вают 6 мл раствора акриламида, 1,6 мл каталитического рас-
твора и 0,7 мл 40 %-ного раствора амфолита-носителя (LKB
Producter-AB) и доводят объем смеси до 36 мл. Бин и Реш
[378]. рекомендуют фильтровать акриламидные смеси непосред-
ственно перед нанесением их на подложку, чтобы избежать по-
падания пылинок и волосков, которые могут мешать при фото-
графировании или количественной обработке полученных хрома-
тограмм.
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Ригетти и Драйсдейл [391] для улучшения консистенции
геля добавляли к нему 5—10 % глицерина, а Бейтс и Дейо [392]
повышали твердость и эластичность геля с помощью 3,5%-ной
добавки диметилсульфоксида.

Гели полимеризуются под действием света. Обычно для этого
достаточно в течение 30 мин облучать пластинку двумя люми-
несцентными лампами дневного света мощностью до 40 Вт,
установив их на расстоянии 15 см от пластинки.

Для разделения соединений с низкими молекулярными мас-
сами (менее 200 000) можно применять гели с более высокой
(5—6%) концентрацией [391]. И наоборот, для еще более вы-
сокомолекулярных (больше 500 000) соединений следует ис-
пользовать более разбавленные гели. Флорини и сотр. [393]
при анализе миозина применяли 2,6%-ный гель. Однако если
инициатором полимеризации служит рибофлавин, такие раз-
бавленные гели получают слишком мягкими, и потому указан-
ные авторы пользовались для этой цели 0,1 %-ным (масса/
объем) раствором персульфата аммония. Гель следует отмыть
от избытка персульфата, так как он может окислять легко
окисляющиеся соединения. Робинсон [394] промывал гели
в проточной дистиллированной воде в течение часа.

Амфолиты следует добавлять в промытые гели после того,
как последние станут прозрачными. Робинсон нашел, что при
нанесении амфолина на поверхность геля распределение полу-
чается неравномерным, что ведет к искажению градиента рН.
Этого можно избежать, если предварительно полностью высу-
шить гель и после этого вымочить его в 2 %-ном растворе амфо-
лина.

Одно из преимуществ тонкослойной изоэлектрической фо-
кусировки — малый расход амфолитов-носителей. Это очень
важное преимущество, так как поставляемый фирмами амфо-
лит (амфолин) очень дорог. Он представляет собой синтетиче-
скую смесь низкомолекулярных полиаминокарбоновых кис-
лот неизвестного состава.

Ввиду высокой стоимости готового амфолина Виноградов и
сотр. [395] исследовали возможность приготовления его в ла-
боратории и получили продукт, давший хорошие результаты
в интервале рН от 4 до 8. Приготовлен этот амфолит был по
следующей методике.

Реактивы. Акриловая кислота фирмы Aldrich, свежепере-
гнанная под вакуумом непосредственно перед использованием.
Пентаэтиленгексамин (ПЭГА) фирмы Union Carbide, также
перегнанный под вакуумом перед употреблением.

Методика. Акриловую кислоту в атмосфере азота добав-
ляют по каплям при энергичном перемешивании в раствор
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0,15 моля ПЭГА в 35 мл воды. Кислоту добавляют в течение
45—60 мин, пока соотношение азот : карбоксил в смеси не ста-
нет равным 2 : 1 . После этого смесь нагревают до 70сС, пере-
мешивают в течение 16—20 ч, охлаждают и разбавляют деиони-
зованной водой до концентрации 40% (мае. % ) .

Ландблед и сотр. [396] синтезировали более щелочные ам-
фолиты (с верхним пределом рН 11,1). В более поздних рабо-
тах Ригетти и сотр. [397, 398] рассматривается синтез и фрак-
ционирование амфолитов-носителей.

Концентрация амфолита-носителя имеет большое значение.
Конерт и сотр. [389] исследовали некоторые факторы, влияю-
щие на изоэлектрическую фокусировку. При содержании амфо-
литов порядка 1 % получить стабильный линейный градиент
рН не удавалось и приходилось увеличивать концентрацию до
2%. Эти авторы нашли также, что получить равномерный гра-
диент рН можно, заменив гидроксид натрия и серную кислоту
на аноде на 1 %-ную фосфорную кислоту, а на катоде — на
1 %-ный раствор этилендиамина. Применение более высоких
концентраций амфолитов не улучшало разделение, а лишь
уменьшало скорости перемещения белков.

При приготовлении тонких слоев полиакриламидных гелей
их можно заливать в промежуток между двумя стеклянными
пластинками, разделенными подходящей прокладкой. Боур
[399] силанизировал одну из пластинок, чтобы избежать при-
липания геля. Силанизирование проводилось одним из следую-
щих двух методов:

1. Пластинки в течение двух недель подвергали действию
паров дихлорметилсилана в закрытом боксе, установленном
в вытяжном шкафу, после чего тщательно промывали проточ-
ной водой.

2. Тщательно обезжиренные пластинки погружали в 2 %-ный
раствор диметилдихлорсилана в четыреххлористом углероде,
а потом давали растворителю улетучиться.

Чтобы избежать прилипания геля, можно также покрыть
стеклянную пластинку тонкой пленкой пластика, затем удалить
стекло и снять пластик, не повредив слоя геля.

Левин [400] рекомендует перед нанесением пробы подвер-
гать гель с амфолином предварительной электрофокусировке,
чтобы повысить воспроизводимость и добиться более опреде-
ленной интерпретации результатов. Целесообразно в одном ис-
следовании пользоваться амфолином из одной и той же пар-
тии, поскольку оказалось, что разные партии амфолина дают
несколько различное разделение [401]. При разных концент-
рациях амфолина из одной партии градиент рН также полу-
чается различным [392].
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Пробы необходимо предварительно обессоливать, чтобы
предотвратить искажение градиента [402]. Наносить пробы
можно несколькими различными способами. Их можно вводить
в прорези в геле, подобно тому как это делается при электро-
форезе, или в специальные углубления, сделанные при форми-
ровании слоя геля. Можно также просто медленно наносить
растворы на поверхность геля или накладывать на поверхность
геля полоски фильтровальной бумаги, пропитанные раствором
пробы. Однако лучше применить для этого полоски ацетилиро-
ванной целлюлозы [403], поскольку некоторые белки плохо
элюируются с фильтровальной бумаги [404]. Преимущество
тонкослойного метода разделения состоит в возможности на-
нести пробу как можно ближе к ее изоэлектрической точке. Это
позволяет избежать денатурирования белка, чувствительного
к изменению рН [394, 405, 406].

Следует опасаться возможности окисления легко окисляю-
щихся соединений. Это особенно относится к белкам, содержа-
щим SH-группу. Роль окислителя может играть кислород, обра-
зующийся на аноде, или персульфат, если он применялся в ка-
честве катализатора при полимеризации геля, поскольку отмыть
малые примеси этого соединения трудно. Попытки удалить пер-
сульфат путем предварительного электрофореза при рН 4,3 не
дали положительных результатов [407, 408]. Влияние персуль-
фата можно нейтрализовать, если добавить аскорбиновую кис-
лоту в качестве восстановителя [410]. Окислители можно уда-
лить также путем предварительного электрофореза с добавками
дитионата [410], гидрохинона, цистеина или тиогликолята
[408]. Возможность окисления можно уменьшить, если приме-
нить охлаждение геля. Авторы работы [394] показали, что
охлаждение в щелочной области не только уменьшает вероят-
ность окисления, но и улучшает разделение [394].

Джордан и Реймонд [411] предложили катализатор, содер-
жащий аскорбиновую кислоту, 0,0025 % сульфата железа (II)
и 0,03 % перекиси водорода. Для полимеризации полиакрила-
мидных гелей в кислотных системах они рекомендуют 30 %-ный
исходный раствор этого катализатора.

Не следует проводить процесс изоэлектрической фокуси-
ровки слишком долго, так как в этом случае градиент рН по
слою постепенно сглаживается [387]. Это явление известно как
«эффект плато». Сглаживание градиента происходит довольно
медленно. Вестерберг [409] предложил два способа устране-
ния «эффекта плато». Один из них заключается в том, что ам-
фолиты-носители добавляют после полимеризации геля. В дру-
гом способе гемоглобин или другой хорошо заметный белок
наносят на пластинку в двух местах — возле анода и возле ка-
тода. В тот момент, когда эти две полосы соединяются, данный
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белок находится в точке его фокуса. Затем проводят разде-
ление исследуемой пробы, увеличив длительность процесса на
25%, чтобы обеспечить фокусировку тех соединений, которые
движутся медленнее. Даже если амфолиты-носители добавлены
после полимеризации, все же рекомендуется не проводить экс-
перимент слишком долго.

Иногда приходится встречаться с артефактами, но при
тонкослойном разделении их можно легко распознать [412].
Для этого индивидуальные полосы фокусируют повторно, на-
нося пробы в различные точки геля.

Тонкослойная изоэлектрическая фокусировка дает очень хо-
рошие результаты при разделении сложных смесей и при
сравнительном исследовании серии проб в одних и тех же
условиях.

По достижении равновесия нужно измерять рН в ряде
близко лежащих точек по всей длине слоя геля. Это можно
сделать двумя способами. Можно вырезать пробы геля (кружки
диаметром 4 мм), вымочить каждую из них в 0,75 мл дистилли-
рованной воды в течение 2 ч и после этого определить рН рас-
твора [394]. При этом нельзя сильно разбавлять раствор, чтобы
не превысить буферную емкость амфолита. Согласно рекомен-
дации [380], объем воды не должен превышать семи объемов
геля. При измерениях в щелочной области для уменьшения по-
глощения диоксида углерода следует использовать кипяченую
воду или продувать растворы азотом. Чтобы электропроводность
была достаточной, добавляют небольшие количества (10 ммо-
лей) хлорида натрия. Другой, вероятно, более простой метод
определения рН состоит в непосредственном его измерении пу-
тем наложения на поверхность геля плоского мембранного
электрода (№ 14153 фирмы Instrumentation Laboratory, Inc. или
LOT 403-30-M8 фирмы Ingold, A. G.).

Обычно большинство ферментов в процессе изоэлектриче-
ской фокусировки не теряют своей активности, исключение со-
ставляют лишь некоторые металлсодержащие ферменты. Их
активность часто можно регенерировать, если добавить соот-
ветствующий ион металла в исследуемую смесь [413]. При об-
наружении ферментов методами, применяемыми в гель-электро-
форезе, может потребоваться добавка соответствующего буфера,
чтобы нейтрализовать влияние амфолитов.

Изоэлектрическую фокусировку успешно применяли в мик-
роанализе на слоях размером 8,2x8,2 или 9 x 9 см [399],
а также на предметных стеклах размером 7,5X2,5 мм [403].
В этом плане могут представлять интерес методы микроэлектро-
фореза, описанные Даамсом [316].

Поскольку в методах изоэлектрической фокусировки и
электрофореза разделение идет под действием разных факто-
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ров, естественно сочетать эти два метода в двумерном разде-
лении. Ригли и Шеферд [414] исследовали белок, извлеченный
из отдельного зерна пшеницы, методом гель-электрофокуси-
ровки, затем вводили разделенные компоненты в слой 12 %-ного
геля крахмала и проводили электрофорез в перпендикулярном
направлении. Число глиадиновых компонентов, разделенных та-
ким методом, было вдвое больше, чем при однократном разде-
лении каждым из методов в отдельности. Хотя изоэлектрическая
фокусировка первоначально предназначалась для разделения
в трубке, а не в тонком слое, в принципе метод остается одним
и тем же. Летнер [415] и Дейл и Летнер [416] применили опи-
санный двумерный метод на акриламидном геле в клинических
исследованиях для обнаружения различий в белках, входящих
в состав нормальной и патологической сыворотки. Другим при-
мером эффективности этого метода может служить работа Меко
и Стегемана [417], которым удалось распознать несколько ви-
дов растений, разделив извлеченные из клубней картофеля
растворимые белки.

Следующий шаг в развитии данного метода — сочетание
гель-электрофокусировки с градиентным гель-электрофорезом
[418]. При этом разделение происходит как по величинам р/,
так и по молекулярным массам. В этом случае могут представ-
лять интерес методы, применяемые при приготовлении гради-
ентных слоев для электрофореза [199—203, 370, 378].

Другой тип двумерного разделения с применением изоэлект-
рической фокусировки — это метод, в котором используется им-
мунодиффузия. В этом методе разделение проводят изоэлектри-
ческой фокусировкой на полиакриламидном геле, а затем фраг-
мент геля вводят в агарозу, содержащую антисыворотку. После
этого проводят электрофорез в направлении, перпендикулярном
первому разделению. Белки перемещаются в агарозу, и в ней
появляются зоны миграции антигенов-антител [419].

Агарозные гели также испытывались в качестве среды для
электрофокусировки [420—422], однако результаты оказались
не вполне удовлетворительными, поскольку полученные гради-
енты рН были недостаточно стабильными из-за проявления до-
вольно сильного электроосмоса.

Рейдола [423, 424] использовал для электрофокусировки
гранулированные гели, например сефадекс G-75 «сверхтон-
кий» или G-200 «сверхтонкий» фирмы Pharmacia и биогель
Р-60 (—400 меш) фирмы Bio-Rad Laboratories. Таким об-
разом удавалось устранить молекулярно-ситовые эффекты, наб-
людаемые при применении полиакриламидных гелей. На стек-
лянные пластинки наносили перечисленные гели в концентра-
циях соответственно 7,5, 4 и 5,4 г/100 мл. Амфолитом-носителем
служил амфолин, добавляемый в количестве 1 % (масса/объем),

12 Зак № 255
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а для стабилизации рН в щелочной области добавляли по
0,05—0,1 % аргинина и лизина. Далее гели высушивали до со-
держания воды около 80 %• В результате получались слои тол-
щиной около 0,6 мм (при надлежащем высушивании по краям
геля появлялись трещинки длиной 1—3 мм). Слой геля соеди-
няли с соответствующими электродными растворами полосками
из ацетилированной целлюлозы, пропитанными растворами сер-
ной кислоты (0,2 М) и этилендиамина (0,4 М). В зоне рН от 4
до 5 иногда для достижения необходимой стабильности прихо-
дилось увеличивать концентрацию амфолина до 2 %. Этот ме-
тод легко приспособить для препаративного разделения граммо-
вых количеств веществ путем простого увеличения толщины
слоя. Разделение при этом не ухудшается.

Существует несколько методик обнаружения полос белков,
разделенных методом изоэлектрической фокусировки. Однако
при применении некоторых детектирующих реактивов необхо-
димо перед опрыскиванием пластинки удалить из геля амфо-
литы-носители. Для этой цели Боур [399] промывал гели 6—
7 раз растворами трихлоруксусной кислоты с постепенно умень-
шающейся концентрацией (от 10 до 3%), причем каждая про-
мывка занимала 3 ч. После этого гели промывали смесью ме-
танол—уксусная кислота—вода (45 : 9 : 46) до тех пор, пока
рН геля не достигал величины 4,0. Это делалось с тем, чтобы
избежать осаждения красителя при более низких рН. Хемфрейс
[403] нашел, что при замене сульфосалициловой кислоты на
трихлоруксусную гель разрушается меньше, и использовал для
удаления амфолитов именно эту кислоту. Он проводил 4-крат-
ную промывку геля в течение 48 ч. Хейес и Уэлнер [425] при-
меняли для промывки смесь 5 %-ной трихлоруксусной и 5%-
ной сульфосалициловой кислот и затем воду.

Авторы работы [426] удаляли амфолин двумя различными
методами. По одной из методик фракции подвергали диализу
в подходящем буферном растворе. После этого проводили об-
ращенный диализ в растворе сульфата аммония для осаждения
белка, который затем удаляли центрифугированием. В соответ-
ствии с другой методикой объем фракции вначале уменьшали
с 3 до 2 мл ультрафильтрацией и после этого проводили диа-
лиз in situ в буферном растворе до тех пор, пока объем фрак-
ции не увеличивался в 2—3 раза. После этого объем снова
уменьшали отгонкой при уменьшенном давлении до окончатель-
ного требуемого объема, величина которого зависела от кон-
центрации белка.

Разработан ряд методов обнаружения белков, позволяющих
обойтись без длительной процедуры предварительной промывки.
Спенсер и Кинг [427] обрабатывали гели в течение ночи смесью
100 мл 10 %-ной трихлоруксусной кислоты, 100 мл 10 %-ной
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сульфосалициловой кислоты, 2 мл 1 %-ного раствора красителя
Coomassie Blue и 40 мл метанола. Ригетти и Драйсдейл [376]
модифицировали эту методику с тем, чтобы повысить чувстви-
тельность обнаружения и уменьшить фоновое окрашивание.
Для этого они выдерживали гель 4 ч и более при комнатной
температуре в растворе, содержащем 0,05 % красителя Coomas-
sie Blue и 0,1 % сульфата меди(II) в смеси уксусная кислота—
этанол—вода (2:5:13) и еще 4 ч в таком же растворе с умень-
шенной (0,01 %) концентрацией красителя. После окрашивания
избыток красителя удаляли промывкой смесью уксусная кис-
лота—этанол—вода ( 1 : 1 : 8 ) .

Фрейтер [412] опрыскивал пятна белков раствором, содер-
жащим 0,05 % красителя Fast Acid Blue (С. I. 44035) и 0,05 %
красителя Coomassie Violet R (С. I. 42650) в 5 %-ной уксусной
кислоте. Для обесцвечивания фона гель обрабатывали 4—5 ч
5 %-ной уксусной кислотой. Поскольку белки окрашиваются
по-разному, рекомендуется для достижения наилучших резуль-
татов испытать различные красители.

Ригетти и Драйсдейл [376] опубликовали обзор работ по
изоэлектрической фокусировке на гелях. Кроме того, этой теме
посвящена монография [427а], охватывающая ряд работ по
тонкослойному разделению.

Автоматизированная тонкослойная хроматография

Первый полностью автоматический прибор для ТСХ был
сконструирован в 1972 г. [428] и выпущен в продажу фирмой
J. Т. Baker. В этом приборе пробы автоматически наносились
на адсорбент, покрывающий тонким слоем 35-миллиметровую
майларовую пленку, намотанную на бобину. Пленка автомати-
чески проходила последовательно процедуры разделения, высу-
шивания, опрыскивания детектирующим реактивом и количест-
венного измерения интенсивности пятен. Однако в настоящее
время выпуск этого прибора прекращен, что, вероятно, объяс-
няется техническими неполадками.

Другой автоматический прибор для ТСХ был выпущен фир-
мой Ligtner Instrument Co В этом приборе пробы наносятся
на отдельные тонкослойные хроматографические пластинки
с помощью капилляра. Пробы помещаются в кассету, содержа-
щую 100 ячеек После нанесения пробы капилляр промывается
водой. Ηί ту же пластинку могут наноситься и стандартные
растворы. Пластинки с пробами перемещаются в камеры для
разделения, которые в количестве 10 штук размещены на по-
воротном столике. Там пластинки проявляются в течение за-
данного времени, затем извлекаются из камер и высушиваются.
После этого пластинки сканируются оптическим детектором
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в одном из трех возможных режимов и результаты измерений
регистрируются самописцем или цифропечатающим устройст-
вом. Прибор может измерять интенсивность флуоресценции,
поглощение в видимой области или гашение флуоресценции.
Опрыскивание детектирующим реактивом в этом приборе не
предусмотрено. По данным фирмы, стандартное отклонение при
анализах достигает 4—6 % •

Различные авторы автоматизировали и другие операции,
применяемые в ТСХ. Фосслиен [429] разработал устройство
для автоматической экстракции липидов и нанесения проб на
пластинки. Снайдер и Смит [430] для облегчения работы с ра-
диоактивными соединениями использовали систему, включаю-
щую автоматическое устройство для выскабливания пятен раз-
деленных компонентов, коллектор с автоматическим спектро-
метром, снабженным жидким сцинтиллятором, блок обработки
данных, перфоратор, вычислительную машину и электронное
устройство для построения графиков. Соскабливающее устрой-
ство обеспечивало автоматическое удаление с пластинки пятен,
отстоящих на 1, 2 или 5 мм от фронта растворителя. Фосслиен
и сотр. [431] разработали управляемый компьютером соскаб-
ливатель, пригодный для последовательного извлечения выбран-
ных пятен с любой точки поверхности стандартной пластинки.
Кейзенг и сотр. [432] также сконструировали подобное полу-
автоматическое устройство.

Рядом авторов разработаны приспособления для автомати-
ческого проявления. По-видимому, наиболее простое из них опи-
сано Измаилом и Харкнесом [433]. В этом приборе исполь-
зуется модифицированный будильник, который приводит
в действие кран и обеспечивает добавление растворителя
в проявительную камеру по истечении 4 ч, требуемых для при-
ведения пластинок в равновесие с парами растворителя. Саун-
дерс и Снайдер [434] описали устройство, в котором адсорбент
был нанесен на поверхность цилиндра. Цилиндр в процессе раз-
деления медленно вращался таким образом, чтобы расстояние
между фронтом растворителя и его уровнем в резервуаре со-
хранялось неизменным. Халпаап и Боуш [435] аналогичным об-
разом проводили элюирование на гибких хроматографических
пластинках, которые приводились в движение роликами, разме-
щенными в камере для разделения и над нею. В последних
двух устройствах элюирование происходит с постоянной ско-
ростью. Однако они мало пригодны для использования, если
в разделяемой смеси наряду с веществами со средними и высо-
кими значениями Rf присутствуют также медленно движущиеся
компоненты. Шнек и сотр. [436] сконструировали автоматиче-
скую камеру для разделения, снабженную реле времени, фото-
элементом, различными реле и электромагнитными клапанами.
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Процесс разделения в этом устройстве контролируется либо
фотоэлементом, либо реле времени. Прибор пригоден как для
одно-, так и для двумерной тонкослойной хроматографии. Кон-
струкция его такова, что при переключении мотора меняется
направление вращения и можно осуществить разделение в дру-
гом направлении. Возможно также многократное или ступенча-
тое разделение. Устройство прибора просто и остроумно. Филп
[437] описал автоматическое устройство для разделения другой
конструкции. В нем растворитель поступает в камеру для раз-
деления под действием силы тяжести, а по окончании сливается
и вновь подается в исходный резервуар с помощью насоса.
С пластинки растворитель удаляется током азота или воздуха,
и процесс разделения можно повторить несколько раз с приме-
нением одного и того же или разных растворителей, если нужно
осуществить многократное или ступенчатое разделение. Имеется
также приспособление для поворачивания пластинки при дву-
мерной хроматографии. Устройство управляется автоматически
с помощью 12-позиционной перфоленты и 20 цифровых селек-
торов.

Перри и сотр. [438, 439] разработали прибор для автомати-
ческого многократного разделения. На хроматографическую
пластинку после нанесения пробы накладывают стеклянную
пластинку, опирающуюся на разделительные прокладки. Полу-
чается сэндвичевая пластинка, которую погружают краем в ре-
зервуар с растворителем. Время разделения контролируется
программным устройством. По истечении заданного промежутка
времени растворитель с пластинки испаряется под действием
нагревания, потока инертного газа или того и другого одновре-
менно. В процессе испарения пластинка остается погруженной
в резервуар с растворителем, защищенный экраном. По окон-
чании испарения нагреватель выключается и разделение повто-
ряется в течение несколько большего периода времени, после
чего повторяется цикл испарения. Устройство позволяет в слу-
чае необходимости провести до 99 циклов разделения. С целью
демонстрации возможностей этого прибора он был включен
на непрерывную работу в течение 72 ч. За это время было вы-
полнено 68 многократных разделений [440]. Описанный прибор
выпускает фирма Regis Chemical Co. При повторных разделе-
ниях пятна компонентов концентрируются. Это объясняется
тем, что при каждом последующем цикле разделения раствори-
тель достигает вначале нижнего края пятна и успевает переме-
стить его вверх прежде, чем увлажнится верхняя часть пятна.
Описан также модифицированный вариант этой методики [439,
440]. Хроматографический слой покрывается экраном со щелью
шириной 3 мм, расположенной над линией пятен разделяемых
компонентов. При нагревании слоя растворитель прежде всего
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испаряется из зоны, расположенной непосредственно под щелью.
В результате растворитель с крайних частей слоя устремляется
в центральную зону и двигает пятна разделенных компонентов

Рис. 5 22. Прибор для автоматического элюирования с тонкослойных хромато-
графических пластинок (с разрешения фирмы CAMAG).

к центру. Описанный метод называется «центрированным мно-
гократным разделением».

Автоматизация иного рода применена в приборе, сконструи-
рованном Фолком и Кремменом [441]: разделенные компо-
ненты можно элюировать непосредственно с хроматографиче-
ской пластинки, минуя операцию соскабливания пятен. Этот
прибор, известный под названием «Элюхром» (рис. 5.22), вы-
пускает фирма CAMAG. При работе на этом приборе вокруг
пятен требуемых соединений делают ряд кольцевых царапин
{до шести). Таким путем пятна изолируют от остальной части
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слоя. После этого элюционные камерь! закрепляют на изолиро-
ванных пятнах и на пластинку возле каждой камеры постепенно
подают с помощью шприца от 1 до 5 мл элюента. Скорость по-
дачи растворителя можно менять в зависимости от скорости де-
сорбции соединений. Элюат собирают с противоположной сто-
роны камер в подходящий контейнер. По окончании элюирова-
ния сжатым воздухом сдувают остаток растворителя и высуши-
вают слой. В течение всего 10 мин прибор можно настроить на
автоматическое элюирование, и оператор может заниматься
другими делами, тогда как соединения будут элюироваться ав-
томатически. Согласно данным работы [442], полнота элюиро-
вания достигает 99 %.

Одной из форм автоматизации можно считать применение
компьютеров, однако они используются в основном в количест-
венном анализе.
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Во многих случаях можно использовать специфические ре-
акции, позволяющие получить обширную информацию о неиз-
вестном соединении при ничтожной затрате исходного вещества.
Химические реакции, применяемые в ТСХ, можно свести в таб-
лицу, и, вероятно, ознакомившись с этой таблицей, хроматогра-
фист придумает новые варианты * этого метода.

Инертность материалов, используемых в ТСХ, делает их
идеально пригодными для применения сильнодействующих ре-
активов. Миллер и Кирхнер [1] в 1953 г. впервые высказали и
развили идею о возможности проведения химических реакций
непосредственно на хроматографических пластинках. В этом
методе пробу можно поместить на пластинку и нанести на пробу
реактив. По завершении реакции можно путем элюирования со-
ответствующим растворителем разделить продукты реакции.
В тех случаях, когда этот метод непригоден, реактив и исходное
соединение, согласно предложению Метиса и Оуриссона [2],
можно смешать в микроколичествах в маленькой пробирке
или в капилляре. Полученную смесь можно после этого нанести
непосредственно на хроматографическую пластинку. Зная
величины Rf исходного соединения и продуктов реакции, не-
редко можно с уверенностью идентифицировать соединение.
Так, например, если пробу цитраля нанести на пластинку с си-
ликагелем и добавить каплю 30%-ного пероксида водорода,
а затем облучить в течение 10 мин УФ-светом, то в результате
окисления образуется гераниевая кислота. На другую пробу
цитраля можно нанести каплю 10 %-ного раствора алюмогид-
рида лития в эфире. При этом происходит восстановление цит-
раля в гераниол. Проведя хроматографирование и найдя зна-
чения Rf продуктов этих двух реакций, а также величину Rf
исходного соединения, легко идентифицировать последнее.
Многочисленные примеры, приведенные в данной главе
(табл. 6.1), иллюстрируют не^только универсальность этого ме-
тода, но и широкие возможности применения тонкослойной
хроматографии для анализа многих соединений различных ти-
пов. Впрочем, в такой демонстрации нет особой необходимости,
если принять во внимание огромное количество описанных в ли-
тературе разделений разнообразных соединений на различных
адсорбентах.

Реакции на пластинках нередко проходят не полностью,
в результате чего в смеси присутствуют как исходное соедине-
ние, так и продукты реакции.

1. ОКИСЛЕНИЕ

Пятно окисляемой пробы помещают на стартовой линии и
наносят на него каплю насыщенного раствора хромового ангид-
рида в ледяной уксусной кислоте. Некоторые соединения можно
окислить действием 30 %-ного раствора пероксида водорода при
10-минутном облучении УФ-светом [1].

Кофод и сотр. [3, 4] окисляли фенотиазины в соответствую-
щие сульфоксиды после разделения на силикагеле путем обра-
ботки пятен 10—20 °/о-ными растворами пероксида водорода.
По-видимому, в результате окисления 30%-ным раствором пе-
роксида водорода с последующей сушкой горячим воздухом
образовывался другой продукт со значением Rf меньшим, чем
у сульфоксида; можно предположить, что это был сульфон.

Огнянов [5, 6] после разделения обрабатывал пластинку
озоном, чтобы сделать пятна компонентов видимыми. Разу-
меется, эту реакцию можно провести и до разделения. В этом
случае после нанесения пробы пластинку помещают в эксика-
тор, в газовой фазе которого содержится 10—15 % озона. Че-
рез 15—20 мин пластинку извлекают и выдерживают на воз-
духе, чтобы удалить избыток озона.

Фурмен и Джераломон [7] исследовали пригодность этой
реакции для идентификации большого числа соединений с при-
менением различных реактивов для обнаружения продуктов
окисления. Парафиновые углеводороды и алифатические амины
обрабатывали озоном не при комнатной температуре, а при
55—90°С. Перед опрыскиванием пластинки детектирующим ре-
активом необходимо удалить с нее избыток озона.

Вейдемен [8] окислял 2-дезоксиполиолы на силикагеле
0,1 %-ным раствором йодной кислоты в 20%-ной ортофосфор-
ной кислоте при 15-минутном нагревании при 50°С. Избыток

* Полезные сведения для проведения химических реакций с целью улуч-
шения разделения, а также для селективного детектирования читатель может
найти в следующих книгах: 1) Черонис Н. Д., Ма Т. С. Микро- и полумикро-
методы органического функционального анализа.— М.: Химия, 1973; 2) Инст-
рументальные методы анализа функциональных групп органических соедине-
ний. Под ред. С. Сиггиа.— М.: Мир, 1974.— Прим. ред.

13*
г
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Результаты хроматографической идентификации терпенов и других
на пластинках с крем

Создизчиг

Карвеол

Линалоол

Гераниол

а-Терпинеол

Нопол

Метилгептенол

Октиловый
спирт

Нерол

Пулегон

Метилгептенон

Карвон

Цитр а ль

Лауриновый
альдегид

Циннамальде-
гид

Цитронеллол

Фурфураль

Монооксид
линалоола

Терпеншгацетат

Линалоил-
ацетат

Карвилацетат

Геранилацетат

Перилацетат

Окисление
СгО3

 в

Карвон

Цитраль

Цитраль

Не реагирует

Не реагирует

Метилгептенон

Цитраль

Не реагирует

Не реагирует

Не реагирует

Не реагирует

Восстановление

изопропоксид

алюминия г

Не реагирует

Не реагирует

Метилгептенол

Карвеол

Гераниол

Циннамиловый
спирт

Не реагирует

алючогидрид
лития

Пулегол в

Карвеол в

Гераниол в

Циннамиловый
спирт в

Восстановле-
ние в

Терпинеол в

Нерол г

Дегидратация,
H 2 S O 4

B

Углеводород

Углеводород

Углеводород

Углеводород

Не реагирует

Не реагирует

Углеводород

Не реагирует

Не реагирует

Не реагирует

Не реагирует

Не реагирует

Не реагирует

Не реагирует

Следы углево-
дорода

Следы углево-
дорода

Не реагирует

а С разрешения Am. Chem. Soc.
6 «Не реагирует» означает, что не наблюдается никаких продуктов реакции,

даются из-за мешающего действия уксусной кислоты. При реакции дегидратации
родов.

в Реакция проводится непосредственно на пластинке.
г Реакцию проводят в пробирке и полученную смесь хроматографируют.
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компонентов эфирных масел с использованием химических реакций
невой кислотой [1] а · б

Таблица 6 1

Гидролиз, КОН Г

Производные

семикарбазон1

Не реагирует

Семикарбазон

Не реагирует

2 семикарба-
зона

Семикарбазон

Семикарбазон

Семикарбазон

3,5-динитробен-

Не peain-
рует

Бензоат

Не реаги-
рует

Бензоат

Бензоат

Терпинеол
Линалоол

Карвеол

Гераниол

Нерол

При окислении цитраля до гераниевой кислоты продукты окисления не наблю-
надпись «не реагирует» означает, что не наблюдается образование углеводо-

фенилгидразон'

Гидразон

Гидразон

Не реаги-
рует

Гидразон

Гидразон

Гидразон

Гидразон

фенилизоцианат г

Карбамат

Карбамат

Карбамат

Не реаги-
рует

Карбамат

Карбамат

Карбамат
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йодной кислоты он разрушал диоксидом серы, после чего опры-
скивал пластинку детектирующим реактивом.

Фрийнс [9] окислял резерпин и ресциннамин, экспонируя
полученные хроматограммы на дневном свету в расчете на
спонтанное окисление соединений кислородом воздуха до 3-окси-
производных. Уилк и сотр. [10] окисляли нафтиламин на слоях
силикагеля кислородом воздуха при 100 °С в течение 10 мин
после опрыскивания трифторуксусной кислотой

Касс и Матис [11] окисляли алкалоиды на пластинке 10 %-
ным раствором хромовой кислоты в ледяной укс>сной кислоте.
В другом случае алкалоиды окисляли и-нитробензойной кисло-
той в капиллярах и уже после этого наносили пробу на пла-
стинку.

Чтобы разделить стрихнин и бруцин, Русики и Хеннеберг
[12] наносили бихромат калия на пробу в стартовой точке.
Далее пробу элюировали смесью бутанола и 36%-ной соляной
кислоты. Бруцин окислялся бихроматом до о-хинона, который
оставался в стартовой точке, а стрихнин перемещался по слою
адсорбента. Мейлинс и Менгольд [13] и Менгольд [14] при раз-
делении насыщенных жирных кислот и сложных эфиров в при-
сутствии ненасыщенных соединений обрабатывали хромато-
грамму смесью надуксусная кислота—уксусная кислота—вода
(2:15:3) . Таким образом, окислитель вводился непосредст-
венно в элюент. Благодаря этому ненасыщенные соединения
окислялись и двигались вместе с фронтом растворителя.

Хеммон и Мартин [15], чтобы окислить 17-оксикортикосте-
роиды до 17-кетостероидов, дважды опрыскивали пластинку
10 %-ным водным раствором иодата натрия и нагревали ее
приблизительно до 50°С.

Гарднер [16] при двумерном хроматографическом разделе-
нии фосфорорганических пестицидов после первого разделения
окислял компоненты смеси парами брома, затем проводил раз-
деление в перпендикулярном направлении и после этого детек-
тировал разделенные компоненты с помощью реакции ингиби-
рования ферментов (Т-113).

Матис и Оуриссон [2] окисляли пробы в капиллярах и-нит-
ронадбензойной кислотой, гипобромитом натрия и тетраокси-
дами осмия и рутения.

2. ВОССТАНОВЛЕНИЕ

При восстановлении алюмогидридом лития на пятно пробы
наносят каплю 10 %-ного раствора этого реактива в эфире. При
этом не следует наносить слишком большой избыток реактива,
поскольку он энергично реагирует с водой, содержащейся в элю-
енте, а в некоторых случаях и с самим элюентом. Избыток ре-
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актива можно удалить с пластинки медицинской пипеткой. При
восстановлении сложных эфиров необходимо проводить реакцию
в маленькой пробирке или капилляре и лишь потом наносить
пробу на пластинку. Таким же образом рекомендуется прово-
дить предварительные реакции и при восстановлении проб изо-
пропоксидом алюминия Для этого вводят в маленькую пробирку
каплю раствора пробы, добавляют к ней каплю раствора, со-
держащего 5 г изопропоксида алюминия в 50 мл бензола, и на-
гревают до появления капель конденсата на холодной части
пробирки. Пробирку центрифугируют и после этого наносят
каплю реакционной смеси на хроматографическую пластинку.

Хемман и Мартин [15] восстанавливали стероиды свеже-
приготовленным раствором, состоящим из равных объемов 10 %-
ного спиртового раствора борогидрида натрия и 0,1 н. раствора
гидроксида натрия. Восстановление проводили в течение 30 мин
и избыток реагента нейтрализовали 25 %-ным раствором кис-
лоты. Смит и Прайс [17] нашли, что для восстановления
7-кетохолестерина достаточно обработать его в течение 5 мин
1 %-ным раствором борогидрида натрия в метаноле. Аналогич-
ный метод был использован для восстановления гидроперекисей
стеринов [18]. Полесук и Ма [19] и Касс и Матис [11] восста-
навливали алкалоиды, опрыскивая пластинку раствором боро-
гидрида натрия. Глейзер и сотр. [20] восстанавливали дисуль-
фиды опрыскиванием свежеприготовленным 0,4 %-ным раство-
ром борогидрида натрия в 95 %-ном этаноле. Реакцию прово-
дили в течение 15—20 мин, после чего избыток реагента разла-
гали смесью ледяная уксусная кислота — 6 н. соляная кислота —
ацетон (8 :2 :90) .

Кауфман и Хо [21], Кауфман и сотр. [22] и Кнаппе и Пе-
тери [23] использовали каталитическое гидрирование непосред-
ственно на пластинке. Для этого на слой наносили каплю 2%-
ного коллоидного раствора палладия, высушивали пластинку
в течение часа при 80—90°С, наносили пробу на участок слоя,
содержащий палладий, и гидрировали в течение часа в эксика-
торе, заполненном водородом. Кауфман и сотр. [21, 22] таким
методом осуществили двумерное разделение трудно разделяю-
щихся пар жирных кислот (рис. 6.1). Эти авторы вначале про-
водили распределительное хроматографическое разделение в од-
ном направлении, после этого наносили катализатор, гидриро-
вали и вновь проводили распределительное разделение в дру-
гом направлении. Уиленд и Оттенхейм [24] для определения
структуры аминокислот обрабатывали несколько миллиграм-
мов аминокислоты азидом карбобензилокси-ь-аминокислоты и
удаляли защитную группу гидрированием, для чего пятно пробы
смачивали раствором хлорида палладия.
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Греф и Хоппе [25], чтобы обнаружить на пластинке нитро-
соединения, восстанавливали нитрогруппу до аминогруппы, оп-
рыскивая пластинку свежеприготовленным раствором, содер-
жащим смесь 3 мл 15 %-ного раствора хлорида цинка, 15 мл
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Рис. 6.1. Разделение смеси жирных кислот методом двумерной хроматографии
с применением гидрирования на пластинке [9] (с разрешения авторов и Indust-
riverlag von Hernhaussen K G ) ·

Адсорбент — кизельгур G, пропитанный ундеканом; растворитель — смесь уксусная кис-
лота—ацетонитрил (3 2), на 80 % насыщенная ундеканом, детектирующий реактив —
родамин В Разделение в поперечном направлении проводилось после гидрирования с ис-
пользованием коллоидного палладия в качестве катализатора (заштрихованная область).
Размер пробы — 5 мкг каждого соединения Стартовая точка А лауриновая (Ла) мири-
стиновая (М), пальмитиновая (П), пальмитоиловая (По), стеариновая (С), олеиновая (О),
линоленовая (Л), линолевая (Ле) и эруковая (Эр) кислоты Стартовая точка Б ла}ри-
новая (Ла), миристиновая (М), пальмитиновая (П), стеариновая (С) и бегеновая (fee)
кислоты

соляной кислоты и 180 мл воды. Эту реакцию можно также про-
водить на пластинке перед хроматографическим разделением.
Ясуда [26] восстанавливал нитрогруппы путем введения вос-
становителя (цинка) непосредственно в слой адсорбента. Тоули
[27] восстанавливал 3,5-динитробензоаты и 2,4-динитрофенил-
гидразоны, вводя в слой силикагеля тонкий порошок металличе-
ского олова в количестве 5 %. После разделения пластинку
помещали в камеру, содержащую пары хлористого водорода.
Попытки вводить порошки цинка или олова в слои целлюлозы,
предпринятые Бертоном [28], не дали удовлетворительных ре-
зультатов. Бертон нашел, что при работе с целлюлозой поро-
шок цинка следует напылять на ее поверхность ровным слоем.
Этим методом он пользовался для восстановления 3-оксифла-
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ванонов. Даже при работе с силикагелем цинк нельзя вводить
непосредственно в слой, если для разделения используются
кислые элюенты. Однако после разделения цинк можно напы-
лить в виде суспензии в ацетоне. Шутц и Шиндлер [29] восста-
навливали нитрогруппы в пестицидах, опрыскивая пластинки
кислым раствором хлорида титана (III).

Тайрер и сотр. [30] восстанавливали соли тетразолия до
окрашенных формазанов, обрабатывая пятно пробы каплей рас-
твора сульфида аммония. Обработанную пластинку нагревали,
чтобы испарить избыток реактива. Наряду с парами сульфида
аммония использовался также щелочной раствор аскорбиновой
кислоты.

Накамура и Тамура [31] восстанавливали S-алкилтиосуль-
фаты и S-арилтиосульфаты (так называемые «соли Банте»),
опрыскивая пластинки свежеприготовленным раствором, содер-
жащим 154,2 мг дитиотреита в 50 мл 0,05 Μ раствора трис-
буфера (рН 9,20) с добавкой 93,1 мг двузамещенной натриевой
соли ЭДТА. Соли Банте уже через 5 мин восстанавливались до
сероводорода и соответствующих тиолов. Эти же авторы восста-
навливали дисульфиды свежеприготовленным 2%-ным раство-
ром цианида калия в 95%-ном метаноле. После опрыскивания
пластинку оставляли на 5 мин.

Скотни и Трутер [32] восстанавливали ΙΙ-β-оксипероксилано-
стенилацетат до 11-оксоланостенилацетата, опрыскивая пятно
пробы на слое силикагеля смесью 5 %-ного водного раствора
железных квасцов, метанола и эфира ( 2 : 1 : 1 ) .

3. ДЕГИДРАТАЦИЯ

Терпеновые спирты переводили в углеводороды, нанося на
пятно пробы каплю концентрированной серной кислоты, после
чего пробу элюировали гексаном. Образовавшиеся в результате
реакции углеводороды легко перемещались из реакционной зоны,
тогда как кислородсодержащие соединения оставались на месте
[1]. Дегидратацию в капиллярах проводили с помощью рас-

твора оксихлорида фосфора в пиридине [15]. Таким же обра-
зом использовали комплекс хромовой кислоты с пиридином
[33]. Для проведения реакции к смеси 40 мкл безводного пи-
ридина с 4 мг тонкого порошка хромового ангидрида добавляли
раствор, содержащий 5 мг исследуемого соединения в 50 мкл
безводного пиридина. Смесь выдерживали 12 ч при комнатной
температуре, отбирали пробу объемом 10 мкл и наносили ее на
хроматографическую пластинку.

Авторы работ [9, 34] показали, что некоторые алкалоиды
можно дегидратировать простым нагреванием при 105—120°С
непосредственно на пластинке.
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4. ГИДРОЛИЗ

Беггиолини и Дыоельд [35] проводили гидролиз эфиров
n-аминобензойной кислоты и сульфонамидов непосредственно
на пластинке, помещая последнюю в атмосферу концентриро-
ванных паров соляной кислоты при 100 °С. Картниг и Вегшей-
дер [36] применили аналогичную методику для гидролиза некото-
рых сапонинов и гликозидов [37]. Гликопептиды гидролизовали
4 н. соляной кислотой непосредственно на хроматографи-
ческой пластинке при 100—105 °С в закрытой камере [38]. Ни-
трилы гидролизовались с образованием соответствующих аммо-
нийных солей. Для проведения этой реакции пластинку опрыс-
кивали смесью 2 н. раствора серной кислоты с пероксидом
водорода (9:1), высушивали 40—60 мин на воздухе, покрывали
другой стеклянной пластинкой и нагревали 7—8 мин при 120°С.
Другой способ гидролиза нитрилов—12-часовая обработка
пластинки парами хлористого водорода при 50°С [40]. Шмид
и Менгольд [41] для расщепления альдегидрогенных липидов
помещали пластинку на 5 мин слоем вниз на чашку с концен-
трированной соляной кислотой, нагретой до 40—50°С. Вайза-
натан и др. [42] использовали этот метод в несколько модифи-
цированном виде для количественного определения альдегидов,
выделяющихся из смеси фосфатидов алкенилацил- и диацил-
этаноламина. Андерсон и др. [43] исследовали эту реакцию и
нашли, что в указанных условиях она проходит не полностью
и, чтобы эта реакция прошла до конца, ее следует проводить,
встряхивая смесь в пробирке с концентрированной соляной ки-
слотой. Однако совершенно необязательно, чтобы липиды элюи-
ровались с силикагеля первыми. Оуэне [44] провел специфич-
ный гидролиз плазмалогенов до (2-ацил)лизофосфолипидов,
опрыскивая пластинку раствором хлорида ртути.

Чтобы расщепить сульфаты стероидов, Пейн и Мейсон [45]
выдерживали пластинку 3 ч в парах смеси соляная кислота —
диоксан (90: 10). Хервиц [46] для этой же реакции применял
раствор 0,1 мл концентрированной серной кислоты в 9,9 мл
Диоксана или ацетона. Однако натриевая соль сульфата тестос-
терона под действием ацетонового раствора не менялась и лишь
слегка реагировала с диоксановым раствором. Напротив, на-
триевая соль сульфата эстрона полностью гидролизовалась
диоксановым раствором; ацетоновый раствор вызывал еще более
интенсивный гидролиз. Шутц [47] для одновременного гидро-
лиза и восстановления нитрацепама и его основных метаболи-
тов опрыскивал пластинку раствором хлорида титана(III).
После этого слой адсорбента покрывали стеклянной пластинкой
и нагревали 10 мин при 100°С. Кертис и Мюллер [48] гидроли-
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зовали триметилсилильные эфиры стероидов, опрыскивая плас-
тинку смесью метанол — концентрированная серная кислота
(1:1) .

Карбаматы гидролизовали до соответствующих фенолов,
опрыскивая слой 5%-ным раствором гидроксида калия [49].
Маркус и Ма [50] проводили гидролиз эфиров флавона сле-
дующим образом: опрыскивали пластинку 2 н. раствором гид-
роксида натрия, выдерживали ее 45 мин при комнатной темпе-
ратуре, нагревали 5 мин при 110°С и затем опрыскивали смесью
уксусная кислота—вода (1:1) . Если нужно было гидролизо-
вать сложные эфиры, каплю исследуемой смеси смешивали
с каплей раствора гидроксида калия в этиленгликоле (6 г на
100 мл) в маленькой пробирке [51] и нагревали до появления
кольца конденсата на холодной части пробирки. Конденсат
стряхивали в реакционную смесь центрифугированием и нано-
сили смесь на хроматографическую пластинку. Касс и Ма-
тис [9] омыляли алкалоиды, нагревая их в капилляре при 100°С
в течение часа с 0,1 н. спиртовым раствором гидроксида калия.

Барни [52] в качестве реагента для гидролиза многих фос-
форорганических соединений готовил смесь 11,2 мл 57 %-ной
соляной кислоты (не содержащей ингибиторов) с 50 мл ледя-
ной уксусной кислоты и доводил объем смеси водой до
100 мл. Хроматографическую пластинку, опрысканную указан-
ной смесью, выдерживали 15 мин при 250°С. Эскью и др. [53,
54] модифицировали эту методику следующим образом. Перед
нагреванием на слой адсорбента накладывали вторую стеклян-
ную пластинку и укрепляли ее зажимами. В этом случае гид-
ролиз можно проводить при более низкой температуре (180°С).
Таким методом можно гидролизовать триметил-, триэтил- и
трибутилфосфаты, однако трифенил- и трикрезилфосфаты не
гидролизуются.

5. ГАЛОГЕНИРОВАНИЕ

Для разделения холестанола и холестерина, содержащихся
в смеси стероидов, Каргил [55] подвергал ее бромированию.
С этой целью на пятно пробы на пластинке наносили каплю
0,1 %-ного (масса/объем) раствора брома в хлороформе. Коли-
чество добавленного брома превышало массу пробы в 2—3 раза.
После обработки хроматограммы смесью бензол — этилацетат
(2:1) холестанол можно было легко отличить от продуктов
бромирования холестерина. С помощью аналогичного метода
разделены фенилбутазон и преназон [56]. Авторы работы [57]
бромировали пятна пробы в стартовой точке, чтобы разделить
и идентифицировать близкие по свойствам барбитураты и тио-
барбитураты. Эти же авторы указывают, что во многих случаях
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реакции проходят не полностью или имеют место цепные ре-
акции. В результате образуется ряд характерных продуктов,
что облегчает идентификацию. Шутц и Шутц [58,59] разделили
барбитураты на группы в соответствии с типом их реакции
с бромом. Кауфман и др. [21, 22, 60] использовали несколько
иную методику бромирования на пластинках. Анализируя
трудно разделяющиеся жирные кислоты, они проводили бро-
мирование непосредственно в процессе разделения. Элюентом
в данной ситуации служила смесь уксусной кислоты и ацето-
нитрила (1:1) с добавкой 0,5 % брома.

Копиус Пирбум и Бикс [61] с помощью аналогичного ме-
тода отделяли холестерин от близкого по свойствам брассикас-
терина. Колер и др. [62] этим методом проводили предвари-
тельное разделение насыщенных и ненасыщенных жирных ки-
слот перед газохроматографическим анализом.

Полесук и Ма [63] хлорировали на слое силикагеля аце-
танилид, л-хлорацетанилид и 2,5-дихлорацетанилид. Пластинку
помещали на 20 с в сосуд, заполненный хлором, и выдерживали
5 мин при 60°С в сушильном шкафу с принудительной циркуля-
цией воздуха. Ацетанилид хлорировался полностью с образо-
ванием пяти продуктов, «-хлорацетанилид реагировал частично
с образованием трех продуктов, а 2,5-дихлорацетанилид реаги-
ровал примерно на 50 % с образованием двух полихлорсодер-
жащих соединений.

Уилк и Брилл [64] обрабатывали пятна алкалоидов на хро-
матографической пластинке парами иода. При этом образо-
вывался ряд производных, и по расположению пятен на плас-
тинке можно было осуществить идентификацию исходных
соединений. Уилк и сотр. [10] обрабатывали пластинку с нане-
сенными на них пробами полиядерных ароматических углево-
дородов парами иода в затемненной камере в течение различ-
ных промежутков времени (от нескольких минут до нескольких
часов) до завершения реакции. О полноте иодирования судили
по интенсивности окраски пятен. Далее избыток иода удаляли
и элюировали пластинку соответствующим растворителем. Ана-
логичный метод был использован при анализе ряда аромати-
ческих аминов. Шмидт [65] нашел, что из 43 исследованных им
фармацевтических препаратов 23 реагировали с иодом непо-
средственно на пластинке. Уилк и Тауп [66] исследовали про-
цесс дегидратации холестерина, адсорбированного на хромато-
графических пластинках и обработанного парами иода. Эти
авторы выделили пять соединений: производные димера и три-
мера холестерина, тример, 1-изопропил-4-метилпицен и 10-изо-
пропил-7-11Н-индено-2,1-фенантрен. Браун и Тернер [67] ис-
следовали действие иода на фенольные стероиды, адсорбиро-
ванные на слое силикагеля. Эстрон давал два соединения —

Методы тонкослойной хроматографии 205

2-иодэстрон (основной компонент) и 2,4-дииодэстрон. Препара-
тивные исследования показали, что при комнатной температуре
иодирование проходит практически полностью за 6 ч. Даже че-
рез 20 мин выход основного компонента составлял около 10%,
следовательно, реакция проходит в заметной степени за время,
необходимое для образования зон. Полученные результаты по-
казывают, что при количественных исследованиях пользоваться
парами иода в качестве детектирующего реактива следует до-
статочно осторожно. Ацетилирование фенольной гидроксильной
группы препятствует иодированию ацетата эстрона и его 2-иод-
производного.

6. ФЕРМЕНТАТИВНЫЕ РЕАКЦИИ

Рендерат и Рендерат [68] проводили ферментативные реак-
ции непосредственно на слоях целлюлозы-анионита, пропитан-
ной полиэтиленимином. Фосфодиэстеразу растворяли в буфер-
ном растворе, наносили на пятно цитидиндифосфата глюкозы,
покрывали сверху «парафильмом» и оставляли на 45—60 мин
при 23 °С. Хроматографическое разделение продуктов реакции
показало наличие 5'-монофосфата цитидина и 1-фосфата глю-
козы. Дальнейшее расщепление монофосфатов можно было осу-
ществить действием раствора простата фосфомоноэстеразы. При
этом образовывались цитидин, ортофосфат и глюкоза.

Чирш и Швабе [69] отделяли сахара и агликоны от смесей
гликозидов методом двумерной хроматографии, причем после
первого разделения пластинку обрабатывали раствором фер-
мента.

7. ЭТЕРИФИКАЦИЯ

Чтобы увеличить подвижность стероидных сапогенинов, Бен-
нет и Хефтмен [70] этерифицировали три оксистероида непо-
средственно на хроматографических пластинках, обрабатывая
их трифторуксусным ангидридом. По окончании этой проце-
дуры пластинки сушили несколько минут под тягой, чтобы уда-
лить образующуюся в процессе реакции трифторуксусную кис-
лоту. Сапогенины можно этерифицировать также и перед нане-
сением пробы на пластинку. Для этого 2 мл трифторуксусного
ангидрида добавляют к 22 мл 0,01—0,1 %-ного раствора сапо-
генинов, встряхивают в течение минуты и нейтрализуют кислоту,
добавляя 1 мл 2 н. водного раствора карбоната натрия.
Рисе [71] метилировал фосфорорганические кислоты непосред-
ственно на пластинках эфирным раствором диазометана. Ав-
торы работы [72] аналогичным методом этерифицировали
карбоновые кислоты, содержащие пиперидиновое кольцо
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Элгеймел и Фейец [73] для той же цели наносили на пластинку
5 %-ный раствор карбоната калия в ацетоне (содержавшем
небольшое количество воды). Пластинку высушивали, опрыски-
вали 50%-ным раствором метилиодида в ацетоне, помещали
в ^камеру, насыщенную парами смеси метилиодид—ацетон
(1 :4), и выдерживали 3 ч при 50°С. Кауфман и др. [74] прово-
дили метанолиз липидов, обрабатывая их 12%-ным раствором
гидроксида калия в метаноле. Вас^ейнатан и др. [42, 75, 76] мо-
дифицировали этот метод для двумерного количественного хро-
матографического анализа липидов. Эти авторы использовали
как кислотный гидролиз, так и метанолиз. Холлоуэй и Чол-
лен [77] проводили этерификацию, обрабатывая пятна пробы
раствором -трифторида бора в метаноле с последующим нагре-
ванием пластинки в токе горячего воздуха. Упомянутый реак-
тив можно приготовить [78], барботируя газообразный трифто-
рид бора (фирмы Matheson, Coleman and Bell) под тягой через
1 л метанола, охлаждаемого на ледяной бане. Процесс прекра-
щают, когда после поглощения 125 г трифторида бора из сосуда
начинают выделяться белые пары. Полчченный реактив можно
хранить в течение двух лет. Оэтт и Досс [79] применяли для
переэтерификации липидов метилат натрия. Пластинку пред-
варительно элюировали смесью хлороформ—метанол (2:1)
для очистки от примесей и после этого активировали при 110°С.
После нанесения проб пластинки опрыскивали 2 н. раствором
метилата натрия. Реакция проходила за 5 мин. Этим методом
пользовались и другие исследователи [80, 81].

Можно также соскоблить пятна разделенных компонентов и
метилировать их, не элюируя с адсорбента [82—84]. По-види-
мому, простейший метод проведения этой операции состоит
в том, что адсорбент вместе с адсорбированным исследуемым
веществом помещают в смесь этилацетат—метанол (9:1) или
диэтиловый эфир—метанол (9:1) и пропускают газообразный
диазометан до появления устойчивой желтой окраски [85].
Автор работы [86] этерифицировал жирные кислоты, адсорби-
рованные на силикагеле, нагревая их 30 мин на водяной бане
в смеси метанол—бензол—концентрированная серная кислота
(345: 115:4).

Маркус и Ма [50] ацетилировали флавоны, нагревая их
в запаянном капилляре с безводным пиридином и уксусным
ангидридом. Касс и Матис [22] для ацетилирования наносили
непосредственно на пластинку уксусный ангидрид, а также
ацетилхлорид. Для ацетилирования полиглицеринов непосред-
ственно на слое Даллас [87] опрыскивал пластинку 60%-ным
(объем/объем) раствором уксусного ангидрида в безводном
пиридине. Опрысканную пластинку покрывали стеклом, пере-
ворачивали слоем вниз и нагревали на плитке 15 мин при 95—
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100°С. Затем стекло убирали и оставляли пластинку на воз-
духе на несколько часов с тем, чтобы избыток реактива испа-
рился. Холлоуэй и Чоллен [77] проводили ацетилирование, на-
нося ацетилхлорид на пятно пробы капиллярной пипеткой.
Избыток реактива удаляли током горячего воздуха.

8.НИТРОВАНИЕ

Клесмент [88] нитровал фенолы на слое оксида алюминия,
обрабатывая пластинку парами азотной кислоты, или предва-
рительно насыщал слой 5 %-ным раствором нитрита натрия и
обрабатывал пластинку парами хлористого водорода. Уилк
и др. [10] нитровали полициклические ароматические углево-
дороды. Для этого пластинку со слоем силикагеля помещали
в камеру, содержащую слой пентоксида фосфора, и вводили на
пентоксид 2—3 мл концентрированной азотной кислоты. Нит-
рование проходило полностью за 10 мин. Полесук и Ма [34,
89] проводили нитрование различных соединений путем опрыс-
кивания пластинки 90 %-ным раствором азотной кислоты (из-
быток кислоты необходимо удалять). Часть пластинки, не со-
держащую пятен, при опрыскивании закрывали. После опрыс-
кивания пластинку нагревали в сушильном шкафу при 105°С
в течение 30 мин.

9. ПОЛУЧЕНИЕ ПРОИЗВОДНЫХ

Существует ряд производных, которые можно получить не-
посредственно на слое перед разделением [1]. Так, фенилгид-
разоны можно получить, если добавить к пятну пробы каплю
фенилгидразина. То же самое можно проделать с помощью вод-
ного раствора гидрохлорида семикарбазида, нейтрализован-
ного гидроксидом натрия. Тамлинсон и др. [90] наносили ре-
активы на карбонил непосредственно на пластинку, помещен-
ную у выхода газового хроматографа. При этом карбонильные
соединения, выходящие из колонки, вступали в реакцию в мо-
мент соприкосновения со слоем. Эти авторы использовали рас-
твор 2,4-динитрофенилгидразина в смеси ортофосфорной кис-
лоты с этанолом, а также раствор 0,5 г п-нитрофенилгидразина
в 30 мл эталона с добавкой 6 мл метилаля и 5 капель концент-
рированной ортофосфорной кистоты и раствор 2,4-динитрофе-
нилсемикарбазида (0,15 г препарата растворяли в 20 мл кипя-
щего этанола и добавляли 6 капель концентрированной соляной
кислоты). В процессе поглощения элюата пятно поддержи-
вали во влажном состоянии. Если объем карбонильного соеди-
нения превышал 2 мкл, то использовали два или несколько
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пятен, чтобы избежать образования корки продукта и пере-
грузки адсорбента. Получение производных под действием
2,4-динитрофенилгидразина непосредственно на пластинках
описано для фенолальдегидов [91], 14 производных бензаль-
дегйда [92] и гс-бензохинона и его хлорпроизводных [93]. Опи-
сано также прямое получение n-бромфенациловых эфиров
хлорбензойной кислоты [94].

Лизбоа [95] наносил на стартовую точку хроматографиче-
ской пластинки 0,1 %-ный раствор реактива Жирарда (триме-
тилацетогидразид—хлорид аммония) в 10 %-ном (объем/объем)
растворе ледяной уксусной кислоты в метаноле. После
этого на пятно наносили кетостероиды и пластинку помещали
на 15 ч в камеру, насыщенную парами уксусной кислоты. По
окончании обработки уксусную кислоту удаляли, нагревая плас-
тинку 10 мин при 80°С, и элюировали хроматограмму.

Лизбоа и Дикцфейлузи [96] для получения нитрозопроиз-
водных эстрогенов использовали реакцию Боута [97]. Пятно
пробы обрабатывали последовательно парами аммиака и дио-
ксида азота (который получали по реакции между металличе-
ской медью и концентрированной азотной кислотой).

Патаки [98] получал динитрофенильные производные ами-
нокислот непосредственно на пластинках перед вторым разде-
лением при двумерной хроматографии. Для этого высушенную
пластинку опрыскивали вначале буферным раствором, содер-
жащим 8,4 г бикарбоната натрия и 2,5 мл 1 н. раствора гидро-
ксида натрия на 100 мл раствора, а затем 10 %-ным
(масса/объем) раствором фтординитробензола в метаноле. По
краям пластинки помещали две полоски полиэтилена, покры-
вали ее сверху стеклом и полученный таким образом «сэндвич»
нагревали в темноте при 40°С в течение часа. Затем охлаждали
и помещали на 10 мин в эфирную баню, после чего высушивали.
Патаки и сотрудники опубликовали еще две работы [99—100],
в которых рассматривается применение этого метода.

Пейриар и др. [101] описали прямое получение п-толуол-
сульфонатов некоторых аминов на слоях различных адсорбен-
тов. Пятна проб обрабатывали раствором реагента в пиридине
и пластинки нагревали 4 ч при 60°С.

Майнярд и др. [102] получали производные спиртов непо-
средственно на пластинках, помещенных на выходе газового
хроматографа. Для этой цели они использовали растворы, со-
держащие 10 г о-нитрофенилизоцианата в 100 мл бензола или
1,0 г 3,5-динитробензоилхлорида в 7,5 мл л-ксилола с добавкой
1,0 мл тетрагидрофурана. Чтобы получить оптимальные резуль-
таты, нужно контролировать температуру продуктов на выходе
из газового хроматографа. При использовании динитробензоил-

хлорида оптимальная температура выхода для первичных и тер-
пеновых спиртов составляла 185°С, а для вторичных спир-
тов 155°С. При использовании о-нитрофенилизоцианата опти-
мальные результаты получались при температуре выхода 185°С.
При применении динитробензоилхлорида после выхода пика на
пятно наносили 10%-ный раствор гидроксида натрия, чтобы
устранить помехи со стороны избытка реагента при последую-
щем элюировании.

Лин и Нарасимахари [103] получали изотиоцианатные про-
изводные, опрыскивая пластинки 10 %-ным раствором сероугле-
рода в этилацетате. После опрыскивания пластинку выдержи-
вали 30 мин в камере, насыщенной парами сероуглерода, опрыс-
кивали смесью метанола с серной кислотой (1:1) и нагревали
10 мин при 100°С.

Накаяма и сотр. [104] описали ультрамикроанализ белков
сыворотки. Объем пробы составлял несколько нанолитров. На
точку старта наносили 10 мкл 0,05%-ного раствора 5-диметил-
аминонафталин-1-сульфонилхлорида в гексане, выпаривали
растворитель и на пятно наносили 5—20 нл пробы. Затем плас-
тинку обрабатывали парами буферного раствора, содержащего
0,1 моль/л бикарбоната триэтиламина (рН 8,5). Избыток реак-
тива, побочные продукты реакции и производные низкомолеку-
лярных соединений удаляли со стартовой точки путем последо-
вательного элюирования смесями бутанол—уксусная кислота—
вода (4 :1 :5) и изопропанол—метилацетат—28 %-ный раствор
аммиака ( 9 : 7 : 4 ) . Производные белков при этом оставались
в стартовой точке.

Коэн и др. [105] переводили фенолы в динитрофениловые
эфиры, опрыскивая пластинки последовательно насыщенным
раствором метоксида натрия и 4 %-ным (масса/объем) раство-
ром 1-фтор-2,4-динитробензола в ацетоне. Пластинку покрывали
стеклом и нагревали 40 мин при 190°С.

Пржибильски [106] получал производные афлатоксинов Bj
и Ci непосредственно на хроматографической пластинке, обра-
батывая пятна пробы свежеприготовленной смесью трифторук-
сусная кислота—бензол (1 : 1). Через 5 мин пластинку высуши-
вали током горячего воздуха (10 мин при 40°С).

Инглис и др. [107] при работе на белковом секвенаторе по-
лучали тиазолиноны и переводили их в фенилтиогидантоины,
обрабатывая пятна на пластинке гептафтормасляной кислотой.
После нанесения кислоты пластинки нагревали 10 мин при
140°С и быстро охлаждали до комнатной температуры. Однако
этот метод непригоден для обнаружения треонина, серина,
S-карбоксиметилцистеина, триптофана, №-фенилтиокарбамил-
лизина или глутаминовой кислоты.

14 Зак № 255
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10. ПРОЧИЕ РЕАКЦИИ

Моттье [108], исследуя экстракты кислых красителей на
пластинках с оксидом алюминия, предварительно наносил
в точку старта каплю 1 н. раствора щелочи. После нанесения
пробы экстракта пластинку нагревали 3 мин при 104°С, чтобы
перевести красители в хроматографируемые соли. Рендерат и
Уэймен [109] при разделении дезоксириболигонуклеотидов и
полирибонуклеотидов на пластинках с полиэтилениминирован-
ной целлюлозой наносили в точку старта 0,005 мл раствора по-
лиуридиловой кислоты (6 мг/мл). Полиуридиловая кислота об-
разовывала комплексы с комплементарными олигонуклеотидами
дезоксиаденозина, в результате чего последние в процессе раз-
деления оставались в стартовой точке. При использовании этой
методики необходимо контролировать температуру.

Опубликован ряд работ по анализу неорганических соеди-
нений. Зейлер и Каффенбергер [ПО] наносили на слой сили-
кагеля галогениды в виде солей калия или натрия. При элюи-
ровании раствором гидроксида аммония они превращались
в аммонийные соли. Таким образом, хлориды, бромиды и иодиды
разделялись в виде аммонийных солей. Только фторид оста-
вался в стартовой точке. Зейлер и Ротвейлер [111] наносили
в стартовую точку соли щелочных металлов и сильных кислот,
а затем ацетат бария. Исходные соли превращались в ацетаты
и при последующем злюировании разделялись на пластинке,
тогда как барий оставался на месте. Уэйкер и Броссмер [112]
нашли, что при элюировании гексоз, пентоз и дисахаридов на
пластинках с силикагелем с применением растворителей, со-
держащих аммиак, образуются аминосахара. По-видимому, это
объясняется каталитическим действием силикагеля.

Шталь [113] также проводил химические реакции исследуе-
мых проб непосредственно на пластинках. Он ввел в употреб-
ление так называемый метод РРР (разделение — реакция —
разделение), в котором реакцию на хроматографической плас-
тинке проводят после первого разделения. Если после второго
разделения в поперечном направлении тем же растворителем
пятна не располагаются приблизительно по диагонали плас-
тинки, это служит указанием, что анализируемые соединения
вступили в реакцию. Шталь продемонстрировал это на примере
разделения пиретринов. Пиретрины подвергали УФ-облучению,
которое катализировало их окисление.

Пренди [114] дезалкилировал N-алкиламины, нагревая их
на пластинках с силикагелем или оксидом алюминия в течение
1—6 ч при ПО—160°С. Обычно основными продуктами реакции
были продукты дезалкилирования, однако иногда образовы-
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вались и другие побочные продукты. При работе с недостаточно
чистыми веществами или смесями автор рекомендует двумер-
ное разделение. В этом случае вначале проводят первое разде-
ление, потом дезалкилирование и, наконец, второе разделение.
Для обнаружения аминов на хроматографических пластинках
иногда используют диазотирование или сочетание аминов с фе-
нолами. Маркус и др. [115] предложили эту процедуру в каче-
стве микрометода синтеза красителей. Эти авторы закрывали
свободную от пятен пробы часть пластинки и опрыскивали
пятна пробы диазотирующим раствором (500 мг нитрита нат-
рия в 50 мл 1 н. раствора соляной кислоты) до полного насы-
щения слоя. Далее избыток азотистой кислоты удаляли, нагре-
вая пластинку 5 мин при 105°С. После этого пластинку опрыс-
кивали 5 %-ным раствором фенола в метаноле. Те же авторы
[116] получали 2,4-динитро-5-аминофенильные производ-
ные аминокислот в капиллярах. Реакционную смесь наносили
в угол хроматографической пластинки и элюировали соответ-
ствующим растворителем. После разделения пластинку высу-
шивали, закрывали неиспользованную часть слоя, опрыски-
вали 0,1 Μ раствором гидроксида натрия в метаноле с таким
расчетом, чтобы лишь слегка увлажнить поверхность, остав-
ляли на 10 мин и затем опрыскивали свежеприготовленным
0,2 %-ным раствором фторбората п-нитробензилдиазония
в смеси метанол—вода (1:1) до полного увлажнения слоя.
Экран убирали и оставляли пластинку на 15 мин при комнат-
ной температуре. Образующиеся красители разделяли, проводя
элюирование в поперечном направлении.

Бирл и сотр. [117] использовали реакции на хроматографи-
ческой пластинке с фосфорной кислотой для идентификации
эпоксидов в неизвестной смеси и для установления строения
обнаруженных эпоксидов. На хроматографическую пластинку
со слоем силикагеля, промытым эфиром, наносили 5 мкл 10%-
ного водного раствора фосфорной кислоты, высушивали, нано-
сили в ту же точку еще 5 мкл этого раствора и сушили еще
20 мин. Пробы (20—100 мкг) наносили на полученное таким
образом пятно, а также на участок слоя, не обработанный фос-
форной кислотой. Пластинку сушили в течение часа и прояв-
ляли смесью эфир — гексан. Более полярные продукты реак-
ции эпоксидов с фосфорной кислотой оставались возле точки
старта, тогда как эпоксиды в необработанной пробе переме-
щались по слою адсорбента. Строение эпоксидов определяли
тем же способом, только на пластинку наносили не более 25—
35 мкг вещества и реакцию проводили в течение всего 5 мин.
^ис-Эпоксиды, 1,2-эпоксиды и трехзамещенные эпоксиды за это
время успевали прореагировать количественно или почти ко-
личественно. транс-Изомеры или пространственно-затрудненные

14*
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изомеры (с алькильными заместителями в α-положении по
отношению к эпоксидной группе) за это время успевали про-
реагировать лишь частично или в малых количествах. Для об-
наружения пятен разделенных компонентов их обрабатывали
пар'ами иода и (или) опрыскивали 2 %-ным раствором ацетата
меди, содержащим 8 % (об.) ортофосфорной кислоты.

Мур и Бебб [118] использовали хроматографические плас-
тинки с целлюлозой для исследования применяемых в текстиль-
ной промышленности веществ, реагирующих с целлюлозой.
После нанесения пробы пластинки нагревали (вулканизовали)
5 мин в печи при определенной температуре, элюировали, вы-
сушивали на воздухе и опрыскивали соответствующим детекти-
рующим реактивом. Все исследованные соединения требовали
вулканизации при 125—175°С.
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Глава VII

ОБНАРУЖЕНИЕ БЕСЦВЕТНЫХ СОЕДИНЕНИЙ

Обнаружение окрашенных соединений обычно не представ-
ляет труда. То же можно сказать о соединениях, флуоресци-
рующих или фосфоресцирующих при УФ-облучении. В некото-
рых случаях, если окраска недостаточно интенсивна, можно
применить опрыскивание реактивами, увеличивающими чувст-
вительность обнаружения компонентов, что делают, например,
при обнаружении окрашенных каротеноидных альдегидов. Уин-
терстейн и Хегедус [1, 2] нашли, что чувствительность обнару-
жения этих соединений можно повысить, если опрыскивать
хроматограммы вначале спиртовым раствором роданина, а за-
тем концентрированным водным раствором аммиака или гид-
роксида натрия.

Существует много реактивов, позволяющих сделать различ-
ные бесцветные соединения на хроматограмме видимыми. Эти
реактивы можно подразделить на два класса: 1) реактивы об-
щего назначения, позволяющие обнаружить большое число со-
единений различных типов; 2) более специфичные реактивы,
позволяющие обнаружить соединения определенного типа или
с определенной функциональной группой. В качестве примера
можно привести раствор о-дианизидина в ледяной уксусной
кислоте, применяемый для обнаружения альдегидов [3].

Опрыскивать пластинки следует из такого распылителя,
который дает очень мелкие брызги, при этом реактив покры-
вает хроматограмму равномерным слоем. Для работы с очень
агрессивными реактивами, например с серной кислотой или
растворами окислителей, необходимы распылители, изготовлен-
ные целиком из стекла. Многие фирмы выпускают распылитель
конструкции Морриса [4]. Для работы с менее агрессивными
реактивами чрезвычайно удобен пульверизатор, применяемый
художниками. У этого пульверизатора сменная насадка, и он
обеспечивает любую степень диспергирования жидкости. Кроме
того, такой пульверизатор снабжен сменными резервуарами
с завинчивающимися колпачками, что позволяет быстро про-
изводить опрыскивание различными реактивами. Очень удобна
также небольшая чашечка объемом всего в несколько милли-
литров. В эту чашечку удобно наливать реактив, а после опрыс-
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кивания ее легко ополоснуть и налить другой реактив. Автор
данной книги широко пользовался пульверизатором этого типа,
даже при работе с такими реактивами, как растворы соляной
кислоты и 2,4-динитрофенилгидразина. Если сразу же по окон-
чании распыления промывать пульверизатор небольшим коли-
чеством воды или растворителя, то пульверизатор будет при-
годен к использованию в течение долгого времени. В продаже
имеются также распылители, снабженные резервуаром с фрео-
ном, который служит для распыления реактива, помещаемого
в контейнер с завинчивающейся крышкой. Продаются аэро-
зольные флаконы со многими готовыми реактивами. Однако
обычно они распыляют реактив недостаточно тонко [5].

Особенно большие трудности возникают при опылении реак-
тивами незакрепленных слоев адсорбентов. В этом случае при-
ходится держать распылитель на некотором удалении от плас-
тинки, чтобы не сдуть частички адсорбента, и применять мини-
мальное допустимое давление распыляющего воздуха. Работая
с такими слоями, применяют также элюирование, в процессе
которого детектирующий реактив движется по слою под дейст-
вием капиллярных сил в направлении, перпендикулярном на-
правлению элюирования хроматограммы [6, 7]. Опрыскивают
незакрепленные слои адсорбента и следующим образом: намо-
ченной в реактиве зубной щеткой трут по металлической
сетке [8].

1. УНИВЕРСАЛЬНЫЕ РЕАКТИВЫ
(РЕАКТИВЫ ОБЩЕГО НАЗНАЧЕНИЯ)

Самым первым и до сих пор широко применяемым реакти-
вом этого типа является концентрированная серная кислота,
впервые использованная Кирхнером и сотр. [3]. При обработке
пластинки этим реактивом одни соединения становятся види-
мыми уже на холоду, а другие обнаруживаются лишь при на-
гревании опрысканной пластинки. Несмотря на агрессивность
серной кислоты, она пригодна для работы с пластинками, в ко-
торых роль связующего выполняет гипс. При обнаружении осо-
бенно химически инертных соединений типа камфоры окисляю-
щую способность серной кислоты увеличивают, добавляя к ней
5 % азотной кислоты. При нагревании пластинки, опрысканной
таким реактивом, удается обнаружить весьма инертные соеди-
нения. Описаны многочисленные модификации этого метода
обнаружения разделенных компонентов. Авторы работ [9—15]
использовали 50%-ную серную кислоту. Лизбоа и Дикцфей-
лузи [16] проводили опрыскивание 2 %-ным раствором серной
кислоты в смеси этанол—вода (50 : 50) с последующим нагре-
ванием пластинки при 100°С. Энтони и Бехер [17] опрыскивали
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пластинки свежеприготовленным 15 %-ным раствором концент-
рированной серной кислоты в безводном н-бутаноле (объем/
объем) для обнаружения желчных кислот. По окончании раз-
деления пластинки высушивали, опрыскивали указанным реак-
тивом и нагревали 25—30 мин при 110°С, если необходимо
обнаружить кислоты с сопряженными двойными связями, и в те-
чение 45—60 мин при обнаружении других свободных кислот.
Для той же цели пригодна и смесь серная кислота—уксусный
ангидрид, взятых в соотношении 5:95 [17] и 1:4 (реактив
Либермана — Бурхарда) [18]. Мацумото [19] опрыскивал
пластинки уксусным ангидридом, высушивал их и затем опрыс-
кивал концентрированной серной кислотой.

К серной кислоте добавляют не только азотную кислоту, но
и другие окислители: насыщенный раствор бихромата калия
в концентрированной серной кислоте [20] или в 80 %-ной сер-
ной кислоте [21], раствор 3 г бихромата натрия в смеси 20 мл
воды и 10 мл концентрированной серной кислоты [22], насы-
щенный раствор хромовой кислоты в концентрированной сер-
ной кислоте [23] и раствор, содержащий 0,5 г перманганата
калия в 15 мл концентрированной серной кислоты (Внимание!
Эти вещества можно смешивать только в небольших количе-
ствах, поскольку гептоксид марганца взрывоопасен!) [22]. Πρίτ
применении всех этих реактивов пластинки вначале высуши-
вают, чтобы удалить растворитель, опрыскивают реактивом и
после этого нагревают, чтобы получить окрашенное или обуг-
ленное пятно. Обугленные пятна получают также, опрыскивая
пластинки 50 %-ной фосфорной кислотой и затем нагревая их
или опрыскивая пластинки концентрированной азотной кисло-
той [15]. Кроме того, в качестве детектирующих реактивов
применяют 25 % -ную [25] и 70 % -ную [6] хлорную кислоту.
В последнем случае при разделении витаминов на оксиде алю-
миния пятна компонентов приобретали характерную окраску
уже при комнатной температуре.

Разработан ряд методов, позволяющих обойтись без опрыс-
кивания пластинок агрессивными растворами серной кислоты.
Зимински и Воровски [26] использовали 20 %-ный водный
раствор сульфата аммония или смеси (1:1) сульфата и би-
сульфата аммония. При нагревании слоя освобождается серная
кислота. Однако в этом случае пластинки нужно нагревать до
более высокой температуры, чем при применении серной кис-
лоты. Уокер [27] вводил сульфат аммония непосредственно
в слой. Корольчук и Квасниевска [28] с той же целью вводили
в слой 1—5 % сульфата меди. Джонс и др. [29] генерировали
серную кислоту непосредственно на слое, обрабатывая плас-
тинки парами хлористого сульфурила или триоксида серы и
затем водяным паром. Мартин и Аллен [30] сконструировали
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приспособление для обработки слоя триоксидом серы в процессе
нагревания пластинки. Чтобы обойтись без опрыскивания,
можно также пропитать слой перед проявлением 4 %-ным раст-
вором серной кислоты в метаноле [31] Однако при этом при-
ходится прибегать к таким растворителям, которые не смывают
кислоту со слоя. То же самое справедливо при пропитке слоя
силикагеля фосфомолибденовой кислотой [32].

В качестве детектирующих реактивов общего назначения
пригодны также трихлорид и пентахлорид сурьмы, дающие ха-
рактерное окрашивание со многими соединениями. Пентахло-
рид сурьмы используется в виде 10—20%-ного раствора в че-
тыреххлористом углероде [33], а трихлорид — в виде насыщен-
ного раствора в хлороформе, не содержащем спирта. После
опрыскивания одним из этих растворов пластинки нагревают
5—10 мин при 100—120 °С. Рейхельт и Питра [34] применили
для той же цели насыщенный раствор трихлорида сурьмы в не
содержащем спирта хлороформе с добавкой 20 % уксусного
ангидрида.

Другая полезная универсальная реакция обнаружения орга-
нических соединений — это флуоресцеин-бромная реакция, по-
зволяющая обнаруживать ненасыщенные соединения и другие
соединения, легко реагирующие с бромом. Эта реакция введена
в употребление Кирхнером и сотр. [3]. При применении этого
метода обнаружения испаряют с пластинки растворитель,
опрыскивают ее 0,05 %-ным раствором флуоресцеина и затем
обрабатывают парами брома, осторожно водя пластинкой над
горлышком сосуда с бромом. При этом флуоресцеин превра-
щается в красный краситель эозин. В местах расположения пя-
тен соединений, поглощающих бром, флуоресцеин сохраняет
свою обычную желтую окраску.

Широко применяется в качестве детектирующего реактива
общего назначения также иод. Чтобы обнаружить разделенные
соединения эти способом, достаточно поместить высушенную
хроматографическую пластинку в герметичную камеру, содер-
жащую несколько кристалликов иода [35]. Большинство орга-
нических соединений обнаруживается на хроматограмме в виде
коричневых пятен. После обработки положения пятен следует
отметить, так как они довольно быстро обесцвечиваются.
Вместо обработки парами иода можно опрыскать хромато-
грамму 1 %-ным раствором иода в метаноле или этаноле.
Бойль и Нельсон [36] осаждали тонкую пленку иода на стекле
и переводили с последнего иод на хромотографический слой.

Котгрейв и Лайнс [37] предложили метод детектирования
разделенных соединений на узких хроматографических плас-
тинках: они подвергали эти соединения пиролизу непосредст-
венно на хроматограмме и детектировали продукты пиролиза
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с помощью пламенно-ионизационного детектора. Разработаны
также различные модификации этого метода. Авторы работы [38]
применяли проволоку, покрытую адсорбентом [38]; в работе [39]
слой кремневой кислоты в смеси с оксидом меди наносили на
внутреннюю поверхность стеклянных трубок; применялись
также стержни из пористого стекла, содержащего силика-
гель [40]. Более подробно этот метод рассмотрен в разделе,
посвященном количественному анализу (гл. XI, разд. 7).

Удобным методом обнаружения разделенных соединений,
в особенности в количественном анализе, является опрыскива-
ние слоя водой [41—43]. Хроматограмму опрыскивают водой
до тех пор, пока слой не станет полупрозрачным. При этом
нерастворимые в воде соединения образуют непрозрачные бе-
лые пятна на темном фоне.

Весьма перспективным общим методом обнаружения различ-
ных соединений представляется метод, предложенный Хейд-
бринком [44]. Проявленную и высушенную хроматограмму
подвергают действию ряда газов и паров (иода, брома, хлора,
формальдегида и диоксида азота), а затем проводят пиролиз.
Пластинку обрабатывают одним из перечисленных газов в те-
чение 1—2 мин, после чего кладут на блок из алюминия или
нержавеющей стали и нагревают сверху электрическим нагре-
вателем со спиралями, закрытыми кварцевой пластинкой для
защиты от коррозии. Таким образом можно нагреть пластинки
до 800—900 °С, не опасаясь, что стеклянная подложка лопнет.
Чтобы убедиться, что реакция прошла до конца, пластинку
нагревают не менее 15 мин. Многие Соединения при этом об-
разуют пятна различной окраски. Соединения, которые в обыч-
ных условиях легко испаряются с пластинки, при применении
описанного метода остаются на слое и дают окрашенные пятна.
Если неизвестно, дает ли соединение окрашенные продукты
хотя бы с одним из пяти применяемых реагентов, можно про-
вести реакцию отдельно с каждым из них.

Конвей и сотр. [45] разработали метод обнаружения лету-
чих продуктов гидролиза на хроматографической пластинке.
После разделения слой опрыскивают гидролизующим реакти-
вом и покрывают тонкой полиэтиленовой пленкой (пригодны
пленки для упаковки продуктов Handi-Wrap и Cut-Rite Wrap).
Сверху накладывают лист фильтровальной бумаги, пропитан-
ный детектирующим реактивом, и стеклянную пластинку, ко-
торую закрепляют резиновыми кольцами. Полученный таким
образом пакет нагревают 20 мин В описанном примере хлор-
мезанон гидролизовали 2 н. раствором гидроксида натрия при
50°С, а детектирующим реактивом служил 0,1 н. раствор л-то-
луолсульфоновой кислоты в метилцеллозольве с добавкой 0,5 %
динитрофенилгидразина. Выделившийся «-хлорбензальдегид
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диффундировал сквозь мембрану и образовывал на бумаге
желтые пятна гидразона. При последующем опрыскивании бу-
маги 2,5 %-ным раствором гидроксида тетраметиламмония
интенсивность окраски пятен повышалась. При обнаружении
аммиака, образующегося при гидролизе β-оксипропионамида,
мембрану заменяли на лист полиэтилена толщиной 1,13 мм,
в котором были пробиты отверстия диаметром 1,6 мм, чтобы
аммиак проходил сквозь лист. Гидролиз проводили при 100°С,
а в качестве детектирующего реактива использовали реактив
Несслера. В обоих случаях предел обнаружения составлял
3 мкг вещества.

Смит [45а] разработал метод возбуждения флуоресценции
для количественного определения органических соединений на
тонкослойных пластинках, а Сегура и Готто [456] модифици-
ровали этот метод (см. разд. 1 гл. XI). Шенфельд и др. [45в,
45г] исследовали область применения упомянутого метода,
в котором пластинку обрабатывают электрически активирован-
ными газами, а затем парами карбоната аммония при 130°С.
Таким путем удается возбудить флуоресценцию соединений,
адсорбированных на хроматографических пластинках. Метод
пригоден только для слоев, закрепленных на пористом стекле.
Неизвестно, как влияют на описанную процедуру исполь-
зуемые для детектирования растворители, так как операция
разделения была исключена и опыты ставились на пятнах,
только нанесенных на пластинки. Метод весьма интересен, и
несомненно имеет смысл продолжить эксперименты в этом
направлении.

2. СЛОИ С ФЛУОРЕСЦИРУЮЩИМИ ДОБАВКАМИ

Другим полезным методом обнаружения соединений на хро-
матограммах, предложенным Кирхнером и сотр. [3, 46], явля-
ется применение флуоресцирующих слоев. Под действием УФ-
облучения такой слой ярко флуоресцирует. Если же на слое
присутствуют соединения, поглощающие в УФ-области, то они
обнаруживаются в виде темных пятен на флуоресцирующем
фоне. Чтобы получить флуоресцирующий слой, к адсорбенту
добавляют по 1 % каждого из флуоресцирующих неорганиче-
ских соединений, использовавшихся Сизе [47, 48] в колоночной
хроматографии, а именно сульфида цинка (№ 62 Du Pont) и
силиката цинка (№ 609 той же фирмы). Рейтсема [49] пред-
ложил в качестве флуоресцентной добавки родамин 6G,
а Шталь [50] готовил суспензии адсорбентов в 0,04 %-ном вод-
ном растворе флуоресцеина. Однако до сих пор лучшие резуль-
таты были получены с неорганическими флуоресцирующими
добавками. В некоторых случаях флуоресцирующие реагенты
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напыляют на готовую хроматограмму. Для этой цели, в част-
ности, используют водные растворы флуоресцеина натрия [51],
0,005—0,01 %-ные растворы морина в метаноле [52], 0,2%-ный
раствор 2',7'-дихлорфлуоресцеина в этаноле [23] и 0,2 %-ный
водный раствор родамина В. В последнем случае толщина слоя
адсорбента не должна превышать 0,35—0,5 мм [53].

3. СПЕЦИФИЧНЫЕ ДЕТЕКТИРУЮЩИЕ РЕАКТИВЫ

В разделе, посвященном практическому применению ТСХ,
приведены некоторые реактивы, используемые для обнаруже-
ния соединений различных типов.

Реактивы на индивидуальные соединения
и на отдельные классы соединений

Т-1. Фиолетовый кислый (виолуровая кислота)
Реактив. 1,5 %-ный раствор фиолетового кислого (темпе-
ратуру раствора при приготовлении не следует поднимать
выше 60 °С).
Методика. Опрысканную хроматограмму нагревают
20 мин при 100°С.
Применение. Обнаружение щелочных и щелочноземель-
ных металлов [54].

Т-2. Ализарин
Реактив. Насыщенный раствор ализарина в спирте.
Методика. Опрыскивают пластинку сначала раствором
реактива, затем 25 %-ным раствором гидроксида аммо-
ния. Для ослабления фона можно применить еще одно
опрыскивание (ледяной уксусной кислотой).
Применение. Обнаружение неорганических ионов, в том
числе ионов бария, кальция, магния, алюминия, титана,
железа, цинка, лития, тория, аммония, селена, серебра,
ртути, свинца, меди, кадмия, висмута, хрома, марганца,

кобальта, никеля, галлия, индия, бериллия, циркония, це-
рия, скандия, палладия, платины, урана и редкоземель-
ных элементов (пятна окрашены в цвета от фиолетового
до красного) [55].

Т-3. Амидный черный
Реактив. Насыщенный раствор амидного черного 10В

в смеси метанол—вода—уксусная кислота взятых в соот-
ношении 5 : 5 : 1.
Методика. 1) Крахмальный гель. Погружают пластинку
в реактив на 30 с, после чего четырежды промывают в све-
жих порциях растворителя (каждый раз по одной ми-

нуте) [56].
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2) Агар. Тщательно высушивают пластинку, погружают
в реактив на 30 мин, а далее промывают трижды в све-
жих порциях растворителя (10 мин, 2 ч и 30 мин) [57].

Применение. Окрашивание пятен на электрофореграммах
сыворотки.

Т-4. Амидный черный
Реактив. 0,5 %-ный раствор амидного черного 10В в 5 %-
ной уксусной кислоте.
Применение. Обнаружение пятен белков на агаровом
геле [58].

Т-5. л-Аминобензойная кислота
Реактив. 5 %-ный раствор л-аминобензойной кислоты

в метаноле. Свежеприготовленный хлорциан: смешивают
20 мл 28 %-ной суспензии хлорамина в воде, 20 мл 1 н. со-
ляной кислоты и 10 мл 10%-ного раствора цианида ка-
лия (Осторожно: яд!).
Методика. Опрыскивают хроматограмму аминобензойной
кислотой и обрабатывают парами хлорциана.
Применение. Обнаружение никотиновой кислоты (красное

пятно) [59]. Амид никотиновой кислоты дает оранжево-
красное пятно.

Предел обнаружения: 0,1 мкг никотиновой кислоты.
Т-6. л-Аминодиэтиланилин—диоксид серы

Реактив. Раствор 0,5 % л-аминодиэтиланилина и диок-
сида серы в 5%-ном растворе бикарбоната натрия [60].
Методика. Опрыскивают пластинку и оставляют на
ночь.

Применение. Обнаружение А4-3-кето-С21-стероидов.
Т-7. о-Аминодифенил—ортофосфорная кислота

Реактив. Раствор 0,3 г о-аминодифенила + 5 мл ортофос-
форной кислоты (d 1,88) в 95 мл этанола.

Методика. Опрысканную пластинку нагревают 15—20 мин
при 110°С.
Применение. Обнаружение углеводов (коричневые пятна)
[61, 62].

Предел обнаружения: 0,1 мкг.
Т-8. Аминоэтилдифенилборная кислота

Реактив. Раствор 1 г 2-(аминоэтил)дифенилборной кис-
лоты в 100 мл смеси метанол—пропанол (1 : 1).
Методика. Опрыскивают пластинку и рассматривают
в видимом и УФ-свете.
Применение. Обнаружение антоцианидинов, флавонолов,

флавонов, гликофлавонов, окси- и метоксикоричных кис-
лот [63].
Предел обнаружения: 1,0 мкг.
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Т-9. Аминогуанидин—бихромат
Реактив, а) Раствор 2,5 г моногидрата сульфата амино-

гуанидина в 100 мл воды. Стабилен при комнатной тем-
пературе.
б) 1 мл 1 %-ного водного раствора бихромата калия сме-
шивают со 100 мл концентрированной серной кислоты.
Раствор стабилен в течение месяца.
Методика. Пластинку высушивают и опрыскивают сна-
чала реактивом а), затем реактивом б) и нагревают
10 мин при 110°С.
Применение. Обнаружение Сахаров (голубые или серо-
голубые пятна). Фукоза дает сиреневое пятно, β-в-га-
лактуроновая кислота — фиолетовое пятно, но с дру-
гим Rt [64].
Предел обнаружения: 0,1 мкг.

Т-10. л-Аминогиппуровая кислота
Реактив, а) 0,3 %-ный раствор л-аминогиппуровойкислоты
в этаноле.
б) То же, что и а), но с добавкой 3 % фталевой кислоты.
Методика. Пластинку высушивают на воздухе и опрыс-
кивают реактивом а) для обнаружения гексоз и пентоз
или реактивом б), если в смеси присутствуют сахара-
восстановители. После опрыскивания нагревают 8 мин

при 140°С. На пластинке образуются оранжевые пятна.
Применение. Обнаружение Сахаров [65, 66].
Предел обнаружения: 1 мкг при рассматривании в УФ-
свете.

Т-11. о-Аминофенол
Реактив. 1 %-ный раствор о-аминофенола в метаноле +
+10 мл фосфорной кислоты+ 5 мл воды.
Методика. Опрыскивают пластинку и нагревают 10 мин
при ПО—120°С.
Применение. Обнаружение аминосахаров [67].

Т-12. Нитрат аммония-церия(IV)
Реактив, а) 1 %-ный раствор нитрата аммония-церия(IV)
в 0,2 н. азотной кислоте.
б) 1,5 г дигидрохлорида N, Ы'-диметил-л-фенилендиамина
растворяют в смеси 128 мл метанола, 25 мл воды и
1,5 мл уксусной кислоты.
в) 25 %-ный раствор Ν, Ν, Ν', Ы'-тетраметил-4,4'-диамино-
дифенилметана в ацетоне [68].
Методика. 1) Опрыскивают пластинку свежеприготовлен-

ной смесью растворов а) и б) (1:1) и нагревают 5 мин
при 105°С.

2) опрыскивают пластинку свежеприготовленной смесью
растворов а) и в ) (1 : 1) и нагревают 5 мин при 105°С.
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Применение. Обнаружение полиспиртов 1) желто-зеленые
пятна на красном фоне или 2) белые или бледно-голу-
бые пятна на голубом фоне.

Т-13. Нитрат аммония-церия (IV)
Реактив. 6%-ный раствор нитрата аммония-церия(IV)

в 2 н. азотной кислоте.
Методика. Сушат хроматограмму 5 мин при 105°С. Перед
опрыскиванием охлаждают.
Применение. Обнаружение полиспиртов (коричневые пятна
на желтом фоне) [68].

Т-14. Молибдат аммония—медь
Реактив. 0,08 г металлической меди добавляют к 1 мл
воды, содержащей 0,25 г молибдата аммония. Охлаждают,
добавляют 1 мл концентрированной серной кислоты,
тщательно перемешивают и оставляют на 2 ч при ком-

натной температуре, время от времени помешивая. Уда-
ляют из раствора медь и добавляют еще 3,2 мл концент-
рированной серной кислоты.
Методика. Опрыскивают пластинку реактивом и нагре-
вают 5 мин при 65—70°С, снова опрыскивают и выдержи-
вают при той же температуре еще 5—6 мин.
Применение. Обнаружение фосфолипидов (синие пятна
на светло-голубом фоне) [69].
Предел обнаружения: 1 мкг лецитина.

Т-15. Молибдат аммония—хлорная кислота
Реактив. 3 г молибдата аммония растворяют в смеси
25 мл воды, 30 мл 1 н. соляной кислоты и 15 мл 60 %-ной
хлорной кислоты.
Методика. Опрысканную пластинку сушат 20 мин при
105°С.
Применение. Реактив на липиды [70] (сине-черные пятна),
гексозо- и триозофосфаты [71] (пятна видны также
в УФ-свете)

Т-16. Молибдат аммония (реактив Хейнса—Ишервуда [72])
Реактив. 0,5 г тетрагидрата молибдата аммония раство-
ряют в смеси 5 мл воды, 1,5 мл соляной кислоты и 2,5 мл

хлорной кислоты. После охлаждения доводят объем раст-
вора ацетоном до 50 мл. Раствор готовят за сутки перед
использованием. Стабилен примерно 3 недели.

Методика. Опрысканную пластинку помещают под инфра-
красную лампу на расстоянии ~ 3 0 см от нее, выдержи-
вают 2 мин, после этого облучают 7 мин длинноволно-
вым УФ-светом (360 нм).
Применение. Обнаружение фосфорорганических пестици-
дов [73], моно- и дифосфорных кислот [74].

I

Методы тонкослойной хроматографии 225

Т-17. Молибдат аммония—бензидин
Реактив, а) Растворяют 2,0 г молибдата аммония в ми-
нимальном количестве 1 Μ соляной кислоты и доводят
объем раствора до 100 мл. Реактив стабилен в течение
нескольких месяцев.
б) Растворяют 0,050 г бензидина в 10 мл уксусной ки-
слоты при перемешивании и при добавлении минималь-
ного количества воды. Добавляют 22,5 г тригидрата аце-

тата натрия и доводят объем раствора до 100 мл. Реак-
тив стабилен в течение по меньшей мере двух недель.
в) Смешивают 11,2 мл 57 %-ной хлорной кислоты (не
содержащей ингибиторов) и 50 мл уксусной кислоты и до-
водят объем раствора до 100 мл. Раствор стабилен в те-
чение нескольких месяцев.

г) Растворяют 5,7 г персульфата аммония в минималь-
ном количестве воды и доводят объем раствора водой да
100 мл. Раствор стабилен в течение одного дня.
Методика. 1) Опрыскивают пластинку раствором в) и на-
гревают таким образом, чтобы температура поверхности
через 15 мин достигла 250°С. Охлаждают, опрыскивают
раствором а) и через 3 мин раствором б). Фосфатные и

тиофосфатные пестициды и родственные фосфорные кислоты
дают голубые пятна на белом фоне.
2) Опрыскивают пластинку раствором в) и нагревают так
же, как в 1). Охлаждают, опрыскивают раствором а) и
через 3 мин раствором б). Фосфонатные и фосфатные

пестициды, родственные тиосоединения и фосфорные ки-
слоты дают голубые пятна на белом фоне. Ортофосфаты
обнаруживаются обоими описанными методами, однако
они дают голубые пятна и без применения реактива в).

Органические фосфонаты первым методом обычно не об-
наруживаются.
Применение. Обнаружение фосфорорганических соедине-
ний [75].
Предел обнаружения: <1 мкг.

Т-18. Молибдат аммония—щавелевая кислота—хлорид оло-
ва(П)
Реактив, а) 1 %-ный раствор молибдата аммония
в 0,125 Μ серной кислоте.

б) Насыщенный раствор щавелевой кислоты.
в) 1 %-ный раствор хлорида олова(П) в 10 %-ной со-
ляной кислоте.
Методика. Опрыскивают пластинку последовательно раст-
ворами а), б) и в ) .
Применение. Специфичное обнаружение силикатов [76].
Предел обнаружения: 0,006 мкг кремния.
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Т-19. Молибдат аммония—хлорид олова (II)
Реактив. Растворяют 2 г молибдата аммония (NH4MO7O24·
•4Н2О) в 20 мл смеси воды с соляной кислотой (1:1)

, при слабом нагревании, затем доводят объем раствора
до 100 мл. Раствор стабилен в течение нескольких недель.

б) Растворяют 1 г хлорида олова (SnCl2-2H2O) при на-
гревании в 10 мл соляной кислоты и добавляют 40 мл
воды и 50 мл ацетона.
в) Смешивают 25 мл йодной кислоты (с/=1,7), 25 мл
уксусной кислоты и 50 мл воды.
Методика. При детектировании фосфатов и фосфитов
опрыскивают пластинку раствором а), высушивают и опрыс-
кивают раствором б). При обнаружении фосфороргани-
ческих пестицидов и других соединений, которые необхо-

димо гидролизовать, опрыскивают сухую пластинку раство-
ром в), покрывают стеклом, нагревают 30 мин при 180°С,
опрыскивают раствором а) и снова нагревают 5 мин.

Охлаждают, опрыскивают раствором б), помещают в ка-
меру, заполненную парами аммиака, и выдерживают до
обесцвечивания фона. Вещества обнаруживаются в виде
голубых пятен.
Применение. Обнаружение ионов фосфата и фосфита [77],
фосфорорганических пестицидов [78].
Предел обнаружения: 1 мкг пестицидов.

Т-20. Тиоцианат аммония—сульфат железа (II)
Реактив, а) Раствор 0,2 г тиоцианата аммония в 15 мл
ацетона.
б) 4 %-ный раствор сульфата железа (II).
Методика. 10 мл раствора б) добавляют к раствору а)
непосредственно перед опрыскиванием.
Применение. Обнаружение пероксидов [50]. Немедленно
после опрыскивания появляются коричневато-красные
пятна.

Т-21. Ванадат аммония (реактив Менделина)
Реактив. 1 г ванадата аммония добавляют к 100 мл кон-
центрированной серной -кислоты. Перед употреблением
энергично встряхивают.
Методика. После опрыскивания отмечают появление ок-
рашенных пятен и после этого нагревают до 85°С.
Применение. Обнаружение антигистаминов [79].

Т-22. Ванадат аммония—серная кислота
Реактив, а) Растворяют 1,62 г безводного ванадата ам-
мония* в 125 мл концентрированной серной кислоты,

* Соль дважды перекристаллизовывают из 5 %-ного раствора аммиака,
промывают холодным абсолютным этанолом и безводным эфиром и сушат
2 ч в вакууме при 135—14О.°С.
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охлаждают и приливают раствор к 125 мл ледяной воды.
б) Разбавляют раствор а) в 10 раз в количестве, необхо-
димом для опрыскивания.
Методика. Опрыскивают пластинку раствором б) и нагре-
вают 3 мин при 110°С.
Применение. Обнаружение стероидов, алкалоидов, про-

* изводных фенолов [80].
Предел обнаружения: в интервале от 0,25 до 2,5 мкг для
различных соединений.

Т-23. Анилинфосфат
Реактив. 20 мл анилина добавляют к 200 мл воды, затем
последовательно приливают 180 мл уксусной кислоты и
10 мл фосфорной кислоты. Смесь хранят при 4°С.

Методика. Для опрыскивания применяют смесь 2 частей
реактива с 3 частями ацетона. Опрысканную пластинку
нагревают 2—5 мин при 100°С.
Применение. Обнаружение углеводов. Пентозы дают крас-
но-коричневые, а альдозы и сорбозы — желтые или жел-
то-коричневые пятна.

Т-24. Анилинфталат
Реактив. 0,93 г анилина и 1,66 г фталевой кислоты рас-

творяют в 100 мл влажного бутанола [81].
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 10 мин при
105°С.

Применение. Обнаружение сахаров-восстановителей [82,
83].

Т-25. л-Анисовый альдегид
Реактив. Свежеприготовленный раствор 0,5 мл п-анисо-
вого альдегида в смеси 5 мл 70 %-ной хлорной кислоты,
10 мл ацетона и 40 мл воды.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 4—5 мин

при 75—80°С. Пятна видны в течение часа при рассматри-
вании в видимом и УФ-свете.
Применение. Обнаружение гликозидов дигиталиса [84].
Предел обнаружения: 0,1 мкг в видимом свете, 0,02 мкг
в УФ-свете.

Т-26. Анисовый альдегид (модифицированный реактив Кейги—
Мишлера)
Реактив. 0,5 мл анисового альдегида растворяют в смеси
1 мл серной кислоты и 50 мл ледяной уксусной кислоты.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 10 мин при
125°С.
Применение. Обнаружение желчных кислот [85] и дру-
гих стероидов [86].
Предел обнаружения: 1 мкг.

15*
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Т-27. Анисовый альдегид
Реактив. Смешивают 1 мл анисового альдегида с 9 мл
95 %-ного этанола, охлаждают на ледяной бане и добав-
ляют 1 мл концентрированной серной кислоты.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 10 мин
при 90°С.
Применение. Обнаружение простагландинов, Сахаров.
Предел обнаружения: 0,1 нмоль (0,05 мкг).

Т-28. Анизидинфталат
Реактив. Раствор, содержащий 0,1 моль/л я-анизидина и
фталевой кислоты в 96 % -ном этаноле.
Применение. Обнаружение Сахаров [87]. Гексозы дают

зеленые пятна, пентозы — красно-фиолетовые, метилпен-
тозы —· желто-зеленые, уроновые кислоты — коричневые.
Предел обнаружения: 0,5 мкг метилпентоз и гексоз, 0,1—

0,2 мкг пентоз и уроновых кислот.
Т-29. Антрон

Реактив, а) 10 %-ная серная кислота.
б) 1 %-ный (масса/объем) раствор антрона в бензоле.

Методика. Опрыскивают пластинку сначала раствором а),
затем раствором б) и нагревают 10 мин при 100°С. Ок-

раска нестабильна и исчезает при охлаждении, однако при
повторном нагревании снова появляется.
Применение. Обнаружение цереброзидов. Другие липиды
не мешают обнаружению [88].

Т-30. Пентахлорид сурьмы
Реактив. 10—20 %-ный раствор пентахлорида сурьмы
в четыреххлористом углероде [33].
Методика. Опрысканную пластинку нагревают до 120°С
и рассматривают в видимом и УФ-свете.
Применение. Детектирующий реактив общего назначения.

Т-31. Трихлорид сурьмы (реактив Карра—Прайса)
Реактив. Насыщенный раствор трихлорида сурьмы в хло-
роформе, не содержащем спирта.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 10 мин
при 100°С.
Применение. Детектирующий реактив общего назначения,
дающий окрашенные соединения со многими соедине-
ниями.

Т-32. Трихлорид сурьмы—уксусный ангидрид
Реактив. Насыщенный раствор трихлорида сурьмы в не
содержащем спирта хлороформе с добавкой 20 %-ного
уксусного аHI пдрида [34].
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 5—10 мин
при 130°С.
Применение. Обнаружение стероидов.
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Т-33. Трихлорид сурьмы—тионилхлорид
Реактив. Насыщенный раствор трихлорида сурьмы в не

содержащем спирта хлороформе с добавкой 10 % тионил-
хлорида [89].
Методика. Опрысканную пластинку нагревают до ПО—
120°С.
Применение. Обнаружение стероидов, содержащих двой-
ную связь Δ4.

Т-34. Реактив Бима [90]
Реактив. 5 %-ный раствор гидроксида калия в 99%-ном
этаноле.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 5 мин
при 105°С.
Применение. Каннабидиоловая кислота и каннабидиол (си-
не-фиолетовые пятна) [91].

Т-35. Бензидин
Реактив. 0,2 %-ный раствор бензидина в уксусной кислоте.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 10 мин
при 100°С.
Применение. Обнаружение альдоз [92]. Моноальдозы
дают коричневые пятна. Для обнаружения хлорирован-
ных пестицидов опрыскивают пластинки 0,1 %-ным рас-
твором реактива и затем 5—10 с облучают коротковол·
новым УФ-светом. На кремовом фоне проявляются пятна
с окраской от желто- до сине-зеленой [93].
Предел обнаружения: от 0,5 до 1 мкг пестицидов.

Т-36. Тетраазотированный бензидин [94]
Реактив, а) 5 г бензидина растворяют в 14 мл соляной
кислоты и доводят объем раствора до 1 л (раствор ста-
билен в течение недели).
Методика. Незадолго перед опрыскиванием смешивают

равные объемы растворов а) и б). Смесь стабильна
2—Зч.
Применение. Обнаружение фенолов. Соединения типа

флороглюцина или резорцина образуют красные азокраси-
тели.
Предел обнаружения: от 2 до 3 мкг.

Т-37. Бензидин—иодид калия
Реактив, а) Свежеприготовленный раствор 5 мл продаж-

ного отбеливателя в 50 мл бензола.
б) Раствор 0,5 г бензидина и одного кристалла иодида

калия в 50 мл 50 %-ного этанола; фильтруют и хранят при
рассеянном свете. Раствор стабилен 2 ч.

Методика. Высушенную хроматограмму опрыскивают раст-
вором а), высушивают, чтобы удалить избыток хлора, и
после этого опрыскивают раствором б).
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Применение. Обнаружение сфинголипидов [95] (голубые
пятна).
Предел обнаружения: 5—10 мкг.

Τ-38. Бензидин: краситель для крахмальных гелей [96]
Реактив (все растворы готовят на дистиллированной воде).
а) Ацетатный буферный раствор, 0,1 М, рН 4,7.
б) Растворяют 1 г дигидрохлорида бензидина и 1 г нит-
ропруссида натрия при комнатной температуре в 500 мл
1 %-ного водного раствора уксусной кислоты; раствор
перемешивают магнитной мешалкой. рН полученного
раствора составляет приблизительно 2,8. Раствор готовят
ежедневно. Реактив светочувствителен.
в) Свежеприготовленный 3%-ный водный раствор пиро-
фосфата натрия (рН 10,3).

г) Готовят водный раствор, содержащий 15 % (объем-
ных) глицерина и 2 % (объемных) уксусной кислоты. Не-
посредственно перед использованием растворяют нитрат
натрия из расчета 10 г нитрата на 1000 мл раствора.
Методика. 1) Перед использованием выдерживают гель
20 мин в растворе а), причем через 10 мин раствор ме-
няют.

2) · Непосредственно перед использованием к 100 мл рас-
твора красителя б) добавляют 0,2 мл 30 %-ного перок-
сида водорода и погружают гель в полученный раствор
на 7 мин.
3) Тщательно удаляют раствор красителя и выдержи-
вают гель 5 мин в 3 %-ном растворе пирофосфата натрия.
Осторожно очищают поверхность геля от сероватого

осадка, причем удаляют также все бумажные полоски,
если они были использованы для нанесения пробы.
4) Погружают гель на 4 мин в абсолютный метанол.
5) Чтобы удалить метанол, промывают гель 30 мин
в большом количестве дистиллированной воды, меняя
воду через каждые 15 мин.
6) Погружают гель на 30 мин в раствор г).
7) Сушат гель на стеклянной пластинке в токе теплого

воздуха при температуре не выше 50сС в течение 48—72 ч.
При этом гель должен быть обращен рабочей поверх-

ностью к поверхности стекла и покрыт сверху подложкой.
В течение первых нескольких часов сушки края геля при-
поднимают.

Т-39. Реактив Байлса
Реактив. 40,7 мл концентрированной соляной кислоты,
0,1 г орсина и 1 мл 1 %-ного раствора хлорида же-

леза (III) растворяют в 50 мл воды [97].

Методы тонкослойной хроматографии 231

Методика. Хроматограмму выдерживают 1,5 ч в парах
хлористого водорода при 80°С, после чего опрыскивают
реактивом и вновь нагревают при 80°С до полного разви-
тия окраски.
Применение. Обнаружение гликолипидов [70] (фиолето-
вые пятна на белом фоне).

Т-40. Реакция Боута [98]
Реактив. Диоксид азота (получается при взаимодействии
концентрированной азотной кислоты с металлической
медью).
Методика. Пластинку обрабатывают последовательно па-
рами аммиака и диоксидом азота.
Применение. Обнаружение фенольных ОН-групп [16, 99]
(желтое окрашивание, стабильное в течение нескольких
дней).

Т-41. Бриллиантовый зеленый
Реактив. 0,5 %-ный раствор бриллиантового зеленого
в ацетоне.
Методика. Сухую пластинку опрыскивают реактивом и
немедленно обрабатывают парами брома.
Применение. Обнаружение триазиновых гербицидов [100]
(темно-зеленые пятна на бесцветном фоне), фосфорорга-
нических соединений.

Т-42. Бромкрезоловый зеленый
Реактив. 0,3 %-ный раствор бромкрезолового зеленого
в 80 %-ном (по объему) метаноле с добавкой 8 капель
30 %-ного раствора гидроксида натрия на 100 мл рас-

твора.
Применение. Обнаружение кислот [3] (желтые пятна на
зеленом фоне).

Т-43. Бромкрезоловый пурпурный
Реактив. Раствор 0,04 г бромкрезолового пурпурного

в 100 мл 50 %-ного этанола. рН раствора доводят ще-
лочью до 10,0.
Применение Обнаружение галогенид-ионов (кроме фто-
рида) [101], дикарбоновых кислот [102] (желтые пятна
на голубом фоне) и гербицидов (галогензамещенные фе-
ноксикислоты) [103].
Предел обнаружения: от 1,0 до 2,0 мкг гербицидов.

Т-44. Бром—хлорид железа (III)—сульфосалициловая кислота
[90, 104].

Реактив, а) 0,1 %-ный раствор хлорида железа(III)
в 80 %-ном этаноле.
б) 1 %-ный раствор сульфосалициловой кислоты в 80%-
ном этаноле.
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Методика. Пластинку обрабатывают 10 мин парами брома,
опрыскивают раствором а), сушат на воздухе 15 мин,
после чего опрыскивают раствором б).
Применение. Обнаружение фосфорорганических соедине-

ний и тиофосфатов [105], пестицидов (белые пятна на ро-
зовато-лиловом фоне).
Предел обнаружения. 5 мкг.

Т-45. Бром—иодид калия
Реактив. 2 %-ный раствор иодида калия в воде.
Методика. Вещества разделяют на слое адсорбента, со-
держащем 1,5 г амилопектина в 28,5 г силикагеля G.
После элюирования пластинку сушат 10 мин при 100°С,
охлаждают и обрабатывают 3 с парами брома. Избы-
ток брома удаляют, обдувая пластинку потоком холодного
воздуха в течение 2 мин. Затем опрыскивают раствором
иодида калия.
Применение. Обнаружение нитрофенолов и галогензаме-
щенных фенолов (темно-синие пятна) [106].
Предел обнаружения: 0,025—0,1 мкг.

Т-46. Бромсукцинимид—флуоресцеин
Реактив, а) Раствор 0,4 г N-бромсукцинимида в 100 мл

уксусной кислоты.
б) Раствор 0,01 г флуоресцеина в 100 мл 96%-ного эта-
нола.
Методика. Опрыскивают пластинку раствором а), нагре-
вают 10 мин при 120°С, охлаждают и опрыскивают рас-
твором б). Хроматограмму рассматривают в видимом и
длинноволновом УФ-свете.
Применение. Обнаружение барбитуратов с двойной свя-
зью в боковой цепи в положении С-5. Некоторые другие
медикаменты также реагируют с этим реактивом [107].

Т-47. Бромтимоловый синий
Реактив. Раствор 40 мг бромтимолового синего в 100 мл
0,01 н. гидроксида натрия.
Методика. Опрысканную пластинку обрабатывают парами
аммиака.
Применение. Обнаружение липидов (сине-зеленые пятна)
[108].
Предел обнаружения: 0,1—1 мкг.

Т-48. Бутилгипохлорит—иод
Реактив, а) Разделение проводят на слое силикагеля G
с добавкой 0,5 % растворимого крахмала.

б) 1 %-ный раствор грег-бутилгипохлорита в циклогексане.
в) Свежеприготовленный 1 %-ный раствор иодида калия
(ч. д. а.) в смеси ацетон—вода (3:1) .
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Методика. Разделение проводят на слое адсорбента, со-
держащего добавку крахмала. После высушивания равно-
мерно опрыскивают пластинку раствором б), 15—20 мин
обдувают потоком холодного воздуха, чтобы удалить из-
быток реактива, и опрыскивают раствором в). Окраску
пятен можно усилить, если опрыскать пластинку водой,
подкисленной соляной кислотой.
Применение. Обнаружение соединений, не реагирующих
с нингидрином, например имидов, амидов и циклических
пептидов [109].

Т-49. Нитрат кальция
Реактив. 5 %-ный раствор нитрата кальция в 95%-ном
этаноле.

Методика. Опрысканные пластинки облучают УФ-светом.
Применение. Обнаружение дифениламина (желто-зеленое
пятно) [НО].

Т-50. Нитрат аммония-церия (IV)—гидроксиламин
Реактив, а) 5 %-ный раствор нитрата аммония-церия(IV)
[(ЫН4)2Се(ЫО3)б] в ацетоне, свежеприготовленный и про-

фильтрованный.
б) 5 %-ный раствор солянокислого гидроксиламина в 80 %-
ном ацетоне.
Методика. Опрыскивают пластинку последовательно рас-
творами а) и б) и высушивают горячим воздухом. В не-
которых случаях можно повысить чувствительность обна-
ружения, если нагревать пластинку 5 мин при 110°С.
Применение. Обнаружение свободных фенольных групп и
производных индола (алифатические спирты и амины, са-
хара, насыщенные циклические спирты, карбоновые ки-
слоты, альдегиды и кетоны не реагируют) [111].
Предел обнаружения: 1—10 мкг.

Т-51. Сульфат аммония-церия (IV)
Реактив. 1 г сульфата аммония-церия(IV) нагревают
с 99 г сиропа фосфорной кислоты до получения однород-
ного раствора [112].
Применение. Обнаружение алкалоидов [113].

Т-52. Сульфат аммония-церия (IV)—молибдат
Реактив, а) 10 г порошка сульфата аммония-церия(IV)
растирают с 17,5 мл концентрированной серной кислоты
до получения однородной пасты. Продолжая растирание,
медленно добавляют 20 мл воды, после этого доводят

объем смеси водой до 100 мл и фильтруют.
б) Молибденовая синь (реактив Т-167).
Методика. Пластинку опрыскивают смесью растворов
а) и б) (1:1) .
Применение. Обнаружение желчных кислот [114].
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Предел обнаружения: 1 мкг.
Т-53. Сульфат церия (IV)

Реактив. Насыщенный раствор сульфата церия (IV)
в 60 %-ной серной кислоте.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 15 мин при
120°С.
Применение. Обнаружение алкалоидов [115], гибберел-
линов (для обнаружения последних используется смесь
насыщенного раствора сульфата церия с концентрирован-
ной серной кислотой, 1:1) [116].

Т-54. Сульфат церия (IV)
Реактив. 0,3%-ный раствор сульфата церия в концентри-
рованной азотной кислоте.

Методика. Опрысканную пластинку рассматривают в УФ-
свете (366 нм).
Применение. Обнаружение полифенилов [117].

Т-55. Сульфат церия (IV)—трихлоруксусная кислота.
Реактив. 0,1 г сульфата церия (IV) кипятят в 4 мл воды,
содержащих 1 г трихлоруксусной кислоты. Добавляют по
каплям концентрированную серную кислоту (af= 1,84) до
получения прозрачного раствора [118].
Методика. Опрысканную пластинку нагревают при 110°С.
Применение. Обнаружение токоферолов [119], тритерпе-
ноидов, органических иодидов, кольхицинов, бруцина, па-
паверина, апоморфина, физостигмина.

Т-56. Хлорамин Τ
Реактив. 10 %-ный раствор хлорамина Τ в воде.
Методика. Опрыскивают пластинку раствором хлорамина
Т, затем 1 н. соляной кислоты, нагревают до 96—98°С,
чтобы удалить хлор, и обрабатывают парами аммиака.
Применение. Обнаружение кофеина [33] (розово-красное
окрашивание).

Т-57. Хлорамин Τ—трихлоруксусная кислота
Реактив, а) Свежеприготовленный 3 %-ный водный рас-
твор хлорамина Т.
б) 25 %-ный раствор трихлоруксусной кислоты в этаноле
(стабилен в течение нескольких дней).
Методика. Опрыскивают пластинку смесью 10 мл рас-
твора а) и 40 мл раствора б), нагревают 5—10 мин при
110°С и рассматривают хроматограмму в длинноволновом
УФ-свете.
Применение. Обнаружение карденолидов и буфадиеноли-
дов.
Предел обнаружения: 0,01 мкг.
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Т-58. Хлоранил ,
Реактив. 0,2 %-ный раствор хлоранила (2,3,5,6-тетрахлор-

1,4-бензохинона) в монохлорбензоле.
Методика. Опрыскивают пластинку свежеприготовленным
реактивом. Реактив дает хорошие результаты на силика-
геле, но непригоден для целлюлозы.
Применение. Обнаружение первичных и вторичных арома-
тических аминов [120].
Предел обнаружения: 0,01 мкг.

Т-59. Хлор—бензидин
Реактив. 2 мл 10%-ного раствора иодида калия смеши-
вают со 100 мл 0,5%-ного раствора бензидина в этаноле.
Методика. Пластинку обрабатывают в течение 5 мин га-
зообразным хлором (хлор получают по реакции между
перманганатом калия и соляной кислотой). Избыток хлора
удаляют нагреванием до 105°С и опрыскивают пластинку
раствором бензидина.
Применение. Обнаружение седати-вов, кофеина [121, 122].

Т-60. Хлор—иодид калия—крахмал
Методика. Пластинку обрабатывают газообразным хло-
ром в течение 30 мин, дают избытку хлора улетучиться и
опрыскивают раствором крахмала, содержащим иодид
калия [123].
Применение. Обнаружение эфиров карбобензоксиамино-
кислот [124].

Т-61. Хлор—толуидин
Реактив. Растворяют 80 мг о-толуидина и 0,5 г иодида ка-
лия в 15 мл ледяной уксусной кислоты и доводят объем
раствора до 250 мл [125].
Методика. Увлажняют пластинку, держа ее над кипящей
водой, после этого обрабатывают 15—20 мин газообраз-
ным хлором и сушат на воздухе 2—3 мин. Затем опрыс-
кивают уголок пластинки раствором о-толуидина. Если

появляется синее окрашивание, следует выждать некото-
рое время и вновь опрыскать пластинку.
Применение. Обнаружение карбобензоксиаминокислот
[126], фенилтиогидантоиновых аминокислот [127], тиа-
мина, рибофлавина, пироксидина, цианкобаламина, нико-

тинамида [128], биотина [129], алкилированных пурино-
вых и пиримидиновых оснований [130].
Предел обнаружения: 0,3 мкг биотина, 200 нг пуриновых
и пиримидиновых оснований.

Т-62. 9-Хлоракридин
Реактив. 21,3 мг 9-хлоракридина растворяют в 95%-ном
этаноле. Свежий раствор готовят ежедневно и хранят
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в холодильнике. Перед использованием реактив перекри-
сталлизовывают из легкого бензина (т. кип. 30—60°С).
Методика. Опрыскивают пластинку под хорошей вытяж-
кой, сушат 5 мин при 110°С и рассматривают полученную
хроматограмму. В заключение рассматривают хромато-
грамму в длинноволновом УФ-свете для обнаружения
арилгидроксиламинов (голубая флуоресценция) или арил-
аминов (тушение флуоресценции).
Применение. Обнаружение первичных ариламинов и арил-
гидроксиламинов (желтые или оранжевые пятна). Специ-
фичное обнаружение арилгидроксиламинов в присутствии
ариламинов [131].
Предел обнаружения: 0,5 нг (по флуоресценции или ту-
шению флуоресценции).

Т-63. Хлорсульфоновая кислота—уксусная кислота [132]
Реактив. Смесь хлорсульфоновой и уксусной кислот (1 :2) .

Методика. Опрысканную пластинку нагревают 1 мин при
130°С.
Применение. Обнаружение олефинов [133], сапогенинов

[132], гликозидов дигиталиса (зеленые пятна, обладающие
коричнево-фиолетовой флуоресценцией при облучении
УФ-светом) [134].

Т-64. Хромотроповая кислота—серная кислота
Реактив. Исходный раствор: 10%-ный (масса/объем) ра-
створ 1,8-диоксинафталин-3,6-дисульфоната натрия. Опрыс-
кивание проводят смесью 1 объема исходного раствора
с 5 объемами смеси серная кислота—вода (5:3) . Раствор
для опрыскивания готовят ежедневно.
Методика. Высушенную пластинку опрыскивают реакти-
вом, рассматривают хроматограмму, нагревают 30 мин
при 105—110°С и вновь рассматривают хроматограмму,

отмечая происшедшие изменения.
Применение. Обнаружение инсектицидных синергентов
(производные 3,4-метилендиоксифенила) [135].
Предел обнаружения: 0,1—5 мкг [136].

Т-65. Коричный альдегид
Реактив. Раствор 5 мл коричного альдегида в смеси эта-
нол—концентрированная соляная кислота (95:5).
Применение. Оксискатолы [137], психотропные медика-
менты.

Т-66. «Хлорокс»—бензидин [138]
Реактив, а) 5 мл отбеливателя хлорокс растворяют в 50 мл
бензола, добавляют 5 мл ледяной уксусной кислоты и

сразу же опрыскивают этим раствором пластинки.
б) Растворяют 0,5 г бензидина и небольшой кристаллик
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иодида калия в 50 мл 50 %-ного этанола и фильтруют по-
лученный раствор. (В процессе приготовления и хранения
раствор не должен подвергаться воздействию яркого
света). Раствор стабилен в течение 2 ч.
Методика. Опрыскивают пластинку раствором а), высу-
шивают под вытяжкой, чтобы удалить хлор, и опрыски-
вают раствором б).
Применение. Обнаружение сфинголипидов (голубые пятна
на белом фоне), кислых полисахаридов (в первом реак-
тиве заменяют бензол на воду).

Т-67. Ацетат кобальта—гидроксид лития (реактив Цвиккера)
Реактив, а) 0,5%-ный раствор ацетата кобальта в мета-
ноле, б) 0,5%-ный раствор гидроксида лития в метаноле.
Методика. Опрыскивают пластинку сначала раствором а),
затем раствором б).
Применение. Обнаружение барбитуратов [51].

Т-68. Хлорид кобальта
Реактив. 1 %-ный раствор безводного хлорида кобальта

в ацетоне.
Методика. Опрыскивают пластинку реактивом. Для обна-
ружения небольших количеств фосфорорганических эфи-

ров необходимо нагреть пластинку до 40—50°С.
Применение. Обнаружение фосфорорганических соедине-
ний, в том числе триалкилфосфатов [139], ароматических
аминов и имидазолов [140].
Предел обнаружения: 50 мкг/см2 имидазолов.

Т-69. Нитрат кобальта
Реактив. 2,5 г нитрата кобальта и 1,25 г тиоцианата ам-
мония растворяют в 10 мл этанола.
Применение. Обнаружение фосфорорганических соедине-
ний [141], имидазолов [140].

Т-70. Кобальтинитрит
Реактив. Смешивают 11,4 г ацетата кобальта
Со(СН3СОО)2-4Н2О, 16,2 г ацетата свинца
РЬ(СН3СОО)2-ЗН2О, 20 г нитрита натрия и 2 мл ледя-
ной уксусной кислоты, доводят объем смеси водой до
150 мл, центрифугируют и фильтруют.
Методика. Опрыскивают пластинку смесью реактива
с метанолом (3 : 1). (Меркус [143] рекомендует предва-
рительно опрыскать хроматограмму насыщенным раство-
ром нитрата бария, чтобы осадить сульфат-ионы.)
Применение. Обнаружение калия.
Предел обнаружения: 2 мкг.

Т-70а. Краситель Comassie Brilliant Blue
Реактив, а) 5 %-ный раствор трихлоруксусной кислоты.
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б) 1 %-ный исходный раствор красителя Comassie Bril-
liant Blue (фирменный индекс 42660, фирма CoLab).
10 мл исходного раствора смешивают с 7 мл ледяной ук-
сусной кислоты и 25 мл метанола и доводят объем
смеси водой до 100 мл. в) 7%-ная уксусная кислота.
Методика. Пластинки с гелем выдерживают сначала
15 мин при 4°С в растворе а), после этого в свежеприго-
товленном и профильтрованном растворе б) при той же

температуре в течение 60—72 ч. После этого в течение
двух часов многократно промывают в свежих порциях
раствора в) и споласкивают в воде.
Применение. Реактив общего назначения для обнаруже-
ния белков на полиакриламидных гелях [186а].

Т-71. Ацетат меди(II)—дитиооксамид [144]
Реактив, а) 20 мл насыщенного раствора ацетата
меди(II) разбавляют водой до 1000 мл. б) 0,1 %-ный
спиртовой раствор дитиооксамида.
Методика. 1) Стабилизация хроматограммы для про-
мывки [145]. Проявленную и высушенную пластинку по-
мещают в вакуумный эксикатор, содержащий 3—5 мл
диметилдихлорсилана, и выдерживают 15 мин при дав-
лении 300 мм рт. ст. После эгого пластинку извлекают
и выдерживают 30 мин на воздухе.
2) Окунают пластинку в воду.
3) Погружают на 10 мин в раствор а).
4) Промывают 10 мин в проточной воде, затем ополас-
кивают дистиллированной водой.
5) Погружают на 10 мин в раствор б).
6) Снова промывают в дистиллированной воде.
Применение. Обнаружение жирных кислот (зеленые
пятна на белом фоне).

Т-72. Ацетат меди(II)—нитрат серебра
Реактив. Растворяют 1,7 г нитрата серебра и 1,8 г аце-
тата меди в 20 мл концентрированного раствора гидро-
ксида аммония. Доводят объем смеси абсолютным этано-
лом до 100 мл [146].
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 20—
30 мин при 100—120°С.
Применение. Обнаружение тритиофторбензальдегидов.

Т-73. Хлорид меди(II)
Реактив, а) 0,5 %-ный раствор хлорида меди(II).
б) Насыщенный спиртовый раствор ацетата меди(II).
Применение. Оксимы [147]. При обнаружении а-бензаль-
доксима следует опрыскать пластинку раствором б), да-
лее нагревать 10 мин при 100°С.
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Т-74. Хлорид меди(II).
Реактив. 2 г хлорида меди(II) растворяют в 11 мл эта-
нола и добавляют 2,5 мл концентрированной соляной
кислоты.
Применение. Обнаружение систокса и мета-систокса
[148].

Τ-75. Сульфат меди (II)
Реактив. Смесь 10%-ного раствора сульфата меди(II) и
2 %-ного раствора аммиака (5: 1).
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 10 мин
при 110°С. Соединения, содержащие амидогруппы, дают
голубые или коричневые пятна.
Применение. Обнаружение диуретиков [149].

Т-76. 3,5-Диаминобензойная кислота—фосфорная кислота
Реактив. 1 г дигидрохлорида 3,5-диаминобензойной кис-
лоты растворяют в смеси 25 мл 80 %-ной фосфорной кис-
лоты и 60 мл воды.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают до появ-
ления пятен и рассматривают хроматограмму в УФ-свете.
Применение. Обнаружение 2-дезоксисахаров [156] (зе-
лено-желтая флуоресценция).

Т-77. о-Дианизидин.
Реактив. Насыщенный раствор о-дианизидина в ледяной
уксусной кислоте.
Применение. Обнаружение альдегидов [3].

Т-78. Диазотирующий реактив
Реактив, а) 3 %-ный (объем/объем) раствор пентилнит-
рита в диэтиловом эфире с добавкой 3 % 98 %-ной му-
равьиной кислоты.
Реактив стабилен в течение 2 месяцев,
б) 1 %-ный раствор 2-нафтола в 5%-ном растворе гид-
роксида натрия. Раствор готовят ежемесячно.
Методика. Опрыскивают пластинку раствором а) (1 мл
на 10 см2), сушат 10 мин в токе воздуха при комнатной
температуре, после чего осторожно опрыскивают раство-
ром б).
Применение. Обнаружение первичных ариламинов. Мо-
ноамины обычно дают красную окраску, а диамины —
пурпурную [151].

Т-79. 2,6-Дибромбензохинон—4-хлоримид
Реактив. 1 %-ный раствор 2,6-дибром-Ы-хлор-гс-хинони-
мина.
Применение. Обнаружение моно- и диэфиров фосфорных
и тиофосфорных кислот (тиольные и сульфгидрильные
группы дают желтые пятна, тионовые группы — красные,
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тиомочевины — коричневые [152]), ароматических ами-
нов и карбазолов [153].
Предел обнаружения: 0,5 мкг.

Т-80. 2,3-Дихлор-5,6-дициано-1,4-бензохинон
Реактив, а) 0,1 %-ный раствор препарата в бензоле, го-
товится непосредственно перед использованием, б) 2%-
ный раствор препарата в бензоле [154].
Методика. При обнаружении серосодержащих пестици-
дов пластинку сушат 30 мин при 85°С, охлаждают и об-
рабатывают парами брома. Затем обдувают холодным
воздухом в течение минуты, чтобы удалить избыток
брома, опрыскивают раствором а), выдерживают 2 мин
и слегка опрыскивают 90%-ным этанолом, после чего
30 мин облучают УФ-светом. При обнаружении сульфо-
ксидов, сульфонов и сульфидов опрыскивают пластинку
раствором б), рассматривают полученную хромато-
грамму, затем обрабатывают парами аммиака и рассмат-
ривают снова. Сульфоксиды дают пятна, окрашенные
в цвета от оранжевого до малинового, сульфоны — от ли-
лового до фиолетового, сульфиды — от розового до си-
него, причем после обработки аммиаком цвет меняется
на розово-оранжевый. При обнаружении карбазолов при-
меняют опрыскивание раствором а).
Применение. Обнаружение серосодержащих соединений
и карбазолов.

Предел обнаружения: пестициды 0,05 мкг [155], карба-
золы 0,1 мкг [156].

Т-81. 2',7'-Дихлорфлуоресцеин
Реактив. 0,2 %-ный раствор 2',7'-дихлорфлуоресцеина
в этаноле [157].
Методика. Опрысканную пластинку рассматривают в УФ-
свете.
Применение. Обнаружение липидов (яркая желто-зеле-
ная флуоресценция).

Т-82. 2,6-Дихлорфенол—индофенол
Реактив, а) Насыщенный на холоду раствор 2,6-дихлор-
фенола—индофенола [158]. б) 0,1 %-ный раствор 2,6-ди-
хлорфенола—индофенола в 95%-ном этаноле [159].
Методика. Опрыскивают пластинку раствором а) или б).
Небольшое нагревание может способствовать образова-
нию окрашенных пятен.
Применение. Обнаружение органических кислот (розовые
пятна на небесно-голубом фоне).

Т-83. Хлоримид дихлорхинона
Реактив, а) 0,4 %-ный раствор хлоримида дихлорхинона.
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б) 10 %-ный раствор карбоната натрия в 30%-ном мета-
ноле.
Методика. Пластинку опрыскивают сначала раствором
а), затем раствором б).
Применение. Обнаружение соединений, входящих в со-
став алоэ [160].

Т-84. Хлоримид дихлорхинона
Реактив. 0,1 %-ный раствор хлоримида дихлорхинона

в этаноле.
Методика. Опрысканную пластинку обрабатывают па-
рами аммиака.
Применение. Обнаружение витамина Вб (голубое пятно)
[161], фенольных терпенов (пятна различных цве-
тов) [162].
Предел обнаружения: 0,1 мкг биотина [129].

Т-85. Хлоримид дихлорхинона
Реактив. 1 %-ный раствор хлоримида 2,6-дихлорхинона
в этаноле.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором реактива,
выжидают 15 мин и опрыскивают 2%-ным раствором
буры (в некоторых случаях при этом наблюдается из-
менение окраски пятен).
Применение. Обнаружение антиоксидантов [163, 164].

Т-86. Дикобальтоктакарбонил
Реактив, а) 0,5 %-ный раствор дикобальтоктакарбонила
в петролейном эфире (т. кип. 120—135°С)
б) 0,5 %-ный раствор а-нитрозо-р-нафтола в смеси ук-
сусная кислота—вода (1:1) .
Методика. Высушенную пластинку опрыскивают реакти-
вом а), выжидают 10 мин, опрыскивают 1 н. раствором
соляной кислоты, снова высушивают и опрыскивают «ниа-
таном». Затвердевшую пластинку увлажняют и тща-
тельно промывают в течение приблизительно 2 ч. После
этого отжимают ее между листами фильтровальной бу-
маги, чтобы удалить избыток жидкости, и в течение ми-
нуты обрабатывают парами брома. Далее пластинку по-
гружают в реактив б), извлекают и удаляют избыток
реактива 0,5 %-ным раствором аммиака.
Применение. Обнаружение полиацетиленов (красно-ко-
ричневые пятна на желтом фоне) [165].

Т-87. 9-Дицианометилен-2,4,7-тринитрофлуорен.
Реактив. 2 г препарата растворяют в 100 мл ацетона.
Раствор готовят непосредственно перед использованием.
Применение. Обнаружение простых ароматических эфи-
ров [166].
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Т-88. я-Диэтиламинобензальдегид
Реактив. 0,25%-ный раствор л-диэтиламинобензальде-
гида в 0,25 н. этанольном растворе соляной кислоты (го-
товят из концентрированной соляной кислоты и абсо-
лютного этанола).
Методика. Восстановитель (цинк) вводят непосредст-
венно в слой (3 г цинковой пыли на 30 г силикагеля).
Применение. Обнаружение нитросоединений [167], ни-
трозодифениламинов [168].
Предел обнаружения: 1—4 мкг.

Т-89. л-Диметиламинобензальдегид—хлорид железа (III) (ре-
актив Ван Урка)
Реактив. 0,125 г я-диметиламинобензальдегида и 0,1 мл
5%-ного раствора хлорида железа (III) растворяют
в 100 мл 65 %-ной серной кислоты.
Применение. Обнаружение фенотиазиновых производных
[169], оксискатолов [136], Ы.Ы-диэтил-В-лизергиламида
(ЛСД) [170].
Предел обнаружения: 0,05 мкг ЛСД.

Т-90. я-Диметиламинобензальдегид (реактив Эрлиха)
Реактив. 1 г препарата растворяют в смеси 25 мл концент-
рированной соляной кислоты и 75 мл метанола.
Применение. Обнаружение оксискатолов [136], алкалои-

дов [171], сульфонамидов (лимонно-желтые пятна) [172],
прочных оснований [173].

Т-91. л-Диметиламинобензальдегид (модифицированный реак-
тив)
Реактив. 1 г я-диметиламинобензальдегида растворяют
в смеси 30 мл этанола, 3 мл концентрированной соляной
кислоты и 180 мл бутанола-1 [174].
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 30 мин при
120°С.
Применение. Обнаружение производных фенилмочевины,
карбаматов и гербицидов на основе мочевины [175].
Предел обнаружения: 0,2—0,4 мкг.

Т-92. л-Диметиламинобензальдегид (модифицированный реак-
тив)
Реактив. 1 %-ный раствор я-диметиламинобензальдегида
в 5 %-ной соляной кислоте [176].
Применение. Обнаружение сульфонамидов.

Т-93. Диметилглиоксим
Реактив, а) 10 %-ный раствор диметилглиоксима в амми-
ачном растворе этанола.
б) 1 %-ный раствор диметилглиоксима в 95%-ном эта-

ноле.

Методика. Тонкослойные хроматограммы опрыскивают
реактивом а). Ионофореграммы, полученные на агаре,
обрабатывают 3 мин парами аммиака и выдерживают
1—2 мин в реактиве б).
Применение. Обнаружение никеля (красное пятно)

Т-94. Дигидрохлорид диметил-л-фенилендиамина
Реактив, а) 1,5 г дигидрохлорида Ν,Ν-диметил-л-фени-
лендиамина растворяют в смеси 128 мл метанола, 25 мл
воды и 1 мл уксусной кислоты [178].
б) 0,5 г диамина растворяют в свежеприготовленном рас-
творе 1 г натрия в 100 мл этанола [179].
Применение. Обнаружение органических пероксидов [ре-
актив а) дает пурпурно-красные пятна], хлорированных
пестицидов [опрысканную реактивом б) пластинку оп
рыскивают водой и в течение минуты облучают УФ-све-
том. Получаются пятна цветом от грязно-фиолетового до
зеленого], карбромала [180].
Предел обнаружения: <0,5 мкг пестицидов, 5 мкг кар-
бромала, 0,1 мкг пероксидов.

Т-95. ж-Динитробензол—гидроксид калия (реактив Циммер-
мана)
Реактив. Смесь 1 %-ного раствора я-динитробензола
в этаноле и 5 н. раствора гидроксида калия (2:1) .
Методика. Опрысканную пластинку высушивают в потоке
горячего воздуха.
Применение. Обнаружение 17- и 3-кетостероидов [181],
метиленовых групп, активированных кетогруппой в орто-
положении [182].

Т-96. 2,4-Динитрофенилгидразин
Реактив. 0,4 г 2,4-динитрофенилгидразина растворяют
в 100 мл 2 н. соляной кислоты.
Применение. Обнаружение карбонильных соединений
(пятна цветом от желтого до красного) [49] и производ-
ных тестостерона.

Т-97. Дифениламин
Реактив. 2,3 г дифениламина растворяют в 100 мл воды,
насыщенной «-бутанолом.
Методика. Опрысканную пластинку сушат сначала на
воздухе, а затем 20 мин при 130°С.
Применение. Обнаружение альдоз и кетоз (голубые
пятна) [183].

Т-98. Дифениламин
Реактив. 20 мл 10 %-ного раствора дифениламина
в спирте растворяют в смеси 100 мл концентрированной
соляной кислоты и 80 мл ледяной уксусной кислоты.
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Методика. Пластинку слегка опрыскивают реактивом,
покрывают стеклом и нагревают при 110°С до появления
пятен [30—40 мин].
Применение. Обнаружение гликолипидов (голубые пятна)
[108, 184].

Т-99. Дифениламин
Реактив. 1 %-ный раствор дифениламина в 95%-ном
этаноле.
Методика. Опрысканную пластинку облучают коротко-
волновым УФ-светом.
Применение. Обнаружение эфиров азотной кислоты
(желто-зеленые пятна на бесцветном фоне) [ПО]. Взрыв-
чатые вещества (для опрыскивания используют 5%-ный
раствор дифениламина) [185] дают разноцветные пятна.
Обнаружение хлорированных пестицидов (реактив раз-
бавляют этанолом в отношении 1 : 10) [93].
Предел обнаружения: 0,5 мкг пестицидов.

Т-100. Дифениламин—хлорид палладия
Реактив, а) 1,5 %-ный раствор дифениламина в этаноле,
б) 0,1 %-ный раствор хлорида палладия в 0,2%-ном ра-
створе хлорида натрия.
Методика. Пластинку слегка опрыскивают смесью раст-
воров а) и б) (5:1). Влажную пластинку облучают
УФ-светом (240 ммк).
Применение. Обнаружение нитрозаминов (голубые или
фиолетовые пятна на бесцветном фоне) [186]. Определе-
нию мешают хиноидные и нитросоединения.
Предел обнаружения: 0,5 мкг (для летучих соединений
1—2 мкг).

Т-101. Дифениламин—хлорид цинка
Реактив. В 100 мл ацетона растворяют 0,5 г дифенил-
амина и 0,5 г хлорида цинка.
Методика. Высушенную пластинку опрыскивают реакти-
вом и нагревают 5 мин при 200°С.
Применение. Обнаружение хлорированных пестицидов
(разноцветные пятна) [187, 188].
Предел обнаружения: 1—5 мкг.

Т-102. β-Аминоэтиловый эфир—дифенилборная кислота
Реактив. 1 %-ный раствор β-аминоэтилового эфира и ди-
фенилборной кислоты в метаноле.
Методика. Опрысканную хроматограмму рассматривают
в УФ-свете (366 ммк); детектируемые компоненты дают
флуоресцирующие пятна.
Применение. Обнаружение флавонолов, кумаринов и их
производных [189].
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Т-103. смлш-Дифенилкарбазид
Реактив. 1 %-ный раствор сыл-ш-дифенилкарбазида
в 95 %-ном этаноле.
Методика. При разделении ионов металлов методом ио-
нофореза пластинку промывают водой, обрабатывают па-
рами аммиака и погружают на 10 мин в реактив. При
обнаружении разделенных компонентов на тонкослойной
хроматограмме пластинку опрыскивают сначала реакти-
вом, а затем 25 %-ным раствором аммиака.
Применение. Обнаружение ионов тяжелых металлов
[190].
Предел обнаружения: <0,5 мкг.

Т-104. силш-Дифедшлкарбазон
Реактив. 0,1 %-ный раствор сылш-дифенилкарбазона
в 95 % -ном этаноле.
Применение. Ацетоксиртутные и метоксиртутные произ-
водные ненасыщенных сложных эфиров и барбитуратов
(пурпурные пятна на бледно-розовом фоне) [191, 192].
Соли диалкилолова (триалкильные производные не реа-
гируют) дают фиолетово-красные пятна (для опрыскива-
ния применяют 0,01 %-ный раствор реактива в хлоро-
форме) [193].

Т-105. Дифенилпикрилгидразил
Реактив. 15 мг дифенилпикрилгидразила растворяют
в 25 мл хлороформа.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 5—10 мин
при 110°С.
Применение. Обнаружение терпеновых углеводородов,
спиртов, карбонильных соединений, оксидов, сложных и
простых эфиров (желтые пятна на пурпурном фоне)
[194].

Т-106. Хлорид 2,5-дифенил-3(4-стирилфенил)-тетразолия
Реактив, а) 1 %-ный метанольный раствор хлорида
2,5-дифенил-З (4-стирилфенил) -тетразолия.
б) 3 %-ный водный раствор гидроксида натрия.
Методика. Смешивают 1 объем раствора а) и 10 объе-
мов б) и этой смесью сразу же опрыскивают пластинку,
если разделение проводится на оксиде алюминия. При
разделении на силикагеле вначале опрыскивают пла-
стинку 2 н. раствором гидроксида натрия, чтобы создать
щелочную среду.
Применение. Обнаружение стероидов (ярко-пурпурные
пятна на желтом фоне) [195].
Предел обнаружения: <0,1 мкг.
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Т-107. Дипикриламин
Реактив. 0,2 г дипикриламина растворяют в смеси 50 мл
ацетона и 50 мл воды.
Методика. Пластинку обильно опрыскивают реактивом
до появления пятен.
Применение. Обнаружение тартрата холина (темно-крас-
ное пятно на желтом фоне; окраска становится более ин-
тенсивной после 5-минутного нагревания при 80°С [129]).
Предел обнаружения: 3 мкг.

Т-108. Дипиридил—хлорид железа(III) (реактив Эммери—Эн-
геля)
Реактив. Смесь равных объемов 0,2 %-ного (масса/объем)
раствора хлорида железа(Ш) в 95%-ном этаноле и
0,5 %-ного (масса/объем) раствора α,α'-дипиридила
в 95 %-ном этаноле.
Применение. Обнаружение гидрохинонов [196], токофе-
ролов [197].

Т-109. Дитиооксамид (рубеановый водород)
Реактив. 0,1 %-ный раствор дитиооксамида в смеси эта-
нол—н-бутанол (1 : ).
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 20 мин
при 100°С.
Применение. Обнаружение ионов металлов (меди, ко-
бальта, никеля) [198].
Предел обнаружения: 0,03—0,05 мкг.

Т-110. Дитизон
Реактив. 0,01 %-ный раствор дитизона в четыреххлорис-
том углероде или хлороформе.
Методика. Опрыскивают пластинку реактивом, рассмат-
ривают появившиеся пятна, затем опрыскивают 25 %-ным
раствором аммиака и наблюдают изменение окраски
пятен.
Применение. Обнаружение ионов тяжелых металлов
[199], солей олова и органических соединений [193],
ртутьсодержащих органических фунгицидов (для обна-
ружения используется 0,5 %-ный раствор реактива)
[200].
Предел обнаружения: 0,5—20 мкг фунгицидов.

Т-111. Реактив Драгендорфа по Тису и Ройтеру [201] (модифи-
цированный Вагуйфальви [202])
Реактив. 2,6 г карбоната висмута и 7,0 г иодида натрия
растворяют в 25 мл кипящей ледяной уксусной кислоты,
оставляют на 12 ч и после этого фильтруют, чтобы отде-
лить ацетат натрия. Исходный раствор (хранить в тем-
ной склянке!) готовят, добавляя к профильтрованному
раствору 8 мл этилацетата. Раствор для опрыскивания:
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смесь исходного раствора с уксусной кислотой и этил-
ацетатом (1 : 2,5 : 6).
Применение. Обнаружение алкалоидов (оранжевые пятна;
интенсивность окраски увеличивается при опрыскивании
0,05 н. серной кислотой [202]); специфичный реактив на
аденин: лимонно-желтое пятно при опрыскивании кисло-

• той становится кроваво-красным [203].
Т-112. Реактив Драгендорфа (модификация Мунье [204])

Реактив, а) 17 г основного нитрата висмута и 200 г вин-
ной кислоты растворяют в 800 мл воды,
б) 160 г иодида калия растворяют в 400 мл воды. Для оп-
рыскивания используют раствор содержащий 25 мл
смеси реактивов а) и б) и 50 г винной кислоты на 250 мл
воды. Этот раствор стабилен в течение недели; исходный
раствор можно хранить более месяца.
Применение. Обнаружение алкалоидов [205], циклогек-
силаминов [206], полиэтиленгликолей и их производных
[207], производных оксида этилена [208], лактамов
[209], липидов [210], а, β-ненасыщенныхстероидов [182],
системных фунгицидов [211].
Предел обнаружения: 0,25—1,0 мкг.

Т-113. Реакция ингибирования эстеразы
Реактив, а) Смесь 0,01 Μ буферного раствора (трис(ок-
симетил)аминометан—малеат—трисмалеат) с 0,01 Μ
раствором никотинамида (рН 7,2).
б) 0,05 Μ раствор трис(оксиметил)аминометана (буфер-
ный раствор с рН 8,3). в) Окислительный раствор, содер-
жащий по 0,05 моль/л ферроцианида и феррицианида
калия.
г) Раствор фермента для опрыскивания. Гомогенизируют
в течение 2 мин на гомогенизаторе VirTis (реостат уста-
навливают на отметку 50) 50 г свежей говяжьей печени со
180 мл раствора а) и после этого центрифугируют 5 мин
при 4°С при 2000g. Отбирают 100 мл верхнего слоя жид-
кости, доводят объем до 500 мл раствором а) и добав-
ляют хлорид магния в таком количестве, чтобы его кон-
центрация составляла 0,1 моль/л. Полученную смесь вы-
держивают 24 ч при 1—9°С, далее центрифугируют
15 мин при 300g. Верхний слой жидкости, содержащий
фермент, можно заморозить и хранить несколько месяцев.
д) 13 мл раствора б) смешивают сначала с 2 мл раствора
в), а затем с раствором 15 мг 5-броминдоксилацетата
в 5 мл этанола.
Методика. Пластинку высушивают на воздухе и далее
обрабатывают парами брома (пожелтение пластинки ука-
зывает на чрезмерную длительность обработки). Остав-
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ляют стоять на воздухе до исчезновения запаха брома,
после чего постепенно и равномерно опрыскивают реак-
тивом г) до хорошего увлажнения геля. Сушат пла-
стинку 20 мин при комнатной температуре и опрыски-
вают реактивом д). Через 1—30 мин на голубом фоне
появляются белые пятна [212].
Применение. Обнаружение фосфорорганических пести-
цидов.
Предел обнаружения: 0,1 —1000 нг. (Нельзя перегружать
хроматограмму растительными экстрактами, поскольку
очень большие пробы экстрактов, не содержащие пести-
цидов, также могут давать зоны ингибирования [213].)

Т-114. Этилендиамин
Реактив. Смешивают равные объемы этилендиамина и
воды или разбавленного раствора гидроксида натрия.
Методика. Опрысканные пластинки нагревают 20 мин при
50—60°С. Хроматограмму рассматривают в УФ-свете.
Применение. Обнаружение катехаминов [214].
Предел обнаружения: 0,003—0,005 мкг.

Т-115. Соль «прочная голубая В» (тетраазотированный ди-о-
анизидин)
Реактив. 0,5 %-ный раствор препарата.
Методика. Опрыскивают пластинку сначала реактивом,
затем 0,1 н. раствором гидроксида натрия.
Применение. Обнаружение фенолов [215], каннабидио-
лов [91].

Т-116. Соль «прочная голубая ВВ» (диазотированный 1-амино-
4-бензоиламидо-2,5-диэтоксибензол)
Реактив. 0,5 %-ный раствор препарата.
Методика. Пластинку опрыскивают сначала реактивом,
затем 0,1 н. раствором гидроксида натрия.
Применение. Обнаружение фенолов [215], антрахино-
нов (пластинку опрыскивают вначале спиртовым раство-
ром гидроксида калия, затем реактивом) [216].

Т-117. Соль «прочная красная В» (диазотированный 5-нитро-
2-аминоанизол)
Реактив. 0,5 %-ный раствор препарата.
Методика. Пластинку опрыскивают сначала реактивом,
затем 0,1 н. раствором гидроксида натрия.
Применение. Обнаружение фенолов [215], оксибензофе-
нонов [217].

Т-118. Хлорид железа (III)
Реактив, а) Смесь 5%-ного раствора хлорида же-
леза (III) и 2 н. раствора уксусной кислоты (1 : 1).
б) 2 %-ный водный раствор хлорида железа(Ш),
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в) Насыщенный раствор безводного хлорида железа (III)
в метаноле.
г) Растворяют 16,7 г FeCl3-6H2O в 10 мл концентрирован-
ной соляной кислоты и доводят объем раствора метано-
лом до 1 л.
Применение. С помощью реактива а) проводят обнару-

жение пиразолонов [44]. Реактив б) позволяет отделить
фенотиазины (цвет пятен от красного до фиолетового)
от сульфоксидов фенотиазинов (не реагируют) [218];
пригоден также для обнаружения ионов ферроцианида,
феррицианида и тиоцианата [219]. Реактивом в) обна-
руживают терпеновые фенолы [162], а реактивом г) гид-
роксамовые кислоты [220].

Т-119. Хлорид железа(III)—хлорная кислота—азотная кислота
Реактив. Смесь 5%-ного раствора хлорида железа(III),
20%-ной хлорной и 50 %-ной азотной кислот (1 : 9 : 10)
[221].
Применение. Обнаружение фенотиазинов.

Т-120. Хлорид железа(III)—феррицианид калия
Реактив. Свежеприготовленная смесь 0,1 Μ раствора хло-
рида железа(III) и 0,1 Μ раствора феррицианида калия
(1:1).
Применение. Обнаружение ароматических аминов (голу-
бые пятна) [222], триптамина [223], фенолов и феноль-
ных стероидов [18].

Т-121. Хлорид железа (III)—феррицианид калия
Реактив, а) В 100 мл 2 н. соляной кислоты растворяют
1,3 г хлорида железа (III).
б) В 100 мл воды растворяют 0,7 г феррицианида калия.
Методика. Смешивают равные объемы свежеприготов-
ленных растворов а) и б) непосредственно перед упот-
реблением. При обработке пластинок избегают нагре-
вания и воздействия яркого света, так как они усили-
вают окрашивание фона.
Применение. Обнаружение растворимых в жирах витами-
нов и антиоксидантов. При обнаружении ацетата а-то-
коферола смешивают реактив с концентрированной соля-
ной кислотой (2: 1).

Т-122. Хлорид железа (III)—феррицианид калия—арсенит
Реактив, а) 2,7 %-ный раствор хлорида железа (FeCU-
•6Н2О) в 2 н. соляной кислоте.
б) 3,5 %-ный раствор феррицианида калия.
в) В 25 мл 2 н. раствора гидроксида натрия растворяют
3,8 г триоксида мышьяка, охлаждают до 5°С и добавляют
50 мл 2 н. серной кислоты (также охлажденной до 5°С).
Объем смеси доводят водой до 100 мл.
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Методика. Смешивают растворы а), б) и в ) в соотноше-
нии 5 : 5 : 1 непосредственно перед использованием, оп-
рыскивают смесью пластинку и после появления окрашен-
ных пятен осторожно промывают ее водой. (Методика
пригодна при разделении на адсорбентах, содержащих
крахмал в качестве связующего.)
Применение. Обнаружение иодаминокислот [224].

Т-123. Хлорид железа (III)—молибдат натрия
Реактив, а) Насыщенный раствор хлорида железа(III).
б) 0,1 Μ раствор молибдата натрия.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а) и не-
медленно вслед за этим раствором б), после чего нагре-
вают 3—5 мин при 140°С.
Применение. Реактив позволяет различать насыщенные
и ненасыщенные метиловые эфиры. Первые дают оранже-
вые пятна, а вторые сине-пурпурные пятна на коричне-
вом фоне [225].

Т-124. Хлорид железа (III)—сульфосалициловая кислота
Реактив, а) В 1 мл 1 н. соляной кислоты растворяют
0,1 г хлорида железа (FeCl3-6H2O) и доводят объем рас-
твора до 100 мл 80 %-ным этанолом.
б) 1 %-ныйраствор сульфосалициловой кислоты в 80%-
ном этаноле [73].
Методика. Пластинку опрыскивают последовательно рас-
творами а) и б).
Применение. Обнаружение фосфорорганических пестици-
дов.

Т-125. Хлорид железа (III)—сульфосалициловая кислота
Реактив. В 25 мл воды растворяют 0,1 г хлорида железа
(FeCl3-6H2O) и 7,0 г сульфосалициловой кислоты и до-
водят объем раствора до 100 мл 95 %-ным этанолом.
Применение. Обнаружение фосфатных групп в липидах
(белые флуоресцирующие пятна на пурпурном фоне)
[226].

Т-126. Сульфат железа (III)—феррицианид калия
Реактив, а) 0,5 %-ный раствор сульфата железа(III) в 1 н.
серной кислоте.
б) 0,2 %-ный раствор феррицианида калия [162].
Методика. Непосредственно перед использованием сме-
шивают разные объемы растворов а) и б). Опрыскивают
пластинку, рассматривают появившиеся пятна, затем на-
гревают 10 мин при 110°С и отмечают изменение окраски.
Применение. Обнаружение фенольных соединений.

Т-127. Железоаммонийные квасцы—тиоцианат калия
Реактив. Смесь растворов указанных реактивов.
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Применение. Обнаружение стабильных пероксидов, не
реагирующих с иодидом калия [227].

Т-128. Флуорескамин
Реактив, а) В 100 мл ацетона (ч. д. а) растворяют 10 мг
флуорескамина (выпускается фирмой Hoffman-LaRoche
под названием Fluram). Чтобы увеличить срок годности
реактив, следует использовать чистую мерную колбу и
безводные исходные соединения. Раствор хранят в хо-
лодильнике.

б) 10 %-ный раствор триэтиламина в метиленхлориде
марки «пестицидный»; приготовленный раствор хранят
в холодильнике.
Методика. Пластинку сушат 30—60 мин. Опрыскивают
реактивом а), сушат в потоке воздуха 2 мин и опрыски-
вают реактивом б), который стабилизует флуоресценцию
и позволяет провести количественные измерения. Пла-
стинку оставляют на 40 мин, после чего приступают
к количественным измерениям.
Применение. Обнаружение первичных аминокислот, пеп-
тидов, белков [228]. Для обнаружения альдегидов нано-
сят на пластинку пробу, сверху наносят 5 мкг анилина
и элюируют соответствующим растворителем. Детекти-
руют разделенные компоненты, как описано выше [229].
Первичные амины дают пятна с аквамариновой или жел-
той флуоресценцией, для пятен вторичных аминов ха-
рактерна яркая пурпурная флуоресценция с постепенным
затуханием, переходящая в желтую, если обработать
пластинку 5-диметиламинонафталин-1 -сульфонилхлори-
дом [230].
Предел обнаружения: от 4 до 80 нг аминокислот, пепти-
дов и белков, от 20 до 200 нг альдегидов.

Т-129. Флуорескамин—ледяная ускусная кислота
Реактив. Раствор 1 мг/мл флуорескамина (Fluram, фирмы
Hoffman-LaRoche) в ледяной уксусной кислоте. Стаби-

лен при комнатной температуре в течение нескольких не-
дель.
Методика. Сухую пластинку опрыскивают реактивом и
дают снова высохнуть.

Применение. Реактив для специфичного обнаружения аро-
матических аминов. Все они, за исключением дихлорбен-
зидина, образуют стабильные желтые продукты: соедине-
ния, образующиеся при взаимодействии дихлорбензидина
сданным реактивом,обесцвечиваются по истечении 5 мин
[231].
Предел обнаружения: наномоли.

Т-130. Флуоресцеин—бром
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Реактив. 0,05%-ный раствор флуоресцеина натрия.
Методика. Опрысканную пластинку обрабатывают па-
рами брома. (Следует избегать перенасыщения пластинки
бромом.)
Применение. Ненасыщенные соединения (производные
этилена и другие), реагирующие с бромом. Желтые пятна
на розовом фоне [3].

Т-131. Реактив Фолина—Сиокалто
Реактив, а) В 70 мл воды растворяют 10 г вольфрамата
натрия и 2,5 г молибдата натрия, добавляют 5 мл фос-
форной кислоты и 10 мл концентрированной соляной ки-
слоты, кипятят с обратным холодильником 10 ч, добав-
ляют 15 г сульфата лития, 5 мл воды и одну каплю
брома. Снова кипятят с обратным холодильником в те-

чение 15 мин, охлаждают и доводят объем раствора во-
дой до 100 мл. Полученный раствор не должен иметь зе-
леной окраски.
б) 20 %-ный раствор карбоната натрия [232].

Методика. Опрыскивают пластинку раствором б), слегка
подсушивают и опрыскивают смесью реактива а) с во-
дой (1:3) .
Применение. Обнаружение метилгидразинов [233], фено-
лов, фенольных карбоновых кислот, эстрогенов.
Предел обнаружения: 0,12 мкг/см2 гидразинов [234].

Т-132. Формальдегид—соляная кислота (реактив Прохазки)
[170].
Реактив. Свежеприготовленная смесь 35%-ного раствора
формальдегида, 25%-ной соляной кислоты и 95 %-ного
этанола ( 1 : 1 : 2 ) .
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 5 мин при
100°С.
Применение. Обнаружение производных индолов (при
дневном свете пятна окрашены в различные цвета, в УФ-
свете флуоресцируют) [171]. Окраску можно усилить,
опрыскивая пластинку царской водкой (смесь концент-
рированной соляной и азотной кислот в соотношении
3 : 1 по объему).
Предел обнаружения: 0,01 мкг.

Т-133. Формальдегид—серная кислота
Реактив. Смесь 40 %-ного раствора формальдегида, воды
и серной кислоты (1 : 45 : 55).
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 10 мин
при 120°С. Чувствительность обнаружения можно повы-
сить, опрыскав пластинку реактивом Драгендорфа по
Тису и Ройтеру, модифицированным Вагуйфальви [237]
(см. выше).
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Применение. Обнаружение фенотиазинов.
Т-134. Формальдегид—серная кислота

Реактив. В 50 мл концентрированной серной кислоты
растворяют 1,0 мл 37 %-ного формальдегида [238].
Применение. Обнаружение углеводородов и гетероцикли-
ческих соединений (более реакционноспособных, чем тет-
рацианэтилен).

Т-135. Пары муравьиной кислоты
Методика. Пластинку обрабатывают в течение минуты
парами муравьиной кислоты.
Применение. Обнаружение хинина и хинидина [239].
Интенсивная голубая флуоресценция в УФ-свете.

Т-136. Фурфураль—серная кислота
Реактив. Смесь свежеперегнанного фурфураля с кон-
центрированной серной кислотой (1:50).
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 30 мин
при 105— 110°С.
Применение. Обнаружение синергентов 3,4-метиленди-
оксифенила [135].

Т-137. Фуксин—сернистая кислота (реактив Шиффа)
Реактив, а) Через 0,1 %-ный раствор фуксина пропу-
скают диоксид серы до обесцвечивания раствора,
б) Растворяют в воде 1 мл раствора а), 1 мл 0,05 Μ
раствора хлорида ртути(II) и 10 мл 0,05 Μ серной кис-
лоты и доводят объем раствора водой до 100 мл [226].
Применение. Обнаружение альдегидных групп (фиоле-
товые пятна на бледно-фиолетовом фоне).

Т-138. Gentian violet—бром
Реактив. 0,1 %-ный раствор красителя Gentian violet в ме-
таноле.
Методика. Опрысканную пластинку обрабатывают па-
рами брома.
Применение. Обнаружение липидов (голубые пятна на
желтом фоне) [240].

Т-139. Глюкоза—фосфорная кислота
Реактив. Смесь 2 г глюкозы, 10 мл 85%-ной фосфор-

ной кислоты, 40 мл воды, 30 мл этанола и 30 мл «-бута-
нола.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 10 мин
при 115°С.
Применение. Обнаружение ароматических аминов, эри-
тромицинов [241].

Т-140. Сернокислый гидразин
Реактив, а) Смесь насыщенного раствора сернокислого
гидразина и 4 н. соляной кислоты в соотношении 9: 1
[242].
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б) 1 %-ный раствор сернокислого гидразина в 1 н. соля-
ной кислоте [243].
Методика. Опрысканную пластинку рассматривают в ви-

димом и УФ-свете, нагревают до 100°С и снова рассмат-
ривают в УФ-свете.
Применение. Обнаружение альдегидов.

Т-141. Пары соляной кислоты
Методика. Пластинку обрабатывают парами соляной
кислоты в герметичной камере.
Применение. Обнаружение хальконов (красные пятна)
[244], 4-диметиламиноазобензола и метаболитов [245].

Т-142. Сероводород
Методика. Пластинку обрабатывают хорошо промытым
сероводородом.
Применение. Обнаружение неорганических ионов [246].

Т-143. л-Оксибензальдегид—серная кислота (реактив Комаров-
ского)
Реактив. Свежеприготовленная смесь 2%-ного мета-
нольного раствора w-оксибензальдегида и 50%-ной
(объем/объем) серной кислоты (10:1).
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 10 мин
при 60°С.
Применение. Обнаружение стероидов.

Т-144. Гидроксиламин—нитрат железа(III)
Реактив, а) Раствор 1 г гидроксиламина в 9 мл воды.
б) Раствор 2 г гидроксида натрия в 8 мл воды.
в) Раствор 4 г нитрата железа Fe(NO3)3-9H2O в 60 мл
воды и 40 мл уксусной кислоты.
Методика. Пластинку опрыскивают смесью растворов а)
и б) (1:1), сушат 10 мин при 110°С и опрыскивают
смесью 45 мл раствора в) с 6 мл концентрированной со-
ляной кислоты.
Применение. Обнаружение сложных эфиров [226], аце-
татов Сахаров [43], лактонов [209].

Т-145. 8-Оксихинолин
Реактив. 10 %-ный раствор 8-оксихинолина в этаноле,
насыщенном аммиаком.
Применение. Обнаружение ионов молибдена, цинка, мар-
ганца, кобальта, железа, галлия [177, 247], хрома, ни-
келя, алюминия [248, 249], щелочноземельных элементов.

Т-146. Иод
Реактив, а) Кристаллы иода помещают в герметичную
камеру. Чтобы повысить давление паров иода, камеру
можно нагреть.
б) Насыщенный раствор иода в гексане [250].
Применение. Реактив общего назначения.
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Т-147. Иод—азид натрия
Реактив, а) Раствор 3,5 г азида натрия в 100 мл 0,1 н.
раствора иода.
б) 0,5 %-ный раствор крахмала.
Методика. Пластинку последовательно опрыскивают ра-
створами а) и б) (лучшие результаты можно получить,
опрыскивая смесью этих двух растворов [251]).
Применение. Обнаружение фенилтиогидантоинов [252],
пенициллинов [253], эфиров тиофосфорной кислоты
[254].

Т-148. Иод—иодид калия
Реактив. 5 %-ный раствор иода в смеси 10%-ного ра-
створа иодида калия, воды и 2 н. уксусной кислоты
[ 2 : 3 : 5 ] .
Применение. Обнаружение алкалоидов [51].
Примечание. Слой адсорбента с добавкой нитрата се-
ребра следует предварительно опрыскать насыщенным
раствором бромида калия [225]. При обнаружении сте-
роидов используют 0,3 %-ный раствор иода в 0,5%-ном
растворе иодида калия [60]. Заключительное опрыски-
вание эфиром модифицирует реакции некоторых стерои-
дов [256].

Т-149. Иодоплатинат
Реактив. Смесь 5 мл 10%-ного раствора хлорида пла-
тины и 250 мл 2 %-ного раствора иодида калия.
Применение. Обнаружение алкалоидов и других азотсо-
держащих соединений, водорастворимых витаминов.
Предел обнаружения (на оксиде алюминия): 0,01 мкг
витамина Вг, 0,20 мкг витамина С; 0,40 мкг никотиновой
кислоты; 2,00 мкг биотина; 2,00 мкг холинхлорида;
0,40 мкг D-пантотената [257].

Т-150. Иодоплатинат (модифицированный)
Реактив, а) Смесь 1 мл 0,2 %-ного раствора хлорида
платины, 0,1 мл 3—4%-ной соляной кислоты и 20 мл
ацетона (ч д. а.).
б) 20 %-ный раствор иодида калия.
Методика. Смешивают раствор а) с 0,1 мл раствора б)
и опрыскивают смесью пластинку. Растворы а) и б) ста-
бильны в течение нескольких недель. Смесь стабильна
в течение одного дня.
Применение. Обнаружение пенициллинов [258].
Предел обнаружения: от 0,05 до 0,3 мкг обычных пени-
циллинов; чувствительность обнаружения пенициллино-
вых эфиров и сульфоксидов и пропенилпенициллинов
несколько хуже, однако достаточно высока.
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Т-151. Изатин
Реактив. 0,4 %-ный раствор изатина в концентрирован-
ной серной кислоте [259].
Методика. Опрыскивают пластинку, отмечают появление
окрашенных пятен и нагревают несколько минут при
120°С.
Применение. Обнаружение производных тиофена.

Т-152. Изатин—ацетат кадмия
Реактив. В смеси 50 мл воды и 20 мл уксусной кислоты
растворяют 0,5 г ацетата кадмия и доводят объем рас-
твора пропаноном до 500 мл.
Методика. Отбирают необходимый объем раствора и до-
бавляют изатин (с точностью ± 1 мг) в количестве, тре-
буемом для получения 0,2 %-ного (масса/объем) раствора.
Применение. Обнаружение амино- и иминокислот. Про-
лин и оксипролин дают голубые пятна [260].

Т-153. Изатин—ацетат цинка [135]
Реактив, а) В смеси 100 мл изопропанола и 1 мл пири-
дина растворяют 1 г изатина и 1,5 г ацетата цинка,
б) В смеси 1 мл уксусной кислоты, 95 мл изопропанола
и 5 мл воды растворяют такие же количества тех же
соединений. Растворение и в первом, и во втором случае
проводят при нагревании на водяной бане при 70—80°С.
После полного растворения твердой фазы раствор быстро
охлаждают.
Методика. Пластинку обильно опрыскивают раствором
а) или б) и сушат 30 мин при 90°С. Если нужно полу-
чить пятна с _более четко различающейся окраской, то
пластинки сушат 20 ч при комнатной температуре.
Применение. Обнаружение аминокислот [262].

Т-154. Гидразид изоникотиновой кислоты
Реактив. В 500 мл воды, содержащей 2,5 мл концентри-
рованной соляной кислоты, растворяют 2 г изоникотино-
вой кислоты.
Методика. Опрысканную пластинку оставляют на воз-
духе в некоторых случаях до 16 ч.
Применение. Обнаружение стероидов [263].

Т-155. Реактив Кедде
Реактив. Свежеприготовленная смесь равных объемов
2 %-ного метанольного раствора 3,5-динитробензойной
кислоты и 2 н. водного раствора гидроксида калия.
Применение. Обнаружение стероидных гликозидов [264],
гликозидов строфантуса (пурпурные пятна в видимом
свете) [265].

Т-156. Ацетат свинца
Реактив. 25 %-ный раствор основного ацетата свинца.
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Применение. Обнаружение флавоноидов [266].
Т-157. Тетраацетат свинца

Реактив. В 100 г ледяной уксусной кислоты растворяют
3 г красного оксида свинца, раствор оставляют на 2 ч,
после чего фильтруют.
Применение. Обнаружение Сахаров [267].

Т-158. Реактив Либермана—Бухарда
Реактив. 4 объема уксусного ангидрида смешивают с 1
объемом концентрированной серной кислоты (реактив
можно использовать для опрыскивания слоев адсорбен-
тов, к которым добавлен крахмал в качестве связующего)
[18].
Применение. Обнаружение ненасыщенных стероидов.

Т-159. Малахитовый зеленый
Реактив, а) В 10 мл воды растворяют 1 г гидроксида ка-
лия и доводят объем раствора 95%-ным этанолом до
100 мл.
б) 1 мл насыщенного раствора оксалата малахитового
зеленого в ацетоне растворяют в смеси 51 мл воды, 45 мл
ацетона и 4 мл буферного раствора с рН 7 (реактив
№ 3581 фирмы Beckman).
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а) и на-
гревают 5 мин при 150°С. Охлаждают, промывают аце-
тоном, чтобы удалить органические остатки, и опры-
скивают раствором б) для обнаружения сульфита
калия.
Применение. Обнаружение органических пестицидов, со-
держащих сульфитную группу [268] (белые пятна на го-
лубом фоне).

Т-160. Хлорид марганца (II)
Реактив. 50 мг хлорида марганца (MnCl2-4H2O) раство-
ряют в смеси 15 мл воды и 0,5 мл концентрированной
серной кислоты.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 10—15 мин
при 100—110°С.
Применение. Обнаружение желчных кислот. Холестерин
дает розовые пятна, которые обесцвечиваются в течение
5 мин. Окраска пятен желчных кислот, напротив, в те-
чение этих 5 мин становится все более интенсивной. Все
пятна при долгом пребывании пластинки на воздухе обес-
цвечиваются [269].
Предел обнаружения: 2 мкг желчных кислот; 1 мкг хо-
лестерина.

Т-161. Нитрат ртути(1)
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Реактив. В концентрированной азотной кислоте раство-
ряют 1 г нитрата ртути(I) и доводят объем раствора ди-
стиллированной водой до 100 мл.
Применение. Обнаружение метиприлона, этинамата, кар-
бромаля [270].

Т-162. я-Метоксибензальдегид
Реактив. В 18 мл этанола растворяют 1 мл п-метокси-
бензальдегида и 1 мл серной кислоты [271].
Методика. Опрысканную пластинку нагревают до 110°С.
Применение. Обнаружение фенилгидразонов Сахаров
(желто-зеленые пятна, появляются через 2—3 мин), са-
харов (зеленые, голубые или фиолетовые пятна, появ-
ляются через 10 мин).

Т-163. Метиленовый голубой
Реактив. 25 мг метиленового голубого растирают
в ступке с небольшим количеством 0,05 н. серной ки-
слоты, затем постепенно прибавляют кислоту и доводят
объем раствора до 100 мл (держать в темноте).
Методика. Пластинки опрыскивают смесью равных объе-
мов реактива и ацетона.
Применение. Обнаружение сульфатов стероидов [272].

Т-164. Метиленовый голубой (восстановленный)
Реактив. Смешивают 20 мл 0,001 Μ раствора метилено-
вого голубого, 2 мл концентрированной серной кислоты
и 1 F цинковой пыли. Смесь фильтруют через стеклян-
ную вату.
Применение. Обнаружение хинонов (но не нафтохинонов)
[196] (голубые пятна).

Т-165. Метилумбеллиферон
Реактив, а) 0,5 %-ный раствор иода в этаноле,
б) Раствор 0,075 г 4-метилумбеллиферона в 100 мл смеси
1 : 1 по объему этанола и воды. К раствору добавляют
10 мл 0,1 н. гидроксида аммония.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а), наблю-
дают появление пятен, опрыскивают раствором б) и рас-
сматривают хроматограмму в УФ-свете.
Применение. Обнаружение фосфорорганических пестици-
дов [73].

Т-166. Реактив Миллона
Реактив. 5 г ртути растворяют в 10 г дымящей азотной
кислоты и доводят объем раствора водой до 10 мл.
Применение. Обнаружение арбутина, гидрохинона, ко-
феина, барбитуратов [180].

Т-167. Молибденовая синь
Реактив, а) 40,11 г триоксида молибдена осторожно ки-
пятят в 1010 мл 25 н. серной кислоты (не должны вы-
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деляться белые пары) до полного растворения. После ох-
лаждения объем раствора доводят водой до 1 л.
б) Кипятят [осторожно, как и при приготовлении раство-
ра а)] 1,78 г порошка молибдена в 500 мл раствора а)
в течение 15 мин, затем охлаждают до комнатной темпе-
ратуры, отделяют раствор от осадка и снова доводят его
объем до 500 мл.
Методика. Пластинку опрыскивают смесью растворов а),
б) и воды ( 1 : 1 : 2 ) . При надлежащем разбавлении этот
раствор окрашен в желто-зеленый цвет. Если разбавле-
ние слишком велико, то раствор становится желтым,
а если воды добавлено недостаточно, то голубым. Ра-
створ стабилен в течение нескольких месяцев.
Применение. Обнаружение фосфолипидов (голубые пятна
на белом или голубовато-сером фоне) [274].
Предел обнаружения: 0,005 мкмоль/л.

Т-168. Морин (2',3,4',5,7-пентаоксифлавон)
Реактив. 0,005—0,05 %-ный раствор морина в метаноле.
Методика. Опрысканную пластинку сушат 2 мин при
100°С и сразу же рассматривают в УФ-свете.
Применение. Реактив общего назначения. Дает желто-
зеленые флуоресцирующие пятна или ярко окрашенные
пятна на флуоресцирующем фоне [52, 275].

Т-169. Нафталиновый черный (краситель для хроматограмм на
сефадексе)
Реактив. 1 г нафталинового черного растворяют в 100 мл
смеси 50 мл метанола, 40 мл воды и 10 мл ледяной ук-
сусной кислоты.
Методика. По окончании элюирования пластинку с се-
фадексом покрывают фильтровальной бумагой (Ν 3 ММ
фирмы Whatman), стараясь, чтобы под бумагу не попали
пузырьки воздуха, сушат 30 мин при 80—90°С, затем по-
гружают на 30 мин в кювету с красителем, после чего
промывают пластинку в той же смеси растворителей,
чтобы смыть избыток красителя [276].
Применение. Обнаружение белков.

Т-170. Нафталиновый черный (краситель для электрофореза)
Реактив. 0,25 г нафталинового черного растворяют
в смеси 25 мл ледяной уксусной кислоты и 500 мл ди-
стиллированной воды.
Методика. Пластифицированный слой крахмального геля
погружают на 2 ч в реактив. Избыток красителя смы-
вают 5%-ной уксусной кислотой, пока промывная жид-
кость не станет бесцветной. При последней промывке,
как указано в работе [277], к уксусной кислоте добав-
ляют 50 % глицина.
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Применение. Обнаружение белков.
Т-171. Нафторезорцин

Реактив. 200 мг нафторезорцина растворяют в смеси
100 мл этанола и 10 мл фосфорной кислоты.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 5—10 мин
при 110°С.
Применение. Обнаружение углеводов [278].

Т-172. Нафтохинон—хлорная кислота [279]
Реактив. 0,1 %-ный раствор 1,2-нафтохинон-2-сульфоно-
вой кислоты в смеси этанол — 60 %-ная хлорная ки-
слота—40 %-ный формальдегид —вода (2:1:0,1:0,9).
Методика. Равномерно опрыскивают пластинку и сушат
при 70—80°С, наблюдая за появлением цветных пятен.
При чересчур длительном нагревании .все пятна стано-
вятся коричнево-черными.
Применение. Обнаружение стеринов.
Предел обнаружения: 0,03 мкг холестерина.

Т-173. а-Нафтиламин
Реактив. В 100 мл этанола растворяют 1 г сс-нафтил-
амина.
Применение. Обнаружение 3,5-динитробензоатов (жел-
тые или оранжевые пятна) [280], 3,5,-динитробензамидов
[281], хлорированных пестицидов. В последнем случае
реактив разбавляют в 10 раз этанолом и после опрыски-
вания облучают пластинку 30 с коротковолновым УФ-све-
том (цвет пятен от красновато-коричневого до красновато-
желтого; на дневном свету окрашивание нестабильно) [93].

Т-174. Ы-(1-нафтил)этилендиамин (реактив Бреттона—Мар-
шалла)
Реактив, а) 1 н. раствор соляной кислоты. -
б) 5 %-ный раствор нитрита натрия.
в) 100 мг дигидрохлорида 1Ч-(1нафтил)этилендиамина
растворяют в 100 мл воды.
Методика. Пластинку опрыскивают сначала раствором
а), затем раствором б) и отмечают все появившиеся жел-
тые пятна. Затем высушивают при 100°С, чтобы удалить
избыток азотистой кислоты, и опрыскивают раствором в).
Применение. Обнаружение сульфонамидов (красновато-
пурпурные пятна) [282].
Методика. Для обнаружения фолиевой кислоты пла-
стинку облучают УФ-светом в течение 30 мин и затем
опрыскивают реактивом.
Предел обнаружения: 0,2 мкг [129].

Т-175. Нильский голубой А (восстановленная форма)
Реактив. Смешивают 1 г цинковой пыли, 20 мл 0,001 Μ
раствора нильского голубого А и 2 мл концентрирован-
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ной серной кислоты. Смесь фильтруют через стеклянную
вату.
Применение. Обнаружение хинонов (особенно нафтохи-
нонов) [196].

Т-176. Нингидрин—кадмий
Реактив. В смеси 50 мл воды и 20 мл уксусной кислоты
растворяют 0,5 г ацетата кадмия и доводят объем смеси
до 500 мл пропанолом. Отбирают нужное количество ра-
створа, добавляют нингидрин (с точностью ± 1 мг) с та-
ким расчетом,чтобы концентрация последнего составила
0,2% (масса/объем).
Методика. Пластинку опрыскивают до тех пор, пока слой
не сделается прозрачным. Нагревают 30 мин при 60°С и
охлаждают. Запоминают окраску пятен и оставляют пла-
стинку на ночь в атмосфере, не содержащей аммиака,
после чего наблюдают изменение окраски пятен.
Применение. Обнаружение аминокислот и дипептидов
[283].

Т-177. Нингидрин—коллидин
Реактив. 0,3 г нингидрина растворяют в смеси 95 мл изо-
пропанола, 5 мл 2,4,6-коллидина и 5 мл уксусной кис-
лоты.
Методика. Опрысканную пластинку сушат при 90°С.
Применение. Обнаружение аминокислот [169, 284], ами-
носахаров (голубые пятна) [83].

Т-178. Нингидрин—нитрат меди [285]
Реактив, а) 0,2 %-ный раствор нингидрина в смеси 50 мл
абсолютного этанола, 10 мл ледяной уксусной кислоты и
2 мл 2,4,6-коллидина.
б) 1 %-ный раствор нитрата меди (Cu(NO3)2-3H2O)
в абсолютном спирте.
Методика. Высушенную пластинку опрыскивают свеже-
приготовленной смесью 25 мл раствора а) и 1,5 мл ра-
створа б) и нагревают 1,5—2 мин при 105°С.
Применение. Обнаружение аминокислот [286].

Т-179. р-Оцимен-2,4-динитрофенилгидразин
Реактив, а) 2 %-ный раствор β-оцимена в гексане. Не-
посредственно перед использованием раствор пропускают
через колонку с флорисилом (10X100 мм на каждые
100 мл раствора).
б) 2 %-ный раствор 2,4-динитрофенилгидразина в 30%-
ной хлорной кислоте.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а) и вы-
держивают 1 ч при комнатной температуре или нагре-
вают 10—15 мин при 50°С, после чего опрыскивают ра-
створом б).
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Применение. Обнаружение антиоксидантов (белые пятна
на желто-коричневом фоне) [287].
Предел обнаружения: 1 нг ВНА.

Т-180. л-Нитроанилин (диазотированный)
Реактив, а) 1 г л-нитроанилина растворяют в 200 мл 2 н.
соляной кислоты.
б) 5 %-ный раствор нитрита натрия.
Методика. Раствор б) при перемешивании добавляют
к 10 мл раствора а) до полного обесцвечивания. Полу-
ченной смесью опрыскивают пластинки. Окраску многих
пятен можно усилить, опрыскивая пластинки раствором
карбоната натрия [162]. Если проводится обнаружение
пластификаторов, пластинку сначала опрыскивают 0,5 н.
этанольным раствором гидроксида калия и нагревают
15 мин при 60°С, а затем опрыскивают диазотирующим
раствором [164].
Применение. Обнаружение фенолов [162], пластифика-
торов [164], хлорокина [288], катехоламинов [289].
Предел обнаружения: 0,5 мкг катехоламинов; 0,003 мкг
адреналина [214].

Т-181. Фторборат л-нитробензилдиазония
Реактив, а) 1,5 н. раствор гидроксида натрия в метаноле.
б) 0,01 %-ный раствор фторбората л-нитробензилдиазо-
ния в ацетоне или в смеси равных объемов диэтилового
эфира и метанола.
Методика. Пластинку последовательно опрыскивают ре-
активами а) и б).
Применение. Обнаружение фенольных соединений [290,
291], катехоламинов [292], арил-1Ч-метилкарбаматов
[293], индолов и имидазолов [292].
Предел обнаружения: 0,01—0,05 мкг катехоламинов;
0,1 мкг карбаматов; от 0,1 до 0,5 мкг фенольных соеди-
нений [293] и от 0,1 до 2 мкг индолов и имидазолов.

Т-182. 4- (л-Нитробензил) пиридин
Реактив, а) 5 %-ный раствор л-толуолсульфонилхлорида
в безводной смеси пиридина и толуола (1 :1) .
б) 2 %-ный раствор 4-(л-нитробензил)пиридина в аце-
тоне.
в) 1 Μ раствор карбоната натрия.
Методика. I. Пластинку опрыскивают раствором а), су-
шат на воздухе, затем опрыскивают раствором б), выдер-
живают 1 мин, нагревают 1 мин в потоке горячего воз-
духа и после этого опрыскивают тонко распыленным ра-
створом в). Пятна соединений, реагирующих с реакти-
вом, окрашены в голубой или пурпурный цвет.
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II. Смешивают раствор 10—-50 мкг спирта в 50 мкл аце-
тона с 50 мкл 15%-ного раствора л-толуолсульфонил-
хлорида в пиридине и выдерживают 1,5 ч при ОС. Нано-
сят на тонкослойную пластинку с целлюлозой и элюи-
руют смесью гексан—этилацетат (4:1) на 10-сантимет-
ровый (по длине) участок пластинки. Высушивают пла-
стинку на воздухе и обрабатывают далее, как описано
выше, начиная с опрыскивания раствором б).
Применение. Обнаружение соединений, содержащих гид-
роксильные группы [294].
Предел обнаружения: микрограммовые количества сое-
динений. Амино-, сложноэфирные и эфирные группы не
мешают обнаружению; карбоксильные и фенольные
группы мешают.

Т-183. 4 (л-Нитробензил) пиридин—тетраэтиленпентамин
Реактив, а) 2 %-ный раствор 4-(л-нитробензил)пиридина
(фирма Aldrich) в очищенном ацетоне (к ацетону до-
бавляют перманганат калия из расчета 1 г на 1 л, кипя-
тят в течение часа с обратным холодильником, после
чего перегоняют).
б) 10 %-ный раствор тетраэтиленпентамина (фирма East-
man Kodak, реактив № Т5902) в очищенном ацетоне.
Методика. Сухую пластинку обильно опрыскивают раст-
вором а), испаряют ацетон, нагревают пластинку 5 мин
при 110°С в потоке воздуха и слегка опрыскивают ра-
створом б).
Применение. Обнаружение фосфорорганических пестици-
дов (голубые пятна на белом фоне; диазинон дает крас-
ные пятна).
Предел обнаружения: 0,5—2 мкг [295].

Т-184. Триоксид азота (для диазотирования) [296]
Реактив, а) Свежеприготовленный раствор триоксида
азота в толуоле. В сосуд наливают 10 мл 6 н. соляной
кислоты и сверху 10 мл толуола, после этого медленно
добавляют 10 мл водного раствора, содержащего 2 г
нитрита натрия, и перемешивают смесь, чтобы ускорить
экстракцию.
б) Толуольный раствор, содержащий 0,1 моля фенола
и 0,2 моля амина на 100 мл, для проведения реакции
с солями диазония.
Методика. Последовательно опрыскивают пластинку
растворами а) и б).
Применение. Обнаружение 2,4-динитрофенильных произ-
водных аминокислот или ароматических аминов.
Предел обнаружения: 10~9 моля.
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Τ-185. 4-(4'-Нитробензил) пиридин
Реактив, а) 5 %-ный раствор 4-(4/-нитробензил) пири-
дина в ацетоне.
б) Разбавленный раствор гидроксида натрия.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а); пятна
имеют фиолетовую окраску, которая усиливается при
опрыскивании пластинки раствором б).
Применение. Обнаружение производных ацетилена (по-
скольку реакция не специфична, этот метод обнаруже-
ния следует сочетать с УФ-спектроскопическим анали-
зом) [297].

Т-186. Тетраоксид осмия
Методика. Пластинку обрабатывают парами тетраоксида
осмия в герметичной камере [298]. Для обнаружения
соединений с изолированными двойными связями доста-
точно 10 мин. для обнаружения соединений с сопряжен-
ными двойными связями необходим час и больше [182].
Применение. Обнаружение соединений с двойными свя-
зями. Реактив использовался в тонкослойной хромато-
графии липидов [298] и стероидов [182] (пятна цветом
от коричневого до черного).

Т-187. Реакция индиго с озоном [299]
Реактив. 130 мг индиго растворяют в 1 мл концентри-
рованной серной кислоты при нагревании на водяной
бане в течение часа. Объем раствора доводят водой до
500 мл.
Методика. Пластинку выдерживают 15—20 мин в герме-
тичной камере, в атмосфере которой содержится 10—
15 % озона. Далее излишек озона удаляют, обдувая пла-
стинку струей воздуха, и опрыскивают ее реактивом.
Применение. Обнаружение ненасыщенных соединений
(белые, желтые или коричневые пятна на голубом фоне).

Т-188. Палладий—кальцеин
Реактив. Готовят 0,02 Μ раствор фосфатного буфера
(NaH2PO4—Na2HPO4, 1:1), содержащий ЫО^ 4 г-ион/л
иона Pd 2 + и 7,0· 10~5 моль/л кальцеина (фирма
G. F. Smith). Реактив готовят за 12 ч до использования.
Методика. Опрысканную пластинку рассматривают
в УФ-свете
Применение. Обнаружение ионов металлов, разделенных
в виде диэтилдитиокарбаматов [300].
Предел обнаружения: 0,1 — 1 нг.

Т-189. Хлорид палладия
Реактив. 0,5 %-ный раствор хлорида палладия в разбав-
ленной соляной кислоте.
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Применение. Обнаружение эфиров тиофосфорной кис-
лоты (желтые пятна на светло-коричневом фоне)
[179], фенотиазинов (разноцветные пятна) [301].
Предел обнаружения: < 5 мкг.

Т-190. Параформальдегид—фосфорная кислота
Реактив. В 100 мл концентрированной фосфорной кис-
лоты (ci = 1,7) растворяют 0,03 г параформальдегида.
Раствор стабилен в течение недели [255].
Применение. Обнаружение алкалоидов.

Т-191 Йодная кислота—хлорная кислота
Реактив. 10 г йодной кислоты и несколько миллиграм-
мов пентоксида ванадия растворяют в 100 мл 70 %-ной
хлорной кислоты [302].
Методика. Пластинку высушивают и опрыскивают реак-
тивом. Реактив перед использованием взбалтывают.
Применение. Обнаружение эфиров тиофосфорной кис-
лоты.

Т-192. Йодная кислота—реактив Шиффа [108]
Реактив, а) В 100 мл 90 %-ной уксусной кислоты раство-
ряют 0,5 г йодной кислоты.
б) Смешивают равные объемы охлажденного до 0°С
30 %-ного раствора метабисульфита натрия и 3 н. соля-
ной кислоты.
в) 200 мг фуксина и 5 мл 10 %-ного раствора метаби-
сульфита натрия растворяют в 85 мл воды. Раствору
дают постоять 12 ч, затем обрабатывают его активным
углем и фильтруют.
Методика. Пластинку слегка опрыскивают раствором а)
и затем последовательно растворами б) и в ) , после чего
нагревают 15 мин при 90°С.
Применение. Обнаружение ненасыщенных моноглицери-
дов (фиолетовые пятна), полиеновых кислот (серо-зеле-
ные пятна).

Т-193. Фенол—серная кислота
Реактив. 3 г фенола и 5 мл концентрированной серной
кислоты растворяют в 95 мл этанола.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 10—
15 мин при 110°С. Более длительное нагревание может
способствовать повышению интенсивности окраски.
Применение. Обнаружение углеводов (коричневые
пятна) [62].

Т-194. Солянокислый ж-фенилендиамин [220]
Реактив. 0,2 Μ раствор солянокислого ж-фенилендиа-
мина в 76 %-ном этаноле.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 5 мин при
110°С и рассматривают в УФ-свете.
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Применение. Обнаружение гексозо- и триозофосфатов
[71].

Т-195. Фосфомолибденовая кислота
Реактив, а) 2—20 %-ный раствор фосфомолибденовои
кислоты в этаноле или метилцеллозольве.
б) Для нейтральных адсорбентов готовят смесь 4 мл
концентрированной соляной кислоты и 100 мл 10 %-ного
раствора фосфомолибденовои кислоты в 95%-ном эта-
ноле [18].
Методика. I. Если адсорбент содержит гипс в качестве
связующего, пластинку опрыскивают раствором а) и на-
гревают 20 мин при 100°С. (При обнаружении насыщен-
ных триглицеридов пластинку перед опрыскиванием об-
рабатывают 5 мин парами иода.) Чтобы повысить интен-
сивность окраски пятен и ослабить фон, пластинку
можно обработать парами аммиака [304].
II. Если связующим служит крахмал, пластинку опрыс-
кивают 10 %-ным раствором а), испаряют растворитель
в токе горячего воздуха и нагревают при 100°С до появ-
ления фронта растворителя (10 мин или меньше) [18].
Применение. Реактив общего назначения; обычно ис-
пользуется для обнаружения липидов, стероидов и анти-
оксидантов.
Предел обнаружения: от 0,05 до 1 мкг терпенов; 1 мкг
фенотиазина.

Т-196. Фосфомолибденовая кислота—хлорид олова (II) [144]
Реактив, а) 1 %-ный раствор фосфомолибденовои кис-
лоты в смеси хлороформ—этанол (50:50).
б) 1 %-ный раствор хлорида олова(II) в 2 н. соляной
кислоте.
Методика. Слой адсорбента стабилизуют диметилди-
хлорсиланом (см. реактив Т-71, ацетат меди — дитиоок-
самид), опрыскивают раствором а), промывают пла-
стинку в проточной воде и погружают в раствор б).
Применение. Обнаружение фосфолипидов.

Т-197. Фосфовольфрамовая кислота
Реактив. 10 %-ный раствор фосфовольфрамовой кислоты
в 90 % -ном этаноле.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 15 мин
при 90—100°С.
Применение. Обнаружение холестерина и его эфиров
(красные пятна на белом фоне) [108].
Предел обнаружение; 2—4 мкг.

Т-198. о-Фталевый альдегид—меркаптоэтанол
Реактив, а) Раствор, содержащий 0,1 % о-фталевого
альдегида и 0,1 % 2-меркаптоэтанола в ацетоне. В тем-
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ноте при комнатной температуре раствор стабилен в те-
чение нескольких дней.
б) 1 %-ный раствор триэтиламина в ацетоне
Методика. Обильно опрыскивают пластинкх раствором
а), выжидают 5 мин, опрыскивают раствором б), выжи-
дают 10 мин и рассматривают хроматограмму в УФ-
свете (350 ммк).
Применение. Обнаружение аминокислот и пептидов. На
силикагеле при комнатной температуре пятна через не-
сколько минут исчезают, а на целлюлозе они сохраня-
ются несколько дольше. Для обнаружения пролина пла-
стинку нагревают при 100°С в течение часа (при этом
все остальные пятна исчезают). Для обнаружения со-
единений с N-защищенными группами (грег-бутилокси-
карбонильной, 2-фенилизопропилоксикарбонильной и
л-метоксибензоилоксикарбонильной) пластинку перед
опрыскиванием сушат 2 ч при 100°С. При этом удается
обнаруживать вещества, концентрация которых состав-
ляет 500 пмоль/л.
Предел обнаружения: от 50 до 100 пмолей аминокислот.
На силикагеле чувствительность выше в 2—5 раз, од-
нако ароматические аминокислоты (в особенности ци-
стин) легче обнаруживаются на целлюлозе [305].

Т-199. Ponceau S (краситель для пластинок с сефадексом)
Реактив. 0,2 %-ный раствор Ponceau S в 10%-ной уксус-
ной кислоте.
Методика. Пластинку выдерживают в реактиве 30 мин
и промывают водой. Подробнее эта методика описана
выше (см. Т-128, нафталиновый черный).
Применение. Обнаружение белков [276].

Т-200. Феррицианид калия—гидроксид калия
Реактив, а) 0,1 %-ный раствор феррицианида калия,
б) 15 %-ный раствор гидроксида калия.
Методика. Пластинку опрыскивают смесью, содержащей
1,5 мл раствора а), 10 мл раствора б) и 20 мл воды.
Хроматограмму рассматривают в длинноволновом УФ-
свете до и после опрыскивания и нагревания.
Применение. Обнаружение катехоламинов [306].

Т-201. Феррицианид калия—хлорид железа(III)
Реактив, а) Раствор, содержащий 0,2 % феррицианида
калия и 0,01 % гексагидрата хлорида железа (III)
в 2 н. соляной кислоте [307].
б) Смесь 0,1 Μ растворов хлорида железа и 0,1 Μ фер-
рицианида калия (1:1).
Применение. Обнаружение: а) 2,4-динитрофенилгидразо-
нов; скорость развития и изменения окраски зависит от
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соединения (см. первоисточники), б) ароматических ами-
нов [222].

Т-202. Феррицианид калия—железоаммониевые квасцы [303]
Реактив, а) 0,1 %-ный раствор феррицианида калия
в 0,25 %-ном растворе карбоната натрия,
б) 200 мг железоаммониевых квасцов растворяют
в 100 мл воды и добавляют 5 мл 85 %-ной фосфорной кис-
лоты.
Методика. Опрыскивают пластинку раствором а), нагре-
вают 30 мин при 80°С, охлаждают и опрыскивают реак-
тивом б).
Применение. Обнаружение стероидов [60].
Предел обнаружения: от 2 до 5 мкг.

Т-203. Ферроцианид калия
Реактив. 1 %-ный раствор ферроцианида калия.
Применение. Обнаружение урана и железа [247], меди
и ртути [246].

Т-204. Гидроксид калия
Реактив, а) Смесь 5 %-ного раствора гидроксида калия
с ацетоном (2:1) [309].
б) 2 н. спиртовой раствор гидроксида калия [308].
Методика. I. Опрыскивают пластинку раствором а) или
б) и нагревают до 80—100°С.
II. При обнаружении неацетилированных цитратов пла-
стинку сначала опрыскивают смесью уксусный ангид-
рид—концентрированная фосфорная кислота—диоксан
(5:0,5:5) и нагревают 30 мин при 100 °С, после чего
охлаждают и обрабатывают пластинку, как указано
в методике I.
Применение. Обнаружение ароматических нитросоедине-
ний и аминов [309], ацетилированных и неацетилирован-
ных цитратов [308] (желтые флуоресцирующие пятна).

Т-205. Гипохлорит калия—о-толуидин (реактив Рейнделя-
Хоппе, модифицированный по Грейгу и Либеку) [310]
Реактив, а) Раствор 2 г гипохлорита калия в 100 мл
воды.
б) Насыщенный раствор о-толуидина в смеси 2 %-ной
уксусной кислоты и 85 %-ного раствора иодида калия
(1:1).
Методика. Пластинку слегка опрыскивают раствором а),
дают постоять 1 —1,5 ч и опрыскивают раствором б).
Применение. Обнаружение аминокислот [262] (сине-
черные пятна на белом фоне).

Т-206. Иодид калия—аммиак—сероводород [249]
Реактив. 2 %-ный раствор иодида калия
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Методика. Пластинку опрыскивают реактивом, высуши-
вают и обрабатывают вначале парами аммиака, затем
газообразным сероводородом.
Применение. Обнаружение неорганических ионов группы
сероводорода.

Т-207. Иодид калия—крахмал
Реактив, а) Смесь 4 %-ного раствора иодида калия
с уксусной кислотой (1:4) (для обесцвечивания реак-
тива добавляют по каплям 1 %-ный раствор сульфита
натрия).
б) 1 %-ный раствор крахмала.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а) и через
5 мин раствором б).
Применение. Обнаружение пероксидов [311] (голубые
пятна).

Т-208. Иодовисмутат калия
Реактив, а) В 80 мл воды растворяют 1,7 г нитрата вис-
мута и 20 г винной кислоты.
б) В 40 мл воды растворяют 16 г иодида калия.
в) Смешивают растворы а) и б) (1:1).
г) В 50 мл воды растворяют 10 г винной кислоты и до-
бавляют 10 мл раствора в) (готовят ежедневно свежую
смесь).
Методика. Пластинку опрыскивают раствором г) и об-
рабатывают парами брома.
Применение. Обнаружение фунгицидов [312].
Предел обнаружения: 0,25—0,6 мкг.

Т-209. Иодоплатинат калия
Реактив. Смешивают 2 мл 10 %-ного раствора хлорида
платины и 25 мл 8 %-ного раствора иодида калия и до-
водят объем раствора водой до 100 мл
Применение. Обнаружение алкалоидов [169], фенотиа-
зинов [218], биотина [161], липидов [313].
Предел обнаружения: 10 мкг алкалоидов, от 4 до 10 мкг
липидов.

Т-210. Перманганат калия (кислый)
Реактив. Смешивают равные объемы 0,1 н. раствора пер-
манганата калия и 2 н. уксусной кислоты [51].
Применение. Реактив общего назначения.

Т-211. Перманганат калия (щелочной)
Реактив. Свежеприготовленная смесь 2 %-ного раствора
перманганата калия и 4 %-ного раствора бикарбоната
натрия (1 : 1).
Применение. Реактив общего назначения.
Предел обнаружения: 2 мкг стероидов [60].

Т-212. Перманганат калия
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Реактив. 0,25—2 %-ный водный раствор перманганата
калия.
Применение. Реактив общего назначения.

Т-213. Перманганат калия—серная кислота
Реактив. В 15 мл концентрированной серной кислоты
растворяют 0,5 г перманганата калия [22]
(Раствор можно готовить только в небольших количе-
ствах, так как гептаоксид марганца взрывоопасен.)
Применение. Реактив общего назначения (белые пятна
на розовом фоне).
Предел обнаружения: 1 мкг фосфиноксидов.

Т-214. Перманганат калия—бромфеноловый синий [314]
Реактив, а) 0,5 %-ный раствор перманганата калия.
б) 0,2 %-ный водный раствор бромфенолового синего.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а) и че-
рез 10—15 мин раствором б).
Применение. Реактив общего назначения.
Предел обнаружения: 0,1 мкг амаромицина (в 10 раз
чувствительнее, чем при использовании одного перман-
ганата калия).

Т-215. Тиокарбонат калия
Методика. Пластинку опрыскивают реактивом и наблю-
дают появление разноцветных пятен.
Применение. Обнаружение ионов металлов [315].
Предел обнаружения: от 0,7 мкг рутения(III) до 12,1 мкг
сурьмы (III).

Т-216. Пирен
Реактив. 0,05 %-ный раствор очищенного пирена (фенан-
трена) в петролейном эфире (т. кип. 60—80°).
Методика. Пластинку со слоем силикагеля. опрыскивают
реактивом и рассматривают в УФ-свете. Силикагель
ослабляет зеленую флуоресценцию пирена, однако желч-
ные кислоты нейтрализуют действие силикагеля и в ме-
стах их расположения наблюдаются зеленые флуорес-
цирующие пятна. Метод недеструктивный: отметив поло-
жение пятен, можно проявить пластинку в течение 0,5 ч
смесью диэтилового и петролейного эфира (т. кип. 60—
80°С) и переместить пирен на линию фронта раствори-
теля.
Применение. Обнаружение желчных кислот [316].
Предел обнаружения: 0,2 мкг желчных кислот; 0,1 мкг
солей желчных кислот.

Т-217. Пирокатехиновый фиолетовый (пирокатехинсульфофта-
леин)
Реактив. В 100 мл этанола растворяют 100 мг пирокате-
хинового фиолетового.
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Методика. Пластинку облучают УФ-светом 20 мин, после
чего опрыскивают реактивом [317].
Применение. Обнаружение оловоорганических соедине-
ний (темно-синие или фиолетовые пятна на светлом
серо-коричневом фоне).

Т-218. 1-(2-Пиридилазо)-2-нафтол [278]
Реактив, а) 0,4 %-ный раствор 1-(2-пиридилазо)-2-наф-
тола в этаноле.
б) Раствор 0,8 г нитрата кобальта в 100 мл водьь
в) 2 Μ буферный раствор ацетата натрия, не содержа-
щего железа (рН 4,6).
г) Смешивают 4 мл раствора б) и 2 мл раствора в) и
доводят объем смеси водой до 50 мл.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а), высу-
шивают и опрыскивают раствором г).
Применение. Обнаружение глюкозидуронатов (фиолето-
вые пятна на желтом фоне).

Т-219. 1-(2-Пиридилазо)-2-нафтол
Реактив. 0,25 %-ный раствор 1-(2-пиридилазо)-2-нафтола
в этаноле.
Применение. Обнаружение иона UO| + [248].
Предел обнаружения: 1 мкг.

Т-220. Кверцетин
Реактив. 0,01 Μ раствор кверцетина.
Применение. Обнаружение ионов титана, циркония, то-
рия, молибдена, вольфрама, урана, железа.
Предел обнаружения: от 0,02 до 4,20 мкг [318].

Т-221. Резорцин—серная кислота
Реактив, а) 20 %-ный раствор резорцина в этаноле
(с небольшой добавкой хлорида цинка),
б) 4 н. серная кислота.
Методика. I. Опрыскивают пластинку раствором а), на-
гревают 10 мин при 150°С, опрыскивают раствором б) и
нагревают 20 мин при 120°С. После этого опрыскивают
40 %-ным раствором гидроксида калия [164].
П. Опрыскивают пластинку смесью равных объемов рас-
творов а) п б) и нагревают 10 мин при 120°С. Затем
охлаждают и обрабатывают парами аммиака [308].
Применение. Обнаружение пластификаторов (эфиры фта-
левой кислоты).
Предел обнаружения: 20 мкг.

Т-222. Родамин В
Реактив, а) 0,05 %-ный раствор родамина В в этаноле
[35]
б) 0,2 %-ный водный раствор родамина В [319].
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Методика. I. Опрыскивают пластинку реактивом и рас-
сматривают в видимом и УФ-свете (обработка 3%-ным
раствором пероксида водорода повышает интенсивность
окраски пятен) [320]. Для обнаружения гербицидов (га-
логензамещенных феноксикислот) применяют 0,02 %-ный
раствор реактива [103], а для карбаматов и гербици-
дов на основе мочевины — 0,005 %-ный раствор [175].
II. Для обнаружения глицеридов пластинку опрыски-
вают реактивом а) и затем 10 н. раствором гидроксида
калия (в некоторых случаях чувствительность обнару-
жения повышается, если через несколько минут провести
опрыскивание раствором гидроксида калия повторно
[35]).
Применение. Обнаружение пищевых консервантов
(пятна с окраской от розовой до пурпурной; окраска
усиливается при опрыскивании 3%-ным раствором перо-
ксида водорода [320]), липидов (пурпурные пятна на
розовом фоне [319]), глицеридов (светлые пятна на ро-
зово-красном или кроваво-красном фоне [35]), гербици-
дов [103, 175].
Предел обнаружения: от 0,3 до 1,5 мкг гербицидов.

Т-223. Роданин
Реактив. Спиртовой раствор роданина.
Методика. Пластинку опрыскивают реактивом и затем
концентрированным раствором гидроксида аммония или
натрия [1].
Применение. Обнаружение полиеновых альдегидов.
Предел обнаружения: 0,03 мкг.

Т-224. Ацетат серебра
Реактив. 1 %-ный раствор ацетата серебра.
Методика. Пластинку высушивают на воздухе 10—
30 мин, опрыскивают реактивом и высушивают снова.
Применение. Обнаружение барбитуратов (матово-белые
пятна) [321].
Предел обнаружения: 0,5 мкг.

Т-225. Нитрат серебра—гидроксид аммония—метоксид натрия
[322]
Реактив, а) Раствор 300 мг нитрата серебра в 100 мл
метанола.
б)Насыщенный раствор аммиака в метаноле.
в) Раствор 7 г металлического натрия в 100 мл мета-
нола.
Методика. Пластинку опрыскивают смесью растворов
а), б) и в ) , взятых в соотношении 5 :1 :2 .
Применение. Обнаружение ацильных производных саха-
ров [323].
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Т-226. Нитрат серебра (аммиачный)
Реактив. К. 0,1—0,5 н. раствору нитрата серебра добав-
ляют гидроксид аммония до полного растворения осадка.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 10 мин
при 110—120°G. Может понадобиться также 10-минут-
ное облучение УФ-светом.
Применение. Обнаружение хлорзамещенных гербицидов
[324], соединений с α-гликолевыми группами [325], тер-
пеновых фенолов [162], ионов галогенидов (кроме фто-
рида) [101], серосодержащих анионов [326], арсенатов,
фосфатов, фосфитов, арсенитов [219], сахаров-восстано-
вителей [327]. (Раствор должен быть свежим; его
нельзя долго хранить, так как при этом могут образо-
ваться чувствительные взрывоопасные компоненты.
Не следует подвергать раствор воздействию прямого сол-
нечного света [328].)

Т-227. Нитрат серебра (в присутствии азотной кислоты)
Реактив, а) 1 %-ный раствор нитрата серебра в 3 н.
азотной кислоте [329].
Методика. Опрысканную пластинку сушат 5 мин при
80°С и подвергают действию дневного света в течение
10—15 ч.
Применение. Обнаружение гербицидов.

Т-228. Нитрат серебра—дифенилкарбазон
Реактив, а) 1 %-ный раствор нитрата серебра,
б) 0,1 %-ный раствор дифенилкарбазона в 95%-ном
этаноле.
Методика. Пластинку опрыскивают последовательно

растворами а) и б).
Применение. Обнаружение барбитуратов [330] (пур-
пурно-синие пятна).

Т-229. Нитрат серебра—бромфеноловый синий
Реактив, а) 0,5 %-ный раствор нитрата серебра в эта-
ноле (масса/объем).
б) Раствор, содержащий 0,2 % бромфенолового синего
и 0,15 % нитрата серебра в смеси этанол—этилацетат
(1:1) .
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а), высу-
шивают 5 мин при 100°С, далее опрыскивают раствором
б) и сушат 10 мин при той же температуре.
Применение. Обнаружение хлорированных пестицидов
[331] (желтые пятна на голубом фоне), карбоксина и
других фунгицидов [332].

Т-230. Нитрат серебра—формальдегид
Реактив, а) 0,05 н. раствор нитрата серебра,
б) 37 %-ный раствор формальдегида.
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в) 2 н. раствор гидроксида калия.
г) Смесь концентрированной азотной кислоты с 30 %-ным
пероксидом водорода (1 :1).
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а), высу-
шивают, опрыскивают раствором б) и затем еще влаж-
ную пластинку опрыскивают раствором в). Сушат
30 мин при 130—135°С, охлаждают, опрыскивают рас-
твором г) и оставляют на свету или облучают УФ-
светом.
Применение. Обнаружение пестицидов [333].

Т-231. Нитрат серебра—феноксиэтанол [334]
Реактив. Растворяют 0,1 г нитрата серебра (в разных
работах — от 0,425 до 1,7 г) в 1 мл воды, добавляют
10 мл 2-феноксиэтанола, доводят объем смеси до 200 мл
ацетоном (ч. д. а.) и добавляют 3 капли 30%-ного пе-
роксида водорода. Реактив хранят в темноте.
Методика. Опрысканную пластинку сушат 5 мин под
тягой при комнатной температуре и 15 мин при 75°С.
Далее ее облучают УФ-светом в течение минимального
необходимого промежутка времени, контролируя время
появления пятен по стандартам (не более 15 мин для
силикагеля и 50 мин для оксида алюминия). Пластинки
необходимо предварительно промыть, чтобы удалить ме-
шающие определению хлориды [335].
Применение. Обнаружение хлорированных пестицидов.
Предел обнаружения: 0,01—0,1 мкг.

Т-232. Бихромат натрия—серная кислота
Реактив. В смеси 20 мл воды и 10 мл концентрирован-
ной серной кислоты растворяют 3 г бихромата натрия
[22].
Применение. Реактив общего назначения. '

Т-233. Гидроксид натрия
Реактив. 2 %-ный раствор гидроксида натрия в 90 %-ном
этаноле.
Применение. Обнаружение 2,4-динитрофенилгидразонов
[336].
Предел обнаружения:<0,1 мкг.

Т-234. Молибдат натрия
Реактив. В 100 мл 3—4 н. соляной кислоты растворяют
10 г молибдата натрия, а в 100 мл воды растворяют
1,0 г солянокислого гидразина. Смешивают эти два рас-
твора, нагревают на кипящей водяной бане 5 мин,
охлаждают и доводят объем смеси до 1 л. Раствор ста-
билен в течение нескольких месяцев.
Применение. Обнаружение фосфолипидов [337].
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Т-235. 1,2-Нафтохинон-4-сульфонат натрия (реактив НХС)
Реактив, а) 1 н. раствор гидроксида натрия,
б) Насыщенный раствор 1,2-нафтохинон-4-сульфоната
натрия в смеси этанол—вода (1 : 1).
Методика. Пластинку последовательно опрыскивают рас-
творами а) и б).
Применение. Обнаружение триазидов биуретиков (ста-
бильные оранжевые пятна, появляющиеся в течение
15 мин); основные соединения с первичными аминогруп-
пами или реакционноспособными метиленовыми груп-
пами. Барбитураты не реагируют [338].

Т-236. Нитрит натрия—β-нафтол
Реактив, а) Свежеприготовленный 1 %-ный раствор нит-
рита натрия в 0,1 н. соляной кислоте,
б) 0,2 %-ный раствор β-нафтола в 0,1 н. гидроксиде
натрия.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а) и су-
шат 5 мин при 100°С, после чего опрыскивают раство-
ром б).
Применение. Обнаружение сульфонамидов [339], аро-
матических аминов [222, 340].

Т-237. Нитропруссид натрия
Реактив, а) 0,5 %-ный раствор нитропруссида натрия,
б) 10 %-ный раствор нитрита натрия.
Методика. Пластинку последовательно опрыскивают рас-
творами а) и б), высушивают и о'прыскивают ледяной
уксусной кислотой. Окраска полученных пятен меняется
при обработке пластинки парами аммиака.
Применение. Обнаружение пиразолов [341].

Т-238. Нитропруссид натрия—ацетальдегид
Реактив, а) 5 %-ный раствор нитропруссида натрия
в 10 %-ном уксусном альдегиде.
б) 1 %-ный раствор карбоната натрия.
Методика. Пластинку опрыскивают смесью растворов а)
и б) (1:1).
Применение. Обнаружение вторичных ароматических
аминов, а также морфолина и диэтаноламина [342].

Т-239. Нитропруссид натрия—феррицианид калия
Реактив, а) 10 %-ный раствор гидроксида натрия.
б) 10 %-ный раствор нитропруссида натрия.
в) 10 %-ный раствор феррицианида калия.
Методика. Равные объемы растворов а), б) и в) смеши-
вают с тремя объемами воды, выдерживают 30 мин и
полученной смесью опрыскивают пластинку. Смесь ста-
бильна в течение нескольких недель при хранении в хо-
лодильнике.
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Применение. Обнаружение производных цианамида, ар-
гинина, креатина, креатинина и т. п. [262]. Стрептоми-
цины и неомицины дают ярко-красные пятна на желто-
ватом фоне [343].

Т-240. Пентацианоферрат натрия (реактив Феррона)
Реактив, а) 1 %-ный раствор пентацианоферрата натрия
в воде.
б) 20 %-ный раствор гидроксида натрия.
Методика. Смешивают 15 мл раствора а) и 5 мл рас-
твора б) и добавляют каплю 30 %-ного пероксида водо-
рода. Раствор стабилен 24 ч.
Применение. Обнаружение диуретиков [344].

Т-241. Периодат натрия—бензидин
Реактив, а) 0,1 %-ный раствор метапериодата натрия,
б) 0,5 %-ный раствор бензидина в смеси бутанол—ук-
сусная кислота (4: 1).
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а) и че-
рез 4 мин раствором б).
Применение. Обнаружение соединений двухвалентной
серы [345] (белые пятна на темно-синем фоне).
Предел обнаружения: от 5 до 10 мкг ш. -метионина; 20—
30 мкг ароматических серосодержащих соединений.

Т-242. Периодат натрия—бензидин—нитрат серебра [346]
Реактив, а) 0,1 %-ный раствор метапериодата натрия,
б) Готовят смесь 70 мл воды, 30 мл ацетона и 1,5 мл
1 н. соляной кислоты и смешивают ее с раствором 2,8 г
бензидина в 80 мл 95 %-ного этанола.
©>) 1 мл насыщенного раствора нитрата серебра добав-
ляют при перемешивании к 20 мл ацетона. Далее до
полного растворения осадка по каплям добавляют воду.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а), высу-

шивают на воздухе и опрыскивают раствором б). Опры-
сканную пластинку помещают в камеру, насыщенную
парами аммиака, выдерживают 5 мин и опрыскивают
раствором в).
Применение. Обнаружение Сахаров [346].

Т-243. Периодат натрия—реактив Шиффа [347]
Реактив, а) 0,5 %-ный раствор периодата натрия.
б) 0,5 %-ный раствор n-розанилпна, обесцвеченный диок-
сидом серы.
в) 1 %-ный раствор хлорной кислоты.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а), выдер-
живают 5 мин, обрабатывают еще влажный слой газооб-
разным диоксидом серы, опрыскивают раствором б), вы-
жидают 1 ч и опрыскивают раствором в), чтобы обес-
цветить фон.
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Применение. Обнаружение фосфо- и гликолипидов [210]
(синие или пурпурные пятна на желтоватом фоне).

Т-244. Пирофосфат натрия—диметиламинобензальдегид
Реактив, а) Раствор, содержащий 2—4 мг/мл пирофос-
фата натрия в 30 %-ном пероксиде водорода.
б) Смесь уксусный ангидрид—петролейный эфир (т. кип.
80—100°С)—бензол ( 1 : 4 : 5 ) .
в) Модифицированный реактив Эрлиха. Раствор 1 г
диметиламинобензальдегида в 70 мл этанола смешивают
с 30 мл карбитола (моноэтиловый эфир диэтиленгли-
коля) и 1,5 мл концентрированной соляной кислоты.
Методика. Пластинку сушат на воздухе, опрыскивают
раствором а), нагревают 15 мин при 90—100°С, охлаж-
дают, опрыскивают раствором б), снова нагревают и
после охлаждения опрыскивают реактивом в).
(При обнаружении соединений, содержащих N—О, ре-
активом а) пластинку не опрыскивают!)
Применение. Обнаружение пирролизидиновых алкалои-
дов [348]. Обнаруживаются только алкалоиды с ненасы-
щенным (3-пирролиновым) кольцом.
Предел обнаружения: ~0,2 мкг; 1—20 мкг эфирных ал-

калоидов, содержащих 3-пирролиновое кольцо.
Т-245. Вольфрамат натрия—трихлоруксусная кислота

Реактив, а) Смесь 6 мл 10 %-ного раствора вольфрамата
натрия, 6 мл 5 %-ной трихлоруксусной кислоты и 3 мл
0,5 н. соляной кислоты.
б) Свежеприготовленный 5 %-ный раствор нитрита
натрия.
в) 0,05 %-ный раствор гидроксида натрия.
Методика. Раствор б) приливают к раствору а) и опры-

скивают пластинку смесью; выжидают 3 мин и опрыски-
вают пластинку раствором в). (Пластинки с полиамид-
ным порошком сушат при 30°С в течение нескольких
минут, чтобы удалить воду перед вторым опрыскива-
нием.)
Применение. Обнаружение фенольных соединений; о-ди-
оксисоединения (кроме кверцетина) после второго опры-
скивания окрашиваются в красный цвет. Фенол, нарин-
гин и гесперидин не реагируют [349].

Т-246. Хлорид олова(II)
Реактив, а) В 10 мл концентрированной соляной кис-
лоты растворяют 5 г хлорида олова(II) и доводят объем
раствора водой до 35 мл.
б) 1 %-ный раствор β-нафтола в 2 н. растворе гидро-
ксида натрия.
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Методика. Сухую пластинку опрыскивают раствором а),
обрабатывают окислами азота и опрыскивают раство-
ром б)

"* Применение. Обнаружение метанола в этаноле (разде-
ление в виде 2,4-динитробензоатов); реактив пригоден
также для обнаружения других спиртов в виде 2,4-ди-
нитробензоатов [351].
Предел обнаружения: 0,04 ыкг метанола.

Т-247. Хлорид олова(II)—соляная кислота
Реактив, а) 10 %-ный раствор хлорида олова(П) в кон-
центрированной соляной кислоте.
б) Раствор а) разбавляют в 200 раз 0,5 Μ серной кис-
лотой.
Методика. I. Для обнаружения ароматических нитро-
соединений опрыскивают пластинку раствором а).

II. Для обнаружения триозо- и гексозофосфатов пла-
стинку вначале обрабатывают реактивом Т-15, со-
гласно описанной выше методике, а затем еще теплую
поверхность опрыскивают раствором б).

Т-248. Хлорид олова (II)—монохлоруксусная кислота
Реактив. В 90 мл хлороформа растворяют 5 г хлорида
олова (И) и 5 г монохлоруксусной кислоты.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 3 мин
при 100°С.
Применение. Обнаружение терпенов [353].
Предел обнаружения: 0,5—2 мкг.

Т-248а. Судан черный В
Реактив. 0,7 %-ный раствор Судана черного В в 85 %-ном
этиленгликоле.
Методика. Слой геля погружают в реактив на 5 ч и
промывают в течение часа не менее чем в пяти сменах
70%-ного раствора гликоля. (Примечание. Если прово-
дится также общее обнаружение белков по реакции
Т-181а, то пластинку вначале следует обработать по
методике Т-248, а затем уже по методике Т-181а.)
Применение. Обнаружение липопротеинов на полиак-
риламидных гелях [186а].

Т-249. Сульфаниловая кислота (диазотированная) (реакция
Паули)
Реактив, а) Раствор 0,5 % по сульфаниловой кислоте
и 0,5 % по нитриту натрия в 1 н. соляной кислоте,
б) 1 н. раствор гидроксида калия.
Методика. Пластинку опрыскивают последовательно
растворами а) и б).
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Применение. Обнаружение фенолов [354], ароматиче-
ских аминов [288], фенилозазонов Сахаров [355], кате-
холаминов [214].

Т-250. Дубильная кислота
Реактив. Смешивают 3 мл 85%-ной фосфорной кислоты,
1 мл 0,33 %-ного раствора дубильной кислоты (USP)
в уксусной кислоте (масса/объем) и 26 мл ацетона.
Смесь готовят непосредственно перед использованием.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 15 мин
при 80—90°С.
Применение. Реакция позволяет разделить пиретрины
(розовые пятна) и пиперонилбутоксиды (синие или сине-
черные пятна) [356].
Предел обнаружения: от 0,5 до 1 мкг пиретрина

Т-251. Этиловый эфир тетрабромфенолфталеина
Реактив, а) Исходный раствор, содержащий 1 г этило-
вого эфира тетрабромфенолфталеина в 100 мл ацетона.
б) 10 мл раствора а) растворяют в ацетоне и доводят
объем ацетоном до 50 мл.
в) 0,5 г нитрата серебра растворяют в 25 мл дистилли-
рованной воды и доводят объем раствора ацетоном до
100 мл.
г) 5 г лимонной кислоты растворяют в 50 мл воды и
доводят объем раствора ацетоном до 50 мл.
Методика. Пластинку опрыскивают последовательно рас-
творами б) и в), выжидают 2 мин и опрыскивают рас-
твором г). На хроматограмме появляются синие или
пурпурные пятна на желтом фоне. Через 10 мин хрома-
тограмму вновь опрыскивают раствором г). Количест-
венную обработку хроматограммы следует проводить
в течение первых 10 мин после последнего опрыскива-
ния, поскольку пятна постепенно обесцвечиваются.
Применение. Обнаружение остатков органических фос-
фор- и серосодержащих пестицидов [357].
(Примечание. Перед хроматографированием пластинки
следует промыть, чтобы удалить хлориды.)
Предел обнаружения: 0,05 мкг.

Т-252. Тетрацианэтилен
Реактив, а) Насыщенный раствор тетрацианэтилена
в бензоле.
б) 2 %-ный раствор тетрацианэтилена в бензоле.
в) 0,5 %-ный раствор тетрацианэтилена в этилацетате.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором в) и на-
гревают при 80сС.
Применение. Обнаружение углеводородов, гетероцикли-
ческих соединений, ароматических аминов и фенолов
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[используется раствор а)] [8, 238, 358], хлорфенолов
и их эфиров, применяемых в качестве пестицидов [359]
и сульфидов, сульфонов и сульфоксидов [360] [исполь-

·> зуется раствор б )] .
Предел обнаружения: 0,5—1 мкг индолов.

Т-253. Тетрацианхинодиметанид [361]
Реактив. 0,5%-ный раствор тетрацианхинодиметанида
лития в смеси этанол—вода (1 : 1).
Методика. Опрысканную пластинку выдерживают 15—
20 мин и рассматривают. Перед опрыскиванием сушат
при 80°С или обрабатывают парами аммиака, если элю-
ирование проводилось кислыми растворителями.
Применение. Обнаружение одно- и двухзарядных
ионов металлов с большой молекулярной массой.

Т-254. М,М,]\Г,Г\Г-Тетраметил-4,4'-диаминодифенилметан—нитрат
аммония-церия (IV)
Реактив, а) 0,25 %-ный раствор Ν,Ν,Ν',Ν'-тетраметил-
4,4'-диаминодифенилметана в ацетоне.
б) 1 %-ный раствор нитрата аммония-церия(IV) в 0,1 н.
азотной кислоте.
Методика. Пластинку опрыскивают свежеприготовленной
смесью растворов а) и б) (1:1) и нагревают 5 мин при
105°С.
Применение. Обнаружение полиспиртов [68] (белые или
светло-голубые пятна на синем фоне).

Т-255. Тетразолиевый синий
Реактив. 0,5 %-ный раствор тетразолиевого синего в 2,5 н.
растворе гидроксида натрия.
Применение. Обнаружение стероидов-восстановителей
[362].
Предел обнаружения: 0,5—1 мкг [363].

Т-256. 4- (2-Тиазолилазо)резорцин
Реактив. 0,1 %-ный раствор 4-(2-тиазолилазо)резорцина
в 95 %-ном этаноле.
Методика. Опрысканную пластинку обрабатывают
30 мин парами аммиака и высушивают 30—45 мин
в токе воздуха при 40°С.
Применение. Обнаружение ионов никеля, меди, кобальта.
Предел обнаружения: 0,01—0,02 мкг [364].

Т-257. Тиобарбитуровая кислота—хлорид железа (III)
Реактив, а) В 100 мл 30%-ной (объем/объем) серной
кислоты растворяют 3 г бихромата натрия.
б) В 100 мл воды растворяют 2,8 г 2-тиобарбитуровой
кислоты и 2,12 г карбоната натрия.
в) В 100 мл 1 %-ной (объем/объем) соляной кислоты
растворяют 1 г хлорида железа(III).
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Методика. Пластинку умеренно опрыскивают раствором
а) (если опрыскать слабо, то окисление будет недоста-
точным, если чересчур обильно, то альдегиды подверг-
нутся разложению), через 30 с опрыскивают раствором
б), нагревают 20 мин при 45°С, опрыскивают раствором
в) и нагревают еще 15 мин при той же температуре.
(При чересчур обильном опрыскивании растворами б)
и в) на поверхности пластинки появляется коричневая
вуаль.)
Применение. Обнаружение многоатомных спиртов [356].
Предел обнаружения: 100—300 мкг.

Т-258. Тимол—серная кислота
Реактив, а) 20 %-ный раствор тимола в этаноле.
б) 4 н. серная кислота.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а) и на-
гревают 10 мин при 90°С, затем опрыскивают раствором
б) и нагревают 10—15 мин при 120°С.
Применение. Обнаружение пластификаторов (разноцвет-
ные пятна) [164].

Т-259. Тимол—серная кислота
Реактив. В смеси 10 мл концентрированной серной кис-
лоты и 190 мл этанола растворяют 1 г тимола.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 15—
20 мин при 120°С.
Применение. Обнаружение углеводов [62] (ярко-розо-
в"ые пятна, при дальнейшем нагревании переходящие
в бледно-фиолетовые).

Т-260. о-Толуидин
Реактив. 0,5%-ный раствор о-толуидина в этаноле
(о-толуидин можно заменить на о-дианизидин).
Методика. Опрысканную пластинку высушивают и об-
лучают коротковолновым УФ-светом.
Применение. Обнаружение хлорированных пестицидов
[366] (зеленые пятна на белом фоне).
Предел обнаружения: 0,5—1 мкг.

Т-261. Толуидиновый синий—лизаминовый зеленый [367]
Реактив, а) Смесь формалина с метанолом ( 1 ; 4 ) .
б) 0,1 %-ный раствор цетавлона в физиологическом со-
левом растворе.
в) 0,04 %-ный раствор толуидинового синего в смеси
воды с безводным ацетоном (1 :4).
г) Раствор 0,3 г лизаминового зеленого в 100 мл 1 %-ной
уксусной кислоты.
Методика. Обнаружение пятен на слоях агарового геля:
погружают пластинку на 15 мин в раствор а) и затем
на 1 ч в раствор б), сушат при 37°С под фильтровальной
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бумагой, после этого погружают высушенную пла-
стинку на 15 мин в раствор в) и промывают 1 %-нои
>кс>сноп кислотой до обесцвечивания фона. После этого
обработанную таким образом пластинку погружают на
5 мин в раствор б) и снова промывают пластинку в }к-
сусной кислоте.
Применение. Одновременное обнаружение мукополиса-
харидов (пурпурно-красные пятна) и белков (зеленые
пягна).

Т-262. Трихлоруксусная кислота
Реактив, а) 4 %-ный (масса/объем) раствор трихлор-
уксусной кислоты в хлороформе.
б) 25 %-ный раствор трихлоруксусной кислоты в хлоро-
форме.
Методика. При использовании раствора а) опрысканную
пластинку выдерживают при комнатной температуре
10—30 мин. При применении раствора б) после опрыски-
вания пластинку нагревают 2 мин при 100°С и рассмат-
ривают в УФ-свете.
Применение. Обнаружение ментофурана [368] [раствор
а), розовое пятно], гликозидов Strophanthus (строфан-
туса) [369] [раствор б), желтая флуоресценция]
Предел обнаружения: 0,4 мкг.

Т-263. Трихлоруксусная кислота—хлорамин Τ [370]
Реактив. Свежеприготовленная смесь 25%-ного раствора
уксусной кислоты в 95%-ном этаноле и 3 %-ного рас-
твора хлорамина Τ (4:1).
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 5—10 мин
при 110°С и после Этого рассматривают в видимом и
УФ-свете.
Применение. Обнаружение карденолидов [34, 369, 371].
Предел обнаружения: 0,2 мкг.

Т-264 Ы,2,6-трихлор-и-хинонимин (реактив Гиббса)
Реактив, а) 2 г Ы,2,6-трихлор-л-хинонимина растворяют
в 100 мл этанола.
б) 10 %-ный раствор карбоната натрия.
в) Модифицированный реактив: 0,1 %-ный раствор
Ы,2,6-трихлор-п-хинонимина в смеси хлороформа с диме-
тилсульфоксидом (9:1), предварительно насыщенной
карбонатом натрия. Раствор стабилен 4 месяца; неста-
билен в присутствии щелочных паров Не следует поль-
зоваться реактивом, если он потемнел или обесцветился
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а), высу-
шивают на воздухе и опрыскивают раствором б).
Применение. Обнаружение оксискатолов [137], фенолов
(обычно л-замещенные фенолы не реагируют).
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Для обнаружения лекарственных препаратов многих
классов применяют опрыскивание раствором в) Таким "
образом обнаруживают амфетамины, анестетики, анти-
гистамины, барбитураты, деконгестанты, диуретики, нар-
котики, психотропные и сульфамидные препараты [372].
Предел обнаружения: субнанограммовые количества
барбитуратов [270].

Т-266. 1,3,5-Тринитробензол
Реактив, а) 1 г гидроксида калия растворяют в 10 мл
воды и доводят объем раствора 95%-ным этанолом до
100 мл.
б) Насыщенный раствор 1,3,5-тринитробензола в аце-
тоне.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а) и на-
гревают 5 мин при 150°С, затем охлаждают и промывают
хроматограмму ацетоном, чтобы удалить органические
примеси. После этого опрыскивают пластинку раствором
б) для обнаружения сульфита калия.
Применение. Органические сульфитные пестициды [268}
(розовые или красные пятна).

Т-267. Тринитробензолсульфоновая кислота
Реактив. 0,1 %-ный раствор 2,4,6-тринитробензолсульфо-
новой кислоты в смеси ацетон—этанол—вода ( 2 : 2 : 1 ) .
Применение. Обнаружение аминокислот [373].

Т-268. Хлорид 2,3,5-трифенилтетразолия
Реактив. Свежеприготовленная смесь равных объемов
метанольных растворов хлорида 2,3,5-трифенилтетразо-
лия (4 %) и гидроксида натрия (1 н.).
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 5—10 мин
при 110°С.
Применение. Обнаружение стероидов [263] (красные
пятна).

Т-269. Нитрат уранила
Реактив. В 95 мл 10 %-ной (объем/объем) серной кис-
лоты растворяют 5 г нитрата уранила [374].
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 6—7 мин
при 110°С.
Применение. Обнаружение стероидов.

Т-270. Мочевина
Реактив. В 48 мл воды, насыщенной бутанолом, раство-
ряют 1 г мочевины и добавляют 4,5 мл 85 %-ной орто-
фосфорной кислоты.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 30 мин
при 105—110°С (интенсивные серо-голубые пятна на
почти бесцветном фоне).
Применение. Обнаружение эфиров сахарозы [375].
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Предел обнаружения: 0,3 мкг.
Т-271. Мочевина—1-нафтол—бром (реактив Сакагучи)

Реактив, а) Раствор, содержащий 16 % мочевины и
N 0,2 % α-нафтола в этаноле (5: 1).

б) В 500 мл 5%-ного раствора гидроксида натрия рас-
творяют 3,3 мл брома.
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а), высу-
шивают при 40°С и опрыскивают раствором б).
Применение. Специфичный реактив на гуанидиновую
группу. Аргинин и гомоаргинин меняют цвет с розового
на красный.

Т-272. Ванилин—фосфорная кислота
Реактив. 1 %-ный раствор ванилина в 50 %-ной фосфор-
ной кислоте.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 10—
23 мин при 120°С.
Применение. Обнаружение стероидов [25, 376].

Т-273. Ванилин—нитрат серебра
Реактив, а) В 100 мл этанола растворяют 3,0 г ванилина
и добавляют 0,5 мл серной кислоты (d=l,84).
б) Смесь 2,5%-ного водного раствора нитрата серебра
и 0,5%-ного раствора бромфенолового синего в ацетоне

(1:1)-
Методика. Пластинку опрыскивают раствором а), сушат
5 мин при 90°С и опрыскивают раствором б). Сушат
10 мин на воздухе и затем 1,5 мин при 90°С.
Применение. Обнаружение производных аденина (розо-
вые пятна на золотом фоне) [377].
Предел обнаружения: от 0,0001 до 0,05 микромоля аде-
нина при проведении реакции непосредственно в месте
нанесения пробы.

Т-274. Ванилин—серная кислота
Реактив. 0,5 %-ный раствор ванилина в смеси серной
кислоты с этанолом (4:1) [378]. Раствор готовят еже-
дневно.
Методика. Опрысканную пластинку нагревают 5 мин
при 100°С (при более продолжительном нагревании все
пятна становятся коричневыми).
Применение. Обнаружение стероидов [378], терпенов
[379], пластификаторов [164], карбаматных пестицидов
[380].
Предел обнаружения: 5 мкг/см2 стероидов.

Т-275. Хлорид цинка
Реактив. 30 %-ный раствор хлорида цинка в метаноле
(раствор следует профильтровать) [195].

Методы тонкослойной хроматографии 285

Методика. Опрысканную пластинку нагревают в течение
часа при 105°С. При извлечении пластинки из сушиль-
ного шкафа следует покрыть ее стеклом, чтобы предот-
вратить сорбцию влаги. Хроматограмму рассматривают

• в УФ-свете (366 нм).
Применение. Обнаружение стероидов.

Предел обнаружения: 0,1 мкг или меньше.
Т-276. Ацетат цинка-уранила

Реактив. Насыщенный раствор ацетата цинка-уранила
в 2 н. уксусной кислоте.
Методика. Опрысканную пластинку рассматривают
в УФ-свете (ярко флуоресцирующие пятна).
Применение. Обнаружение ионов натрия, лития (калий
обнаруживается только при сравнительно высоких кон-
центрациях [381]).

Необходимо помнить, что в некоторых случаях реакция на
слое зависит от природы адсорбента. Например, при обнаруже-
нии кофеина путем обработки пластинки хлором с последую-
щим опрыскиванием раствором иодида калия и бензидина ре-
акция дает отрицательные результаты на силикагеле G и поло-
жительные на оксиде алюминия G [122]. Не следует забывать
также, что приведенные данные по пределам обнаружения
весьма относительны, поскольку чувствительность обнаружения
с помощью данного реактива выше для соединений с меньшими
Rf и ниже для соединений с большими Rf. При движении ве-
щества по слою пятно расплывается, и в результате этого кон-
центрация соединения на единицу площади при больших Rf
меньше.

Одну и ту же хроматограмму можно опрыскивать несколь-
кими разными реактивами. Для этого достаточно слегка опры-
скать пластинку первым реактивом, удалить опрысканный слой
с помощью липкой ленты и опрыскать пластинку другим реак-
тивом [382]. Другой способ, особенно полезный в тех случаях,
когда желательно избежать загрязнения пробы детектирую-
щим реактивом, состоит в том, что на хроматограмму после
проведения разделения накладывают лист фильтровальной бу-
маги [383] или другую хроматографическую пластинку [384]
с тем, чтобы получить «отпечаток», который затем опрыскивают
соответствующим реактивом.

В некоторых случаях для обнаружения дополнительных пя-
тен пластинку последовательно обрабатывайот несколькими
реактивами. Так, можно обработать пластинку парами иода,
отметить положение пятен, затем удалить иод в вакууме и об-
рабатывать пластинку другими реактивами [210]. Приведем
еще один пример. Обнаружение органических пестицидов
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проводят путем последовательного опрыскивания пластинки рас-
твором иода в этаноле и растворами флуоресцеина, 4-метилум-
беллиферона и нитрата серебра. После каждого опрыскивания
снова рассматривают хроматограмму и отмечают происшедшие
изменения.

4. РАДИОАКТИВНЫЕ МЕТОДЫ

Авторадиограммы * можно получить, если наложить рентге-
новскую фотопленку непосредственно на хроматографическую
пластинку. Для этой цели вполне пригодна пленка No-Screen
Medical X-ray Film фирмы Kodak. Продолжительность экспо-
зиции, разумеется, зависит от активности присутствующих на
пластинке веществ и может варьировать в интервале от 1 ч до
9 дней [385]. Шеппард и Циен [386] описали способ покрытия
фотографических пластинок эмульсией типа NPB (фирмы
Kodak) для регистрации треков ядерных частиц с целью полу-
чения на этих пластинках авторадиограмм тонкослойных хро-
матографических пластинок. Иногда между пленкой и хрома-
тографическим слоем помещают тонкую пластиковую пленку,
однако при этом экспозицию приходится увеличивать [387].
Вместо рентгеновской пленки для той же цели можно использо-
вать пленку типа 57 фирмы Polaroid [388, 389]. (См. разд. 6
гл. XI, где радиоактивные методы детектирования описаны бо-
лее подробно.)

Радиоактивные соединения можно обнаруживать непосред-
ственно на пластинках, используя торцовый счетчик Гейгера
[390—392] или проточный газовый счетчик [393—395].

5. БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ДЕТЕКТИРОВАНИЯ

Эти методы можно применять для обнаружения пятен раз-
деленных антибиотиков. Суть биологического детектирования
состоит в том, что хроматографическую пластинку приводят
в контакт со слоем агара, инокулированным соответствующим
микроорганизмом. На практике существует ряд способов реа-
лизации этого метода Николаус и сотр [396, 397] вводили
в инокулированный агар хлорид трифенилтетразолия. Микро-
организмы восстанавливали хлорид трифенилтетразолия до
трифенилформазана, имеющего яркую красновато-коричневую
окраску. Однако в присутствии антибиотика восстановления

* Методы работы с радиоактивными индикаторами четко изложены
в книге Лукьянов В Б , Бердоносов С С , Богатырев И О, Заборенко К Б
Радиоактивные индикаторы в химии — Μ Высшая школа, 1975 — Прим ред
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не происходило, и в этих местах хроматограммы появлялись
светло-желтые пятна, резко выделяющиеся на темном фоне.
Гель, содержащий 0,7 мл 5%-ного раствора хлорида трифенил-
тетразолия в 50 %-ном метаноле на 50 мл, осторожно наливали
на поверхность подложки, помещенной в неглубокую пластико-
вую кювету. Охлажденную поверхность геля покрывали тон-
ким слоем раствора стерильного агара, чтобы защитить гель от
кислорода воздуха. После затвердевания защитного слоя пла-
стинку выдерживали в холодильнике в закрытом контейнере
в течение часа при 0°С с тем, чтобы антибиотик успел продиф-
фундировать в агар. Далее пластинку помещали на 16 или
более часов в термостат при 37°С, чтобы дать микроорганиз-
мам размножиться. В зависимости от типа определяемого анти-
биотика для инокуляции применялись различные микроорга-
низмы. Sarcina lutea для рифомицина, Staphylococcus aureus
для пенициллинов, Bacillus subtilis для пенициллинов и тетра-
циклинов. Бегу и Клайн [398] испробовали ряд солей тетразо-
лия и нашли, что наилучшие результаты получаются при ис-
пользовании ИНТ (я-иоднитротетразолиевый фиолетовый) или
хлорида 2-я-иодфенил-3-п-нитрофенил-5-фенилтетразолия).
Не все соли тетразолия при обнаружении того или иного анти-
биотика дают удовлетворительные результаты, поэтому наилуч-
шую соль необходимо определять экспериментально.

Отбирая антибиотики с антиопухолевой активностью мето-
дом бумажной хроматографии, Шурменс и сотр. [399] вводили
в агаровую среду реазуриновый краситель и клетки саркомы
180 и линии Detroit 6. По окончании двухдневного инкубаци-

онного периода в специальных условиях антиопухолевую актив-
ность препаратов оценивали по зоне ингибирования активности
клеточной дегидрогеназы Описанный метод должен быть при-
годен также и в тонкослойном варианте. Перлмен и сотр. [400]
при поисках антиопухолевых соединений вводили в среду агара
клетки Игла типа KB, клетки Эрла типа L и клетки L-1210.
Для получения биоаутограмм были использованы пластинки
с тонким слоем агара.

Тот и Пиор [401] применили биологические методы для об-
наружения и оценки свойств хлорированных инсектицидов.
После проявления хроматограммы и испарения растворителя
на пластинку накладывали решетку, содержащую 22 ячейки,
покрывающую всю область расположения пятен разделенных
соединений на пластинке Для проверки инсектицидной актив-
ности разделенных соединений в каждую ячейку решетки поме-
щали мух-дрозофил и покрывали сверху стеклом.

Бродаски [402] для обнаружения неомицинов использовал
неглубокие кюветы с агаром, инокулированным микроорганиз-
мом Bacillus pumilus. Чтобы антибиотик мог продиффундиро-
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вать Б агаровый гель, хроматограммы плотно прижимали к по-
верхности агара на 5—10 мин, после чего помещали в инкуба-
тор и выдерживали 16 ч при 28°С. Бикель и сотр. [403] для
осуществления диффузии антибиотика в агар помещали на ино-
кулированный слой агара лист фильтровальной бумаги и при-
жимали к нему на 20 мин хроматографическую пластинку раз-
мером 20X20 см с усилием в 2 кг. Мейерс и Смит [404] опи-
сали несколько иной метод с применением хроматографии на
свободном слое. Высушенную хроматограмму они покрывали
влажной фильтровальной бумагой, на которую накладывали
чистую стеклянную пластинку. Полученный «сэндвич» распола-
гали таким образом, что хроматографическая пластинка ока-
зывалась повернутой «лицом вниз», а края фильтровальной
бумаги заворачивали вверх, на подложку. После этого стеклян-
ную покровную пластинку удаляли и покрытый бумагой слой
прижимали к инокулированному микроорганизмами слою
агара, чтобы обеспечить диффузию антибиотика.

Найдено, что при хроматографировании на полосках стекло-
ткани, пропитанной кремневой кислотой (Chrom AR фирмы
Mallinckrodt), удается избежать прилипания частиц силикагеля
к поверхности агара. Кроме того, в этом случае можно нано-
сить на пластинку меньшую пробу, чем при работе с пластин-
ками для биоавтографии [405].

Наришимхачари и Рамачандран [406] пользовались мето-
дом «липкой ленты» для переноса поверхностного слоя адсор-
бента с тонкослойной пластинки на пластинку с агаровой пита-
тельной средой. Контрольную пробу брали с поверхности чи-
стой тонкослойной хроматографической пластинки. Ройсер [407]
погружал проявленную и высушенную пластинку в раствор
коллодия и затем высушивал ее в потоке воздуха. После этого
слой коллодия вместе с адсорбентом снимали с пластинки и
переносили на пластинку с агаром.

Клайн и Голеб [408] разработали простую и изящную мето-
дику обнаружения антибиотиков. Обработанную элюентом и
высушенную хроматограмму опрыскивали раствором агара при
температуре 100°С с помощью краскопульта фирмы Devilbis
под давлением 1,9 кг/см2. Полученный слой агара охлаждали
и наливали на него слой инокулированной микроорганизмами
агаровой питательной среды, охлажденной до 48°С. Таким об-
разом удавалось обойтись без покрытия из фильтровальной
бумаги и в то же время избежать расплывания пятен антибио-
тиков при наливании инокулированной питательной среды не-
посредственно на хроматографическую пластинку.

Хоумен и Фукс [409] для обнаружения фунгитоксичных
соединений после соответствующей инкубации опрыскивали
хроматографические пластинки непосредственно суспензией
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Cladosporium cucmerinum. При этом необходимо было следить,
чтобы пластинки не смачивались чересчур обильно. Для обна-
ружения бактерицидных соединений в Xanthomonas pruni, кото-
рые не восстанавливают тетразолиевые красители, Гамильтон
и Кук [410] вводили в питательную агаровую среду 0,4 % же-
латины. «Поскольку X. pruni способны гидролизовать желатину
(а также крахмал), слой заливали 10%-ным раствором суль-
фата ртути(II) в 2,5 н. соляной кислоте. Негидролизованная
желатина при этом образовывала белый осадок.

Мейерс и Эриксон [411] нашли, что при прибавлении 0,1 %
нитрата калия в качестве окислителя улучшается рост микро-
организмов Staphilococcus aureus, используемых в качестве эта-
лонных (колонию микроорганизмов покрывали стеклянной пла-
стинкой) .

Оно [412] проводил обнаружение витамина B i 2 биоавтогра-
фическим методом. Он вводил микроорганизмы Lactobacillus
leichmannii в агаровую среду, на которой хроматографировался
витамин Bi2.

Кройциг [413] использовал Pediococcus cerevisiae для обна-
ружения фолиевой кислоты в экстрактах мицелия плесневых
грибов на пластинках с двойным слоем. Предел обнаружения
достигал 50 пг.

Во всех этих методах, если злюирование проводится кис-
лыми растворителями, хроматограмму следует обработать па-
рами аммиака, чтобы нейтрализовать кислоту, которая замед-
ляет рост микроорганизмов [396, 397].

Азалос и сотр. [414] опубликовали список эталонных микро-
организмов, пригодных для обнаружения многих антибиотиков,
а Бетина — обзор по применению биоавтографии в тонкослой-
ной и бумажной хроматографии [415].
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Глава VIII

ДОКУМЕНТАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ

1. КАЛЬКИРОВАНИЕ ПЯТЕН
ИЛИ СОХРАНЕНИЕ ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОГО СЛОЯ

Существует несколько способов документирования и сохра-
нения результатов ТСХ. На пластинку накладывают кальку и
обводят все пятна [1]; иногда в этих целях пользуются ацетат-
ными пленками [2, 3]. В последнем случае для каждой группы
пятен применяют отдельные полоски пленки, а затем, собрав
их вместе, получают общую картину. Хро'матограммы можно
переносить и на прозрачные полиэтиленовые пленки (толщина
0,00382 мм; фирма Crystal X Corporation), пропускающие УФ-
лучи [4]. Желательно подкладывать под бумагу или пленку
стеклянную пластинку и использовать специальный фонарь, по-
могающий видеть пятна [5]. Наибом [6] разработал код для
обозначения цвета пятен при калькировании.

Один из первых и наиболее простых методов [7] сохране-
ния хроматограмм состоит в следующем. На пластинку накла-
дывают полоску липкой ленты (Scotch tape) так, чтобы ее концы
выступали за края пластинки. Энергично потирая обратную
сторону ленты каким-либо гладким предметом, добиваются тес-
ного контакта ее липкой поверхности с хроматографическим
слоем. При снятии ленты на ней остается прочно прилипшая
верхняя часть слоя. Выступающими концами ленту фиксируют
на карточке.

Мотье и Поттера [8], работая с незакрепленными слоями
оксида алюминия, после обнаружения пятен заливали пла-
стинку расплавленным парафином. Барролье [9] заливал хро-
матограмму 4 %-ным раствором коллодия, содержащим 7,5%
глицерина. После испарения растворителя образовавшуюся
пленку легко отделить от пластинки. Позднее было предложено
фиксировать хроматограммы, распыляя по их поверхности сус-
пензию полимера [10—12]. Лихтенбергер [12] обнаружил, что,
распыляя 15%-ный водный раствор поливинилиденхлорида,
можно получить весьма прочную, но желтоватую пленку. Поли-
винилпропионат, напротив, дает механически менее прочную, но
чисто белую пленку. В настоящее время в продаже имеется ряд
полимерных аэрозольных препаратов для покрытия тонкослой-
ных хроматограмм. Пользуясь такими аэрозолями, наносят
очень тонкое покрытие, которое высушивают, предотвращая
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растекание пятен. Затем слой вновь опрыскивают для насыщения
адсорбента. После высушивания на верхнюю поверхность на-
кладывают отрезок бесцветной прозрачной ленты. Слой поли-
мера вдоль края пластинки окунают в воду, чтобы уменьшить
прочность его прилипания. После такой обработки слой легко
снимается с поверхности носителя. При наличии водораствори-
мых соединений погружать пластинку в воду не следует. По-
скольку нижняя поверхность слоя все еще содержит незакреп-
ленные частицы, слой можно перевернуть и покрыть для фикса-
ции тонким слоем полимера.

Хотя это и несколько громоздко, тонкослойную пластинку
можно сохранить, наложив поверх слоя другую стеклянную
пластинку и соединив края пластинок лентой [13, 14]. Таким
способом удобнее фиксировать не стеклянные, а пластмассовые
пластинки, поскольку последние можно покрыть другой пласт-
массовой пластинкой и вклеить непосредственно в блокнот.

2. ФОТОГРАФИРОВАНИЕ

И ДРУГИЕ МЕТОДЫ ВОСПРОИЗВЕДЕНИЯ

Тонкослойные пластинки можно, конечно, фотографировать
как на черно-белую, так и на цветную пленку. Браун и Бенжа-
мин [15] фотографировали пластинки и в отраженном и в про-
ходящем свете, поскольку при такой методике лучше видны ми-
кропримеси. В работе [16] подробно описано фотографирование
пятен порфирина на черно-белую и цветную пленки. Другие ис-
следователи [17—20, 23] получали цветные фотографии флуо-
ресцирующих веществ, испускающих УФ-излучение. Для этих
работ особенно удобна камера Polaroid [21—23], так как при
этом результаты видны непосредственно, а хроматограмма
остается пригодной для дальнейших фотографических работ.
Хайнц и Витек [23] обсудили и проиллюстрировали возмож-
ность применения фильтров с камерой Polaroid для усиления
контрастности при фотографировании и для получения соответ-
ствующих отпечатков пятен различного типа на хроматограм-
мах. Джексон [24] подробно описал метод регистрации погло-
щения коротковолнового УФ-излучения пятнами на ТСХ при ис-
пользовании камеры с узкодиафрагменным коллиматором.

Штатив Reprostar для камеры, выпускаемый фирмой
CAMAG, позволяет фотографировать и в УФ-свете и видимом
свете.

Авторадиограммы радиоактивных соединений можно полу-
чить, поместив пленку непосредственно на тонкий слой сорбента
(рис. 8.1). В этих целях используют медицинскую рентгенов-
скую пленку фирмы Kodak No-Screen Medical X-ray Film. Экс-
позиции при этом могут, конечно, меняться в широком диапа-
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зоне: от 1 ч при высоком уровне радиоактивности до 9 сут при
более низкой радиоактивности [25].

Ричардсон и др. [26] на одной и той же хроматограмме диф-
ференцировали 14С и 3Н, поместив целлофановый экран
(3,35 мг/см2) между пленкой и тонким слоем. Такой экран по-
глощал практически всю радиоактивность трития и пропускал

Рис. 8.1. Рисунок, изображающий радиоавто-
граф хроыатограммы масел, полученных из
растении мяты, экспонированных в атмосфере
14СОг в течение 3, 7 и 15 мин. Хотя пятна
вполне отчетливы, контрастность их недоста-
точна для репродукции [25] (с разрешения ав-
торов и Am. Pharm Assoc).

А — неидентифицированное пятно с Rf 0,23, Б — мен-
тол; В — пиперитон; Г—• пулегон, Д — ментон, Ε —
неидентифицированное пятно с Rf 0,77, Ж — угле-
воды. Числа 1—6 показывают относительную интен-
сивность пятен, которая уменьшается с ростом числа.

50 % радиоактивности 14С. Для своих фотографических пласти-
нок Шеппард и Тсиен [27] использовали эмульсию типа NTB,
применяемую для обнаружения треков ядерных частиц. Эти ав-
торы описали методику нанесения такой эмульсии на стеклян-
ные пластинки.

С тонкослойных хроматограмм можно непосредственно по-
лучить различные отпечатки. Можно использовать копироваль-
ные машины типа Xerox 914 Office Copier [28]. Фелиси и др.
[29] показали, что наилучшие результаты дает копировальная
машина фирмы Xerox, модель 422. Для копирования применяют
также диазобумагу [30—32]. В этом случае на тонкослойную
пластинку помещают сначала лист целлофана, далее листдиазо-
бумаги и затем стеклянную пластинку. После экспонирования
на свету диазоотпечатки проявляют, выдерживая в парах ам-
миака. Целлофановые листы необходимы при любом методе
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копирования, если реактив, напыленный на пластинку, может
взаимодействовать со средой [33]. Для получения контактных
отпечатков сквозь стеклянные пластинки носителя флуоресци-
рующих веществ, поглощающих ультрафиолетовое излучение,
Мак-Свини [34] использовал бромистую фотобумагу. Такие
снимки были получены для слоев целлюлозы (DEAE или PEI).
Пальморк [35] повышал чувствительность фотобумаги (Kodak
Bromide WSG. 3S) к УФ-излучению, выдерживая ее не менее
2 мин в 1 %-ном растворе лимонной кислоты в этаноле [36].
Перед получением фотоотпечатка Гефендел [37] превращал
слои в прозрачные, опрыскивая их смесью равных частей пара-
фина и эфира. Хассур и Уайтлок [38] использовали пленку
Kodak SWR (коротковолновое излучение) либо мелкозернистую
позитивную пленку 5302 и 7302 для непосредственного контакт-
ного фотовоспроизведения неокрашенных полос нуклеиновой ки-
слоты в гелях полиакриламида. При проведении количественного
определения полученные отпечатки можно сканировать. По-
скольку пятна слабо поглощают в УФ-области, их целесооб-
разно предварительно окрасить красителем «ярко-синий Comas-
sie». Шпренгер [39] получал копии хроматограмм на бумаге,
покрытой окисью цинка, которую можно зарядить электроста-
тически. Сначала такую бумагу заряжают в темном помещении,
затем на нее помещают окончательно обработанную хромато-
грамму и в течение короткого времени освещают соответствую-
щим источником света. После этого бумагу опыляют окрашенным
позитивным порошком (Philip A. Hunt Co.), который при-
липает только в тех местах, где сохранился заряд, причем в ко-
личестве, соответствующем степени освещенности данной точки
поверхности. Изображение фиксируют, нагревая при 120°С в те-
чение 30 с. Отпечатки тонкослойных хроматограмм изготовляют
также методом светокопирования [40].

3. ДРУГИЕ МЕТОДЫ

Яковлевич и Бишара [41] описали запоминающее вычисли-
тельное устройство, которое обеспечивало быструю выборку
данных, полученных методами ТСХ и БХ, позволяло исключить
фотографирование или копирование хроматограмм и тем самым
уменьшало объем системы памяти.

В тонкослойном электрофорезе с использованием крахмаль-
ных гелей удовлетворительная регистрация тонких слоев дости-
гается путем пластифицирования самых тонких слоев [42—47].
В этом методе лучше всего воспользоваться целлофановой под-
ложкой. После окраски и промывки тонкого слоя рекомендуется
следующая методика пластифицирования [43]. Слой геля по-
гружают на 5 мин в абсолютный метиловый спирт (эту стадию
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можно опустить, если в процессе окраски слой уже обрабаты-
вали метанолом). Затем слой геля и полосу целлофана, поме-
щаемую сверху, на 30 мин погружают в 15 %-ный водный рас-
твор глицерина и 2 %-ный раствор уксусной кислоты (об. %)
(для ацетатного буфера, рН 5, необходимо увеличить содер-
жание глицерина до 20 % ) . Гель и покрывающую целлофано-
вую полоску извлекают из пластифицирующего раствора и по-
мещают на стеклянную пластинку, смоченную этим же рас-
твором. Полоску тщательно разравнивают, чтобы удалить все
воздушные пузырьки, а края покровной полоски натягивают во
избежание скручивания. Пластинку высушивают потоком теп-
лого воздуха, температура которого не должна превышать 50°С.
Такая методика обеспечивает получение сухой и прозрачной
копии, которую затем можно подравнять и хранить обычным
образом в картотеке. Хотя при высушивании происходит не-
большая усадка, она равномерна и не мешает интерпретации
электрофореграммы. Таким образом можно высушивать также
гели акриламида [48, 49]. В этом случае усадка также равно-
мерная в обоих направлениях, и пленку можно вновь гидрати-
ровать до ее первоначальных размеров.

Кридл и др. [50] предложили высушивать злектрофоре-
граммы вымораживанием. С этой целью электрофореграмму
помещают на 10—20 с в сухой лед, после чего влагу уда-
ляют под вакуумом в эксикаторе, снабженном охлаждаемым
конденсатором. Такая методика предотвращает миграцию зон
при сушке и позволяет также сохранить нестойкие соединения.
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Глава IX

ВОСПРОИЗВОДИМОСТЬ ЗНАЧЕНИЙ Rf

Кирхнер и др. [1, 2] показали, что при тщательном контроле
условий работы (стандартизация) воспроизводимость значений
Rf может достигать ±0,05. Два наиболее важных фактора, оп-
ределяющих воспроизводимость величин Rf,—• это тщательное
приготовление слоев равномерной толщины, а также регулиро-
вание активности слоя путем стандартизации условий сушки и
обработки пластинки. Авторы [1, 2] подчеркивают, что чувст-
вительность слоев кремневой кислоты зависит от влажности ат-
мосферы. Поскольку, как выяснилось, на величину Rf оказы-
вает влияние ряд факторов, исследуя неизвестные соединения,
параллельно необходимо проводить контрольные опыты со стан-
дартными веществами. Зависимость Rf от толщины слоя под-
тверждают авторы работ [3—14]. Ямамото и Фурукава [5, 12]
наглядно показали влияние толщины слоя, изготовив клино-
образные слои. Поддерживая постоянным расстояние, проходи-
мое растворителем, чтобы исключить влияние этого фактора,
они продемонстрировали влияние толщины слоя на величину
Rf. Приведенные в табл. 9.1 данные Патаки и Келлера [8]

Таблица 9.1

Величины Rf, полученные при различной толщине слоя [8] а> б

Красите 1ь

Индофенол

Судан красный

Цинковый желтый

0

0

0

0,25

Rf

,056

,142

,395

мм

SRj,

0

0

0

0 0 7

008

011

0

0

0

0,5

* /

,059

, 1 5 2

, 4 0 2

мм

0

0

0

,004

,008

,014

0

0

0

0,75

* /

,074

,171

,419

ММ

0

0

0

SRf

, 0 0 9

, 0 0 9

, 0 1 6

0

0

0

* /

, 0 7 8

, 1 8 5

, 4 3 2

1 мм

6'

0 ,

0 ,

0 ,

Hf

0 0 7

011

014

а С разрешения авторов и Verlag Helvetica Chimica Acta.
6 Среднее значение Rf 80 отдельных опытов.

2Э Зак № 255
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показывают характер изменения R} с толщиной слоя. Даллас [15]
указывает, что в более толстых слоях теплота адсорбции выше
и рассеивается слабее, чем в тонких слоях, и это должно оказы-
вать влияние на Rf.

Количество влаги в адсорбенте, которое непосредственно
связано с его активностью, существенно влияет на величины Rf.
Табл. 9.2 и 9.3 иллюстрируют влияние активности адсорбента
на значение Rf [6, 16]. Влияние влаги столь велико, что при
работе с пластинками следует соблюдать осторожность, не дер-
жать их слишком долго на воздухе, особенно если эти пла-
стинки высушивали в условиях, отличающихся от атмосферных.
Даллас [4] установил, что «более половины общего количества
влаги, адсорбированной силикагелем при равновесии (в атмо-
сфере с относительной влажностью 50 % ) , поглощается при-
мерно за 3 мин; величина Rf может измениться, даже если,
нанося пятна на хроматограмму, вы будете дышать на пла-
стинку». Гейс и Шлит [17] показали, что слои оксида алюми-
ния, выдержанные в атмосфере с относительной влажностью
65%, поглощают 2% влаги за 6 мин и 3 % за 20 мин. Хотя
количество поглощенной влаги зависит от атмосферных усло-
вий, лучше не выдерживать слои слишком долго перед разде-
лением и получением хроматограммы (как уменьшить экспо-
зицию пластин при нанесении пятен см. в гл. IV).

Гейс и Шлит [17] также показали, что если элюирование
хроматограмм проводится при относительной влажности 1 и
80 %. полученные значения R} могут различаться на 300 %. Ис-

Таблица 9 2

Влияние активности адсорбента (оксид алюминия)
на .R/X100 красителей [6] а

Азокраситель

Азобензол

га-Метоксиазобензол

Судан желтый

Судан красный

и-Аминоазобензол

II

59

16

1

0

0

Активность

III

74

49

25

10

3

по Брокману и Шроддеру

IV

85

69

57

33

3

V

95

89

78

56

19

а С разрешения авторов и VEB Verlag Volk Gesundheit.
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Таблица 9 3

Сравнение величин Я/Х100, полученных на слоях силикагеля G,
высушенного в различных условиях [16] а

Соединение

Индофенол

Судан красный G

Диметилазобензол

ФТГ в—глицин

Метиламин-НС1

Карбобензокси-
глицин

Карбобензокси-
аланин

Глицин

Растворитель

Бензол

„

,,

Хлороформ

и-С4Н9ОН—СНзСООН—
Н2О ( 4 : 1 : 1 )

н-СзН7ОН—Н2О (7:3)

То же

Фенол—Н2О (75:25)

Rf (Х1С0)6

А

5,0

13,0

37,0

12,5

16,2

59,9

61,4

22,4

Б

3,6

11,6

34,2

11,0

12,5

53,5

55,2

20,0

в

2,2
10,4
32,7
9,7

10,2

51,1

53,1

18,6

а С разрешения авторов и Springer-Verlag
6 А — выс\шен в течение ночи на воздухе, Б — высушен в теплом воз-

духе, затем 30 мин при 110°С; В — высушен в теплом воздухе, затем 30 мин
при 120°С

в Фенилтиогидантоин.

ходя из этих результатов, Гейс и др. [18] провели обширное
исследование влияния влаги на Rf полифенилов и соответст-
венно на разделение смесей этих соединений. Чтобы можно было
тщательно контролировать температуру и влажность при раз-
делении, была сконструирована специальная камера. Бедингс
[19] обнаружил, что при повышенной влажности не удается раз-
делить ряд 2,4-динитрофенилгидразонов.

Влияние влажности на Rf изучали многие авторы [4, 20—
30] и обнаружили, что воспроизводимые результаты можно по-
лучить, только поддерживая влажность постоянной.

Помимо влажности на величину Rf оказывает влияние сте-
пень насыщения или отсутствия такого насыщения парами рас-
творителя атмосферы камеры, в которой проводят разделение
[4, 7, 31—40]. Зависимость Rf от степени насыщения объяс-
няется следующим. В отсутствие насыщения растворитель испа-
ряется из слоя и в результате количество растворителя, про-
шедшее слой, увеличивается. Поэтому значения Rf, полученные

20*
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в ненасыщенной атмосфере, выше полученных в насыщенной ат-
мосфере [1, 41]. Хонеггер [7] исследовал влияние насыщения
атмосферы камеры, температуры разделения и активности ад-
сорбента (силикагель G) на величины Rf для слоев с посте-
пенно увеличивающейся толщиной и обнаружил, что наиболь-
шее влияние на разделение оказывает активность адсорбента.

Изучение зависимости Rf от температуры [4, 7, 12, 42—45]
показало, что, за редкими исключениями, изменение темпера-
Туры не оказывает существенного влияния на результаты опре-
деления Rf. В тех немногих случаях, когда такое влияние наб-
людалось, Rf с повышением температуры увеличивалась, что,
по-видимому, связано с более интенсивным испарением из слоя,
приводящим к увеличению количества растворителя, переме-
щающегося по слою. Естественно, что влияние температуры
должно быть большим в камерах с совершенно ненасыщенной
или лишь частично насыщенной атмосферой и лишь едва за-
метным в камере с полностью насыщенной атмосферой (при ус-
ловии герметизации камеры во избежание потерь паров раство-
рителя).

Влияние расстояния между уровнем растворителя и точкой
нанесения пятна на величину Rf зависит от типа адсорбента,
природы разделяемого вещества и применяемой системы раство-
рителей [11, 35, 44, 50].

Фурукава [44] показал, что если разделение смеси компо-
нентов с более высокими и более низкими значениями Rf
проводится с применением двухкомпонентной системы раствори-
телей, указанное расстояние влияет на величину Rf. Это объяс-
няется фактически происходящим на слое разделением компо-
нентов смеси растворителей. Соединения с более высокими
значениями Rf перемещаются по слою с менее полярным рас-
творителем, и в этом случае расстояние между уровнем рас-
творителя и точкой нанесения пятна не оказывает влияния на
величину Rf, на величины Rf соединений с более низкими зна-
чениями Rf расстояние между уровнем растворителя и точкой
нанесения оказывает влияние. Вследствие разделения раствори-
телей на слое, чем выше расположена точка нанесения, тем
больше времени необходимо смеси растворителей, чтобы до-
стичь пятна и начать его перемещать по слою.

Естественно, что общее расстояние, на которое перемещается
растворитель, влияет на величину Rf [10, 35, 50], поскольку
с увеличением пройденного растворителем пути увеличивается
смещение пятен. Полученные значения Rf зависят от размеров
нанесенной пробы, и степень этого влияния опять-таки опреде-
ляется типом разделяемых соединений [1, 3, 42, 43, 51—53].
Черни и др. [53] на примере стероидов показали, что значения
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Rf для проб 50—200 мкг не зависят от концентрации; для проб
менее 50 мкг величины Rf зависят от концентрации. Поскольку
характер этого влияния меняется в зависимости от различных
обстоятельств, каждый случай следует рассматривать отдельно
[42]. Получаемые значения Rf могут зависеть также от того,
как наносят пробу на пластинку: сразу всю или несколькими
порциями с тем, чтобы дать растворителю испариться [51]. На-
несение пробы в несколько приемов в одно пятно приводит к ра-
диальному хроматографированию, что влияет на форму пятна
и величину Rf. При нанесении пробы следует по возможности
пользоваться малополярным растворителем. Применение спирта
в качестве растворителя пробы при разделении терпенов [1] не
только влияет на величины Rf, но приводит также к образова-
нию полос на пятнах. Из-за наличия примесей и большого
числа компонентов в пробе найденные значения Rf могут отли-
чаться от соответствующих Rf чистого вещества, использован-
ного в качестве стандарта.

Размер частиц адсорбента оказывает существенное влияние
на величину Rf, причем для более мелких частиц имеет место
тенденция к увеличению Rf [11, 55—58]. Эбинг [57] советует
пользоваться просеянными адсорбентами с частицами размером
20—60 мкм при допустимом отклонении размера частиц
в 10 мкм.

Величина Rf зависит не только от размера частиц, но и от
удельной поверхности и диаметра пор [58—61]. Чтобы воспро-
изводимость значений Rf была приемлемой, важно использо-
вать адсорбент с узким распределением пор и частиц по раз-
мерам [61]. Адсорбенты различного происхождения отличаются
размерами частиц, объемом и диаметром пор, величиной поверх-
ности, распределением частиц по размерам и числом активных
мест. Колебания в свойствах адсорбентов наблюдаются для раз-
личных партий, даже если они изготовлены на одном и том же
предприятии. Все эти факторы оказывают влияние на величины
Rf, и поэтому не приходится особенно удивляться, что значе-
ния Rf колеблются от лаборатории к лаборатории. Френч и др.
[62] и Рабек [63] обнаружили обратную последовательность
значений Rf при использовании готовых предварительно нане-
сенных слоев различного происхождения.

Ландмарк и др. [64] исследовали влияние добавки к адсор-
бентам сцинтилляторов. Антрацен несколько смещает значения
Rf, а силикат цинка меняет значения Rf и разделительные свой-
ства слоя.

В зависимости от типа растворителей их повторное примене-
ние может оказать влияние на значения Rf, так, например, из-
менение Rf может быть обусловлено потерей более летучих



310 Часть I
Методы тонкослойной хроматографии 311

компонентов [65] или разбавлением растворителя летучими ком-
понентами разделяемой смеси [1]. Даже относительно нелетучие
смеси элюентов могут изменить свой состав из-за селективной
адсорбции одного из компонентов на тонком слое.

Приводя данные о полученных значениях Rf, следует ука-
зать метод элюирования; так, метод восходящего элюирования
дает значения Rf, отличающиеся от значений, полученных мето-
дом нисходящего или горизонтального элюирования.

Давидек и Яничек [66] исследовали влияние концентрации
парафинового масла в пропитанных тонких слоях крахмала на
значения Rf и пришли к выводу, что при разделении жирораст-

воримых красителей оптимальная концентрация составляет
10 %. Эта величина, конечно, может меняться в зависимости от
типа соединения и растворителя. Указанные авторы исследо-
вали также влияние длительности сушки, проводимой с целью
удаления используемого при пропитке растворителя (петролей-
ный эфир), на значения Rf и установили, что при комнатной
температуре для этого достаточно 20 мин.

Что же касается фактической воспроизводимости значений
Rf в ТСХ, то Бреннер и др. [42] методом статистического ана-
лиза показали, что величины Rt, получаемые в ТСХ, столь же
хорошо воспроизводятся, как и аналогичные величины в хрома-
тографии на бумаге. Это, конечно, справедливо, только если
достигается идентичность условий получения тонкослойных хро-
матограмм.

Донт и сотр. [67—69] показали, что, применяя два внутрен-
них стандарта и пользуясь для расчетов уравнением Галаноса
и Капулоса [70], можно скорректировать значения Rf n в тех
случаях, когда условия опыта неполностью стандартизованы.

Смит и сотр. [1] составили подробный перечень условий,
которые, по их мнению, следует указывать при публикации зна-
чений Rf, чтобы другие авторы имели возможность повторить
работу. Этот перечень включает следующее:

1. Конструкция и размеры камеры для разделения.
2. Способ герметизации камеры.
3. Наличие у камеры коммуникационных линий для насы-

щения.
4. Условия насыщения атмосферы камеры парами раствори-

теля.
5. Температура опыта.
6. Влажность и относительная влажность.
7. Фирма, поставляющая материалы для изготовления тонких

слоев.
8. Кем нанесены тонкие слои на пластинки: фирмой-изготови-

телем или самим исследователем.

9. Толщина слоя, количество граммов адсорбента на милли-
литр воды или другого растворителя, применяемого для по-
крытия, тип подложки.

10. Связующие, флуоресцирующие вещества, буферы, вещества,
используемые для модификации сорбента.

11. Метод активирования слоя.
12. Методы элюирования, например нисходящий или восходя-

щий.
13. Устройство для нанесения пробы.
14. Расстояние от края пластинки до пятна.
15. Число пластинок в камере.
16. Продолжительность опыта и расстояние, пройденное рас-

творителем.
17. Состав смеси растворителей и чистота растворителей.
18. Размеры пятна или полосы.
19. Растворитель, примененный при нанесении пробы.
20. Количество нанесенной пробы.
21. Метод нанесения, например на открытом воздухе, в атмо-

сфере азота, при покрытии стеклянной пластинкой.

Следует помнить, что даже когда полученное значение сов-
падает с Rf известного соединения, это говорит лишь о возмож-
ной идентичности веществ, которую еще необходимо подтвердить
другими методами.
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1. ПРИМЕНЕНИЕ КОЛОНОК

Первым примером применения метода тонких слоев для пре-
паративных целей может служить опубликованная в 1951 г. ра-
бота Миллера и Кирхнера [1]. Эти авторы проводили разделе-
ние исследуемых соединений на «хроматографических стерж-
нях» — колонках без оболочки. Изготавливали такие колонки
они следующим образом: с помощью алебастра закрепляли ад-
сорбент вокруг стеклянных палочек круглого или квадратного
сечения. Стеклянные палочки придавали механическую проч-
ность таким колонкам. Далее на один из концов колонки на-
носили пробу и затем прижимали ее к рыхлому слою сульфата
кальция, в свою очередь расположенному на специальном рас-
пределительном устройстве для элюента.

Элюирование пробы на колонке происходило под действием
сил капиллярного поднятия. На рис. 10.1 приведена установка
для элюирования такого «хроматографического стержня». Опи-
санным способом удается без труда изготовить колонки сече-
нием до 25 см2. Поскольку стержни лишены стеклянных обо-
лочек, их несложно приготовить, легко извлечь из камеры для
элюирования и опрыскать обнаруживающим раствором.

Поверхностный слой, подвергнутый опрыскиванию, можно со-
скрести, чтобы удалить раствор, использованный для обнаруже-
ния, а хроматографический стержень вновь погрузить в элюент.
По окончании разделения, после того как колонку разрезали
ручной пилой на части, применявшееся для обнаружения ком-
понентов вещество удаляют (соскребают) с поверхности, чтобы
предотвратить загрязнение пробы. На рис. 10.2 показано разде-
ление некоторых терпенов на хроматографических стержнях.
Этой методикой пользовались и другие исследователи [2—5].

В 1952 г. Миллер и Кирхнер [6] разработали еще одну пре-
паративную методику, особенно полезную в тех случаях, когда,
чтобы выделить несколько меньших фракций, приходится пере-
рабатывать очень большие количества вещества. Согласно этой
методике, обнаружение компонентов пробы методом ТСХ про-
водится после их предварительного разделения на хроматогра-
фических колонках. Прежде чем проводить разделение на ко-

лонках, на хроматографических полосках (тонкие слои на узких
стеклянных полосках) определяют наиболее подходящие рас-
творители и адсорбенты. Элюаты из колонок собирают в виде
отдельных фракций с помощью специального сборника. При-

Рис. 10.1. Прибор для раз-
деления на хроматографических
стержнях (описание см. в тек-
сте) [1] (с разрешения Am.
Chem. Soc).

/ — устройство для подачи элюента;
2 — гипсовая пробка; 3 — незакреп-
ленный слой CaSO4; 4 — хромато-
графический стержень, 5 — цилиндр;
6 —• стеклянный стержень; 7 — коль-
цевой штатив; 8 — скобы для уда-
ления устройства для подачи элю-
ента.

мерно после каждой пятой фракции проверяют эффективность
разделения; наносят каплю элюата на хроматографическую по-
лосу и элюируют его тем же самым растворителем, который был
использован для разделения на колонке. Такой отбор проб по-
зволяет определить, какая из порций элюата содержит требуе-
мое вещество. После обнаружения фракции, содержащей более
одного вещества, проводят анализы методом ТСХ, отбирая по-
следовательно пробы в начале и конце фракции с тем, чтобы
установить начало появления чистых фракций. (Схема такого
анализа показана на рис. 10.3.) Чтобы избежать образования
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типичных конусообразных хроматографических зон, возникаю-
щих при обычном заполнении колонки сухим методом, Миллер
и Кирхнер заполняли колонки густой суспензией.

Рис. 10.2. Некоторые примеры разделения на хроматографических стержнях
[1] (с разрешения Am. Chem. Soc).

Л. Хроматограмма сырою изоэвгенола на хроматографическом стержне из диоксида
кремния с флуоресцирующей добавкой, полученная со смесью гексан—этилацетат (85 : 15):
/ — фронт растворителя; 2 — изоэвгенол; 3—6 — неизвестные примеси. Б. Разделение ме-
тодом ступенчатого элюирования: / — лимонен; 2 — тернипилацетат; 3 —' а-терпинеол.
Первое разделение проведено гексаном на расстояние 10 см, второе — смесью гексан—
этилацетат (85 : 15). Всего растворитель переместился на 25 см. Детектирование осущест-
влялось реактивом флуоресцеин—бром [2]. В. Разделение смеси 17 мг α-пинена (О. 10 мг
терпинилацетата (2) и 10 мг терпинеола (3); детектирование проводилось смесью флуо-
ресцеин—бром [2].

Дан и Фукс [7] применяли сходную методику разделения.
Они помещали адсорбент в целлофановые трубочки. Колонки
заполняли сухим адсорбентом, после чего вводили пробу и
сверху наносили дополнительный слой сухого адсорбента. Ко-
лонку укрепляли в горизонтальном положении, растворитель-
элюент перемещался под действием капиллярных сил. После
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первоначального обнаружения зон, наблюдаемого в видимом
или УФ-свете, или после добавления к адсорбенту флуоресци-
рующих веществ колонку разрезали на секции. Если проводилось

5 20 31 i i 36. .60 21
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•

at

•

100 123

•

Рис. 10.3. Применение тонкослойной хроматографии для проверки препара-
тивного разделения на колонках [5] (с разрешения Am. Chem. Soc).
1 — растворитель С; 2 — летучее масло; 3 —• адсорбент —• обработанная крахмалом крем-
невая кислота; 4 — большое число отобранных фракций; 5 — систематически отобранные
фракции, разделенные на «хроматографических полосках» для локализации зон; 6 — луч-
ший растворитель для разделения выбран методом разделения на «хроматографических
полосках».

разделение аминокислот, в колонке первоначально прорезали
щель и прижимали к адсорбенту полосу фильтровальной бу-
маги. Перешедшее на нее небольшое количество аминокислот
элюировали нингидриновым реактивом. Разделенные на секции
зоны анализировали далее методом ТСХ.
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2. РАВНОМЕРНЫЕ ТОНКИЕ СЛОИ

Тонкослойные пластинки обычно с более толстыми слоями
используются непосредственно и в препаративной хроматогра-
фии. Риттер и Майер [8] предпочитают слои толщиной 1 мм,
поскольку более толстые слои не всегда обеспечивают хорошее
разделение. Приготавливают такие слои обычным методом, хотя
для улучшения результатов можно ввести некоторые усовершен-
ствования. Хонеггер [9] советует постепенно менять отношение
адсорбента к воде от 1 :2 до 1 : 1,57 для слоев силикагеля G
толщиной от 1 до 5 мм. Для оксида алюминия G это отноше-
ние должно составлять 1 :0,9. Чтобы уменьшить вероятность ра-
стрескивания более толстых слоев, Хонеггер добавлял к сили-
кагелю 2 % алебастра. Длительность сушки увеличивали до
60 мин и дополнительно проводили облучение ИК-светом. Дли-
тельность активации при 110°С увеличили от !/2 до 24 ч. Однако
при соблюдении всех этих мер предосторожности примерно
в 50 % слоев 5-миллиметровой толщины обнаруживают тре-
щины при высушивании. Корзун и др [10], чтобы избежать
растрескивания толстых слоев, помещали пластинки перед суш-
кой на 12 ч в печь при 80°С. Мистрюков [11] и Черни и др.
[12] использовали в препаративной ТСХ незакрепленные слои
оксида алюминия Эти же авторы предложили для препаратив-
ных работ незакрепленные слои силикагеля.

Хоробин [13] проводил препаративное разделение на листах
с тонкими слоями методом восходящего хроматографирования.
Иохансон и Катемсанта [14] проводили и нисходящее хромато-
графирование, но на пластинках с тонким слоем. Поскольку,
чтобы получить указанным методом препаративные количества
вещества, необходимо работать с большим числом пластинок,
фон Арке [15] сконструировал резервуары и держатели для од-
новременного элюирования 40 метровых пластин. Иордан [16,
17] применял цилиндрические слои, которыми покрывали на-
ружную поверхность больших пробирок. Келис и др. [18] про-
водили разделение на незакрепленных слоях толщиной 0,7 см,
которые помещали в металлическую коробку, наклоненную под
углом в камере для разделения. Кларк [19] отливал 5-милли-
метровые слои также в металлических коробках. В обоих слу-
чаях слой доступен только с одной стороны и зона переме·
щается под углом, а не перпендикулярно пластинке. Брендел
и др. [20] получали в стеклянной усеченной пирамиде кониче-
ские слои. Штутц и др. [21] после одновременного элюирования
двух пластин, скрепленных скобами лицевыми сторонами друг
к другу, пропускали растворитель в направлении, перпендику-
лярном направлению первоначального элюирования. Виссер
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[22] разработал прибор для непрерывной препаративной тонко-
слойной хроматографии, при которой тонкий слой готовится не-
прерывно и сушится на движущейся ленте. На движущийся слой
наносят пробу, разделяют, разделенное вещество удаляют
с ленты и, наконец, использованный адсорбент соскребают.

Боккемюллер и Кайзер [23] использовали блоки сульфата
кальция для препаративного электрофореза, разделяя за один
раз до 1 г вещества. Аффонсо [24—26] проводил хроматогра-
фирование на пластинках сульфата кальция толщиной 1—5 мм,
однако в этом случае возможности разделения ограничены
адсорбционной емкостью сульфата кальция.

Нанести пробу на тонкий слой в препаративной работе не-
сколько труднее, чем в обычной ТСХ. Пытаясь упростить эту
задачу, хроматографисты разработали ряд методов. В соответ-
ствии с одним из них пипетку с пробой перемещают по краю
пластинки, при этом проба вытекает на пластинку. Однако если
поток пробы и скорость движения пипетки не регулируются
очень тщательно, проба может быть нанесена неравномерно.
Хонеггер [9] наносил пробы в V-образный желоб шириной 1 —
2 мм, глубина которого была равна половине толщины слоя ад-
сорбента. Следует следить за тем, чтобы при нанесении пробы
со стеклянной пластинки не удалялся адсорбент, так как это на-
рушит движение элюента. Конноли и др. [27] пользовались не-
сколько иной методикой В слое адсорбента делают два глубо-
ких (до стеклянной пластинки) разреза, оставляя между ними
рубец из адсорбента шириной примерно 3 мм. Из разрезов сду-
вают крошки адсорбента. После этого на рубец с помощью ме-
дицинской капельницы или каким-либо другим способом как
можно более равномерно подают раствор. Растворитель испа-
ряют, а разрезы заполняют сухим адсорбентом, для чего на-
кладывают на них алюминиевую фольгу с продольной щелью
в 1 мм и шпателем запрессовывают сухой адсорбент в разрезы.
После удаления фольги проводят обычным образом хроматогра-
фическое разделение, не опасаясь высыпания адсорбента.

Халпаап [28] использовал для препаративных работ описан-
ную выше методику нанесения пробы на препаративные пла-
стинки Основная особенность этой методики состоит в следую-
щем. Стартовую линию перемещают на расстояние 1 см над
исходной линией нанесения пробы, применяя для этой цели рас-
творитель, с помощью которого все компоненты легко переме-
щаются. После удаления растворителя такую пластинку можно
хроматографировать обычным образом.

Мы рекомендуем обратить внимание на гл. IV, в которой
описаны и показаны устройства для нанесения проб.

Количество пробы, которое можно нанести на данную препа-
ративную пластинку, зависит от размеров последней, толщины
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слоя адсорбента и от природы пробы. Хонегтер [9] наносил от
5 до 25 мг пробы на миллиметр толщины слоя для пластин
20X20 см силикагеля G. Корзун и др. [10] наносили от 100 до
500 мг соединений на пластинку 22X33 см, покрытую слоем
в 1 мм. Халпаап [28] использовал пластинки шириной 20 см
и длиной 1 м с толщиной слоя силикагеля 1,5 мм

Зееув и Висбик [29] применяли программирование паров
для препаративных слоев толщиной 1 см.

Одна из проблем, возникающая при проведении препаратив-
ных работ,— это обнаружение зон. Все многочисленные реак-
тивы, которые вполне пригодны в обычной ТСХ, в данной ситуа-
ции нельзя использовать, так как они загрязняют пробы.
Конечно, если соединения окрашены или флуресцируют в УФ-
свете, затруднений не возникает, слои с флуоресцирующими ве-
ществами [30] можно с успехом применять, если соединения по-
глощают в УФ-области Вещества, содержащие радиоактивный
атом, можно, конечно, обнаружить, получив авторадиограмму,
или с помощью счетчика [31].

Один из методов обнаружения зон заключается в опрыски-
вании силикагеля водой [32, 33]. Пластинки, смоченные водой,
становятся прозрачными, и полосы обнаруживаются в виде бе-
лых зон. Более четкие зоны можно иногда получить, высуши-
вая насыщенные пластинки Авторы работы [34] проводили об-
наружение зон липидов с помощью иода. Однако Нихамен и др.
[35] показали, что при этом занижается содержание ненасы-
щенных липидов, что, по-видимому, обусловлено иодированием
двойных связей.

Работая с незакрепленными слоями, Мистрюков [11] накла-
дывал на слои узкие полоски увлажненной бумаги. Затем он
удалял полоски и опрыскивал прилипший адсорбент соответст-
вующим реактивом. Похожую методику применяла и Добъязова
[36]. Узкую пластинку, покрытую кремневой кислотой, прижи-
мают к боковой поверхности препаративной хроматограммы,
чтобы получить «отпечаток», который затем элюируют обычным
методом. В некоторых случаях большую часть пластины по-
крывают стеклянной пластинкой или фольгой, чтобы изолиро-
вать один или оба края хроматограммы, которую можно опры-
скать соответствующим реактивом. Таким образом удается уста-
новить общее расположение зон, однако, если зоны плохо
разделены или размыты, возможно их смешение.

После того как зоны локализованы, их можно просто со-
скрести с пластинки в воронку с пористым стеклянным фильт-
ром и элюировать соответствующим растворителем. Разработан
ряд устройств для удаления зон; все они предусматривают ва-
куумное отсасывание. В 1955 г. Моттье и Поттер [37] предло-
жили первое из таких устройств. Оно предназначалось для из-
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влечения отдельных пятен из незакрепленных слоев с помощью
вакуумного насоса Адсорбент засасывается в 6—8-миллимет-
ровую трубку и удерживается ватным тампоном Чтобы сам
тампон не засасывался в насос, трубка в этом месте должна
быть сужена Ватный тампон можно заменить на тампон из
стеклянной ваты [38, 39] или защитный слой из асбеста, нане-
сенный на сетку из нержавеющей стали (200 меш) [40]. Голд-
рик и Хирш [41], Хэнсон [42] и Мэтьюс и др [43] удерживали

Рис 10 4 Вакуумный приемник для удаления тонкослойных полос (с разре-
шения Brmkmann Instruments)

адсорбент на дисках из спеченного стекла Чтобы увеличить
скорость всасывания, к основной трубке с помощью короткого
отрезка пластмассовой или резиновой трубки подсоединяли сте-
клянную трубку с вытянутым кончиком [44].

Хей и др [45] и Спикнер и Тауни [46] отсасывали участки
адсорбента с пятнами непосредственно в небольшие пробирки
или в мерные колбочки, содержащие элюирующий раствори-
тель, доводили объем раствора до метки и отбирали на анализ
аликвотные части.

Риттер и Майер [8] сконструировали коллектор, содержащий
наперсток экстрактора Сокслета в качестве приемника адсор-
бента. Вводная труба снабжена отрезком пластмассовой тру-
бочки, ^чтобы обеспечить хороший контакт со стеклянной пла-
стинкой, не поцарапав последнюю. Материал, собранный с ряда
пластинок, экстрагировали в приборе Сокслета Оборудование
Для этой конструкции поставляется в продажу фирмой Desaga
как в микро-, так и в макровариантах (рис 10 4)

21 Зак № 255
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Рис. 10 5 Рама из нержавеющей стали с параллельными нитями проволоки
для удерживания адсорбента [47] (с разрешения Elsevier Scientific Publishing
Co.).

ν. *7i?*τ·.·»&f.'

Рис 10 6 Рама из нержавеющей стали с диагональными нитями проволоки
[47] (с разрешения Elsevier Scientific Publishing Co )
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3. ПРИМЕНЕНИЕ ОЧЕНЬ ТОЛСТЫХ СЛОЕВ

Кирхнер [47] разработал для препаративных целей метод
приготовления и элюирования толстых слоев — от 3 до 12,7 мм.

Рис. 10 7 Разделение смеси шести красителей по 100 мг каждого на слое
силикагеля (0,6x20x20 см) без подложки Смесь составлена из след\ющих
красителей (на хроматограмме показаны сверху вниз) желтый ОВ, с\дан I,
Судан III, судан II, метиловый красный и кристаллический фиолетовый Все
красители предварительно были очищены методом ТСХ [47] (с разрешения
Elsevier Scientific Publishing Co )

Некоторые условия разделения 1) в камере с ненасыщенной атмосферой разделение
ведется доверху смесью бензол—хлороформ (10 1), 2) разделение ведется в той же ка-
мере с той же смесью растворителей, но на расстояние 120 мм 3) разделение ведется
бензолом в той же камере на расстояние 120 мм 4) камера с насыщенной атмосферой,
разделение ведется доверху смесью бензол—хлороформ (10 1), 5) камера с ненасыщен-
ной атмосферой разделение проводится дважды доверху, элюент — бензол, 6) камера
с ненасыщенной атмосферой разделение проводится на расстояние 63 мм смесью б е н з о л -
хлороформ с добавлением этанола (10 3) Адсорбент Mallinckrodt S'hc AR TLC 7L с 20 %
(от массы адсорбента) гипса в качестве связующего

У этих слоев отсутствует поддерживающая задняя пластинка,
их помещают в каркас из нержавеющей стали, в котором ад-
сорбент поддерживают тонкие проволочки из нержавеющей
стали, натянутые поперек рамки (рис 10 5, 10.6). Эти тонкие
проволочки не мешают разделению. Пробу можно наносить на
слой с обеих сторон и наблюдать за разделенными зонами.

21*
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Изучение поперечных срезов хроматограмм показывает, что при
таком способе нанесения пробы с двух сторон в результате диф-
фузии распределение в плоскости сечения слоя зоны выравни-
вается даже при толщине слоя порядка 13 мм. Слои содержат
силикагель и 20 % ( в расчете на силикагель) гипса в качестве

Рис. 10 8. Очистка 500 мг Судана II на слое силикагеля (0,6X20X20 см)
(Mallinckrodt Sihc AR TLC-7F с 20 % гипса в качестве связующего), помещен-
ном на каркас из нержавеющей стали. Слой не имеет задней пластины и до-
ступен с двух сторон. Элюирование проводилось дважды смесью бензол—
хлороформ (20: 1) в камере с ненасыщенной атмосферой [47] (с разрешения
Elsevier Publishing Co.).

связующего; можно, правда, использовать и другие адсорбенты.
Пластинка толщиной 6 мм содержит 147 г смеси адсорбента и
связующего (фирма Mallincrodt SilicAR), тогда как на обыч-
ной пластинке толщиной 250 мкм только 4,4 г смеси. Слой тол-
щиной 6 мм эквивалентен, таким образом, 33 обычным пла-
стинкам, а слой толщиной 13 мм эквивалентен 66 обычным пла-
стинкам. Поскольку слои отливают в формах из нержавеющей
стали, подвергнутой машинной обработке с выдерживанием точ-
ных размеров, такие слои совершенно плоские и однородные.
Они особенно полезны для препаративных целей, поскольку
после опрыскивания пластинки с двух сторон обнаруживающим
реактивом и разметки положения полос поверхностную пленку,
содержащую реактив для обнаружения, можно соскрести и, та-
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ким образом, избежать загрязнения элюатов. Хроматографиро-
вание проводят в специальных резервуарах, в которых слои рас-
положены не наклонно, а вертикально, чтобы обеспечить рав-
номерное элюирование по сечению слоя; в таких резервуарах
объем парового пространства меньше, чем в резервуарах обыч-
ного типа. На рис. 10.7 и 10.8 показано разделение некоторых
красителей описанным методом.
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Глава XI

КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ МЕТОДЫ

На результаты количественного определения, проведенного
методом ТСХ, может влиять ряд факторов [1], а некоторые
параметры оказывают влияние на результаты вне зависимости
от метода определения — будь-то денситометрия, флуоримет-
рия, экстракционный или какой-либо другой метод. Важный
фактор и возможный источник больших ошибок — это способ
нанесения пробы на тонкий слой. Одна из причин ошибок — втя-
гивание пробы обратно в кончик иглы шприца [2—4]; часть
капли втягивается в иглу, и в результате после падения капли
в ней остается различное количество пробы. Испарение раство-
рителя приводит к концентрированию оставшегося раствора;
последующая капля смывает его, и в результате концентрация
раствора существенно увеличивается. Ошибки, связанные с та-
ким способом нанесения пробы, можно свести к минимуму, ис-
пользуя иглу по возможности с тонким кончиком и смазывая
его силиконом [4]. Семюэльс [5] рекомендует изменить форму
иглы микрошприца путем шлифовки обратной стороны, чтобы
игла была направлена в центр, а не вбок.

Когда тонкий кончик иглы касается слоя адсорбента, из
шприца под действием сил капиллярного притяжения вытяги-
вается дополнительное количество раствора, что также приводит
к ошибкам. Устройства типа Chromatocharger и Linomat (фирма
CAMAG) и Chromatoplot (фирма Burkard Scientific) выбрасы-

вают капли, что устраняет обе эти проблемы.
С помощью группы студентов Брейн [6] исследовал «эф-

фект оператора» в операции нанесения проб в количественных
исследованиях.

Для нанесения проб на пластинки, которое проводилось в са-
мых разных условиях, Брейн и сотрудники использовали ка-
пилляр, отрезанный так, чтобы в нем удерживался заданный
объем раствора (Microcap, фирма Drummond), и устройство на
основе шприца Гамильтона для многократного ввода пробы.

Проведенные исследования показали, что ошибки, допускае-
мые операторами, могут быть самыми разными. Лучшие ре-
зультаты были получены с устройством для многократного
ввода. Среднее отклонение результатов у необученных операто-



328 Часть I

ров составило 5,6 %, а у обученных операторов — только 3,5%·
В то же время при вводе пробы с помощью капилляра среднее
отклонение составило 9,5% при диапазоне отклонения от 1,2
до 53,4 %· Все попытки уменьшить ошибки при таком способе
ввода, в частности: а) ополаскивание микропипетки, б) подача

пробы в пять приемов вместо одного или в) выталкивание пробы
из капилляра с помощью резиновой груши, приводили только
к увеличению ошибок. Фэебарнс и Рельф [4] исследовали «эф-
фект оператора» для группы из 10 обученных операторов, кото-
рые наносили пробы, используя различные приборы. Найденное
этими авторами отклонение составило ±25 %•

Величина ошибки зависит также от материала слоя; так, для
силикагеля она может составлять 6,8 %, а для полиэтиленимин-
целлюлозы достигать 13,7% [6].

Суммируя результаты своей работы, Брейн пишет: «Важно,
чтобы любой исследователь, которому требуется осуществить
количественное нанесение пробы, сам тщательно проверил
ошибки, связанные с нанесением проб в заданных эксперимен-
тальных условиях, а не просто принимал на веру цифры, при-
водимые другими исследователями».

Пятно пробы должно быть предельно малым и не перегру-
женным, иначе возможно образование хроматографических по-
лос. При нанесении пробы в несколько приемов важно также,
чтобы объем, наносимый за один раз, был постоянным, так
чтобы площадь пятен была одинаковой [6а]. Очень большое
внимание следует уделить тому, чтобы не нарушить целостности
поверхности слоя, поскольку это приводит к искажению формы
пятна [7].

Чтобы избежать ошибок, связанных с нанесением проб,
Клаус [8] использовал внутренний стандарт.

Далее мы рассмотрим колебания результатов при переходе
от одной пластинки к другой. В табл. 11.1 показано, что откло-
нения между пятнами, измеренными на одной и той же пла-
стинке, меньше, чем отклонения между пятнами, измеренными
на различных пластинках. Ошибки подобного рода можно
свести до минимума, проводя опыты с двумя стандартами на
каждой пластинке. В этом случае можно проверить линейность
регрессионной связи между количеством измеренного вещества
в конечном пятне и количеством нанесенного вещества.

Конечно, элюирование нужно проводить одним и тем же ра-
створителем и в одинаковых условиях, чтобы избежать даже
незначительных изменений условий, которые могут оказать влия-
ние на результаты. Самым лучшим растворителем для количе-
ственного определения считается однокомпонентный раствори-
тель, который дает значения Rf в пределах от 0,25 до 0,75 [10].
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Воспроизводимость сканирования различных
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На одной и той же

Площадь пика, м\
Среднее чначение

2300

2080

6 4 0

1550

2045

пятен на одной
хроматограммах [9J а

хроматограмме

2
S, %

5 , 8

7 , 4

4 , 4

3

6 , 2

Таблица

и той же

На различных хроматограммах

Площадь пика, мм !

Среднее значение
(л = 6)

1820

2400

6 3 0

1710

2640

11

8

5

9

14

%

,9

,6

,4

,1

,4

а С разрешения авторов и фирмы Friedrich Vieweg and Sohn GmbH.
6 Время выдержки между сушкой и сканированием в каждом случае

нормировано.
в 2 мкг; тушение (силикагель F).
г 2 мкг; тушение (силикагель).
д 2 мкг; отражение (силикагель).
е 2 мкг; флуоресценция (силикагель).
ж 2 мкг; флуоресценция (силикагель) после опрыскивания смесью три-

этаноламин—изопропанол (1 :4).

Затруднения могут возникнуть из-за загрязнений, группирую-
щихся вблизи фронта при слишком высоких значениях Rf.
Не следует также забывать, что чем больше Rf, тем выше диф-
фузия пробы. Смешанные растворители в процессе хроматогра-
фирования могут разделиться, и если соединение перемещается
с β-фронтом, то при этом будет происходить латеральная диф-
фузия пятна, что приведет к снижению точности результатов
[11]. В этом случае загрязнения адсорбента также могут увле-
каться β-фронтом.

Теоретические вопросы количественной ТСХ рассматривают
Гримм [12J, Боултон и Поллак [13—17], Клаус [18], Зайлер и
Мёллер [19, 20] и Голдман и Гудал [21—23]. Кайзер [24—27]
провел убедительное, хорошо аргументированное обсуждение
расчетов ошибок в количественном анализе, а Поллак и Боул-
тон [28] дали математическую обработку влияния нелиней-
ности при оптическом сканировании. Количественной ТСХ по-
священы две книги [28а, 286].
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1. ЭКСТРАКЦИОННЫЕ МЕТОДЫ

Первые количественные исследования по ТСХ развивались
на основе экстракционного метода ввиду того, что аналитиче-
ские методы были уже в то время доступны для соединений
в растворах, но еще не были разработаны методика и приборы
для прямого анализа методом ТСХ.

Чтобы результаты анализа были удовлетворительными, не-
обходимо решить ряд вопросов.

1. Искомый компонент необходимо четко отделить на хро-
матограмме от мешающих определению веществ.

2. Чтобы можно было ввести поправку на потери, материал
должен полностью извлекаться из адсорбента или должна из-
влекаться большая его часть.

3. Адсорбент следует проверить на наличие веществ, мешаю-
щих определению, и удалить их до начала анализа.

4. Хроматографические зоны следует обнаруживать с по-
мощью веществ, не мешающих определению.

5. Чтобы проверить пригодность анализа, следует провести
опыты со стандартными пробами.

Предложен ряд методов для уменьшения количества приме-
сей, попадающих в конечный элюат из адсорбента. Малдер и
Венстра [29] наносили пробы в виде полос и проводили непре-
рывное горизонтальное хроматографирование с тем, чтобы
разделить соединения и переместить полосы к верхнему краю
пластинки для концентрирования путем упаривания. В гл. V
указан ряд методов, применяемых для такого хроматографиро-
вания. После этого пластинки поворачивают боком и, используя
узкие полоски бумаги, с помощью которых растворитель на-
правляют на необходимую часть хроматограммы, концентрируют
полосы в виде пятен. Де Дейн и Феттерс [30] пользовались
другой методикой. После достижения необходимой степени раз-
деления пятен они поворачивали пластинки на 90° и удаляли
адсорбент над пятном. Небольшие кусочки беззольной фильт-
ровальной бумаги, которым придавали форму пятен, помещали
рядом с пятнами и прижимали стеклянной пластинкой.

Края бумаги загибали в сторону, противоположную стеклян-
ной подложке. Далее, проводя горизонтальное хроматографиро-
вание в другом направлении и направляя с помощью бумаж-
ного мостика растворитель на оставшуюся часть адсорбента,
пятна выводили на края бумаги. После чего довольно просто
проэкстрагировать соединение из бумаги. Возможен и другой
метод. Адсорбент помещают над пятном в точке, где продукты
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могут концентрироваться. Дополнительные способы удаления
мелких частиц силикагеля из элюатов см. в гл. XII.

Содержащееся в силикагеле железо может мешать опреде-
лению, особенно при применении колориметрических методов.
Его можно удалить и перед приготовлением слоев, как описано
в гл. III, и с уже покрытых пластинок. В последнем случае
проводят предварительное проявление смесью метанол—кон-
центрированная соляная кислота (9:1) с последующей сушкой
и реактивацией слоя.

Извлечение материала из адсорбента редко бывает 100%-
ным, но Эберли и др. [31] сумел увеличить степень извлечения
пестицидов из слоев силикагеля от 45—55 % при обычной экст-
ракции до 85—95%, подвергая суспензию силикагель-раство-
ритель ультразвуковому облучению.

Потери в процессе хроматографирования и извлечения можно
учесть, подвергая стандартные растворы различной концентра-
ции таким же операциям, которые проводятся и над анализи-
руемыми пробами. Можно построить кривую зависимости коли-
чества введенной пробы от результатов, полученных при ана-
лизе.

При соскребывании пятен с пластинки возможны потери ад-
сорбента, поэтому Хастингс и Вонг [32] соскребали адсорбент
вокруг пятна, смачивали пятно водой и помещали пластинку
β морозильную камеру. После такой обработки пятно можно
удалить с пластинки как одно целое. Турчинский и Шершнева
[33] применяли подобную методику, но фиксировали пятна ра-

створом нитроцеллюлозы. Если по какой-либо причине сокребы-
вание адсорбента нежелательно, можно осуществить извлечение
непосредственно на пластине. Для этой цели предназначен спе-
циальный прибор «Eluchrom» (см. рис. 5.12), сконструирован-
ный Фальком и Крумоном [33а] и выпускаемый в продажу
фирмой CAMAG (см. разд. автоматизации в гл. V).

Обзор по количественной ТСХ опубликован в 1968 г. Кур-
том [34].

Спектрофотометрические методы

В 1954 г. Кирхнер и др. [35] первыми применили ТСХ для
количественного анализа. Этим методом они определяли дифе-
нил в плодах цитрусовых и изготовляемых из них продуктах.
Эта работа была проведена для того, чтобы показать, что ТСХ
можно использовать как аналитический метод и что если усло-
вия определения тщательно стандартизованы, то надежность
метода достаточна. Чтобы предохранить плоды цитрусовых от
заплесневения при перевозке по морю и хранении, упаковоч-
ный материал обрабатывают дифенилом, поэтому очень важно
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располагать методом, позволяющим определить количество па-
ров дифенила, адсорбированных плодами. Поскольку концент-
рация дифенила в соке цитрусовых мала, необходимо концент-
рировать дифенил в продукте. С этой целью суспензию фруктов
в воде перегоняют в усовершенствованном приборе «Clevenger»
[36]. При перегонке дифенил и цитрусовые масла собирают
в небольшом объеме гептана, который осторожно переводят
в мерную колбу и доводят до стандартного объема. В качестве
подложки для тонких слоев были выбраны стеклянные полосы
размером 13x136 мм, равномерность толщины которых прове-
рялась микрометром. Слои кремневой кислоты, содержащие свя-
зующее (крахмал) и флуоресцирующие добавки (сульфид
цинка-кадмия и силикат цинка), наносят вручную шпателем, ис-
пользуя направляющие для регулирования толщины слоя.
Имеющееся в продаже устройство для нанесения слоя не обес-
печивает удовлетворительного качества последнего, поскольку
даже небольшие колебания в толщине слоя вызывают колебания
фонового поглощения. Содержание фоновых примесей, погло-
щающих в УФ-области, уменьшают, проводя предварительное
элюирование активированных полос 95%-ным этанолом, кото-
рый смещает эти примеси к верхнему краю полоски. После об-
работки этанолом полоски сушат 4 мин при 85 °С в печи с при-
нудительной циркуляцией воздуха и охлаждают в эксикаторе.
Пробы наносят на хроматографическую полосу с помощью до-
зирующего микрошприца [37], позволяющего наносить 0,1 мкл
раствора. (Это устройство поставляется отделом снабжения
главной лаборатории.) Чтобы избежать потерь, обусловленных
испарением, стеклянные соединения колпачка иглы и поршня
шприца покрывают водорастворимой смазкой [38]. Полосы
элюируют на расстоянии 10 см очищенным петролейным эфиром
(т. кип. 30—60°С), в котором Rf дифенила равно 0,45, что обес-
печивает хорошее отделение дифенила от углеводородов цитру-
сового масла, движущихся вблизи фронта растворителя. Дифе-
нил, проявляющийся в УФ-свете в виде темного пятна на флуо-
ресцирующей полосе, маркируют, соскребают шпателем
площадку адсорбента длиной 22 мм и шириной, равной ширине
полосы, с пятном дифенила в центре и помещают в воронку
с пористым стеклянным фильтром. Дифенил элюируют непо-
средственно в 3-миллилитровые мерные колбы 95 %-ным спир-
том, доводят объем раствора до метки и измеряют поглощение
на спектрофотометре в области 248 нм. В показания вносят по-
правку, учитывая средние данные нескольких холостых опытов;
количество дифенила определяют по исправленным значениям
плотности и по стандартной кривой, показанной на рис. 11.1.
Эту стандартную кривую скроят по данным, полученным для
различных проб плодов, в которые предварительно добавляют

известное количество дифенила. Таким образом, при построении
кривой учитывается фактическое извлечение дифенила. Резуль-
таты анализа оказались удовлетворительными при содержании
дифенила до 0 , Ы 0 - 4 % в соке и 6-10^2 % в кожице плодов.
Средняя ошибка 57 анализов составила ±2,8 % при максималь-
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Рис. 111. Спектрофотометрическая стандартная кривая для определения ди-
фенила методом ТСХ (λ = 248 нм; 10-миллиметровая ячейка) [35] (с разреше-
ния Am. Chem. Soc ).

ной ошибке 9,3 %. Только в 7 из 57 опытов ошибка превысила
5%. Стенли и др. [39] применяли эту методику, несколько ви-
доизменив ее, а Бакстер [40] сравнил этот метод с химическим
методом определения дифенила.

Даже при использовании предварительно промытых адсор-
бентов в холостых растворах можно обнаружить примеси, ме-
шающие спектрофотометрическому определению соединений.
Точность анализа можно улучшить, проводя холостые опыты
[35]. Харрис и др. [41] обнаружили, что воспроизводимость
результатов холостых опытов выше, если после завершения хро-
матографирования соскабливать с пластинки не участки одина-
ковой площади, а такие участки, которые дают одинаковые
массы. Другой метод уменьшения адсорбции, связанный с за-
грязнениями, попадающими из адсорбента, заключается в том,
чтобы перевести искомый компонент в окрашенный комплекс
и измерять его поглощение в видимой области, поскольку
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адсорбированные примеси обычно поглощают в области от 200
до 300 нм.

Бёрниг и Райнике [42] и Коффи и Ньюбур [43] определяли
нуклеотиды прямым спектрофотометрическим методом. Разде-
ление они проводили на слоях DEAE-целлюлозы. Все вещества,
поглощающие в УФ-области, удаляли из адсорбента промывкой;
для этого 10 г DEAE-целлюлозы перемешивали 4 раза по

30 мин в 250 мл 1 н. соляной кислоты, после чего кислоту от-
фильтровывали и целлюлозу промывали до удаления следов
кислоты. Обработанную таким образом целлюлозу наносят на
пластинки обычным методом. Коффи и Ньюбур нашли, что 10 %
сульфата кальция, добавленного в качестве связующего, так ме-
няют адсорбционные свойства, что при разделении дезоксирибо-
мононуклеотидов лучшим растворителем оказывается изобутират
аммония. В то же время на слоях, лишенных сульфата каль-
ция, соляная кислота обеспечивает лучшее разделение. Бёрниг
и Райнике показали, однако, что концентрация соляной кислоты
оказывает существенное влияние, так как в одном случае об-
работка 0,022 н. соляной кислотой приводит к плохому разде-
лению, в то время как 0,025 н. соляная кислота дает хорошее
разделение. Каждую партию пластинок следует испытывать от-
дельно, чтобы установить оптимальную концентрацию соляной
кислоты. После того как хроматограммы высушены до такого
состояния, когда адсорбент еще остается немного влажным,
зоны удаляют и экстрагируют 1 Μ раствором хлорида натрия;
в это же время холостую пробу целлюлозы элюируют с отдель-
ной полосы. Элюат фильтруют через фильтр G-4 (с пористой
стеклянной пластинкой) и измеряют поглощение в области
260 мкм.

Вайнер и Зак [44] применили прямой спектрофотометриче-
ский анализ элюатов после электрофореза нуклеотидов на ага-
ровом геле.

Прямое спектрофотометрическое определение элюатов после
разделения методом ТСХ было проведено при анализе углеводо-
родов [45—481, пищевых красок [49, 50], карбонильных соеди-
нений [51, 53], хинонов [54], пестицидов [39, 55—58], кислот
[59—61], гликозидов [61—64], антибиотиков [65—67], лекарст-
венных препаратов [68—72], пигментов [73—75], витаминов
[76—80], алкалоидов [81—85], взрывчатых веществ [86], тер-
пенов [87—89], сложных эфиров [90], антиферментов в пище
[91], 2,4-динитрофенилгидразонов [51—53, 92—94], стероидов
[95—97], липидов [98—100], пентахлорфенолов [101], амино-
кислот [102—103], производных индола [104], аминов [105],
нитросоединений [106], нитрозаминов [107], нуклеотидов и оли-
гонуклеотидов [108—1101, желчных кислот [1111 и фенолов
[112].
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Колориметрические методы

При определении соединений колориметрическими методами
полученные после хроматографического разделения элюаты об-
рабатывают соответствующим образом с тем, чтобы получить
окрашенный раствор, и далее измеряют поглощение получен-
ного соединения на колориметре или спектрофотометре, если
требуется исследовать узкую область длин волн.

Здесь справедливы те же общие законы, что и при спектро-
фотометрических определениях. В качестве примера рассмотрим
обнаружение Ο,Ο-диметнлдитиофосфорилфенилацетата [ИЗ] и
сигона (О.О-диметил-S- (N-метилкарбамоилметил) фосфодитио-
нат) [114] и соответствующих кислородных остатков аналогов
путем окисления хлорной и азотной кислотами и последующего
определения фосфора методом молибденовой сини. Диметоат
(общее название) представляет собой органический фосфатный
инсектицид, и аналитический метод должен обеспечить опреде-
ление не только материнского вещества, но и растительного ме-
таболитного кислородного аналога (О,О-диметил-5-(Ы-метил-
карбомоилметил) фосфотионат).

Для этого определения стеклянные пластинки размером 5 χ
Х20 см покрывают обычным методом смесью силикагеля G и
силикагеля HF (1 : 1); толщина слоя должна составлять 0,5 мм.
Пластинки сушат 12 ч при комнатной температуре, после чего
подвергают предварительной промывке ацетоном.

Пробу получают следующим образом: вымачивают 100 г
растительной ткани, далее тщательно экстрагируют ее ацето-
ном, который после этого из экстракта удаляют при 25°С. Оста-
ток тщательно экстрагируют гексаном, чтобы удалить расти-
тельные воска. При экстрагировании гексаном вначале не сле-
дует слишком интенсивно встряхивать смесь, так как при этом
может образоваться эмульсия. Водную фазу после этого насы-
щают сульфатом натрия и экстрагируют хлороформом. Конеч-
ный экстракт упаривают до 100—200 мкл и затем уже наносят
на тонкослойные пластинки. Разделение проводят смесью аце-
тон—хлороформ (75:25) в камере, атмосфера которой насы-
щена парами этих веществ. После разделения хроматограмму
сушат при комнатной температуре и опрыскивают спиртовым
раствором хлорида палладия После 12-часэвой выдержки полосы
соскребают в воронки с пористым стеклянным фильтром, где
проводят элюирование 1 н. раствором азотной кислоты. Пробы
затем окисляют 70%-ной хлорной кислотой (работать с этой
кислотой нужно очень осторожно). После охлаждения и раз-
бавления проводят обнаружение, обрабатывая хроматограмму
молибдатом аммония и реактивом Фиске—Субвароу в кислой
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среде. Поглощение измеряют при 820 нм, вводя поправку на хо-
лостой опыт. Калибровочные кривые строят по данным, полу-
ченным для стандартных растворов диметоата и его кислород-
ного аналога. Авторы методики полагают, что после небольшой
модификации ее можно использовать для определения других
фосфорорганических соединений.

Хойсер [115] определял стандартное отклонение для ряда
колориметрических методов и нашел, что оно колеблется в пре-
делах от ±1,2 до ±4,2 %.

Колориметрические методы в ТСХ использовали для ана-
лиза аминокислот и белков [116], пестицидов [57, 114], глико-
зидов [61, 117], витаминов [76, 118—120], лекарственных пре-
паратов [121—123], терпенов [124], фенолов [125—127], алка-
лоидов [128—130], спиртов [131 — 132], углеводов [133—135],
липидов [136—143], кислот [144], антиоксидантов [145, 146],
стероидов [96, 147—153] и карденолидов [154].

Флуориметрические методы

Брюинвельс [155] провел указанным методом определение
альдостерона, гидрокортизона и кортикостерона на силикагеле,
содержащем 3 % флуоресцентного лекарственного вещества
(S. 5. Gruent/1 5319157, Leuchtstoffwerk). Нанесенную на пла-
стинку пробу разделяли в течение 1 ч методом восходящей хро-
матографии 8%-ным раствором (96%) этанола в хлороформе
в закрытой камере при 38,5°С. Пятна, видимые в УФ-свете, пе-
реносили в центрифужные пробирки. Пятно альдостерона сме-
шивали с 1 мл концентрированной серной кислоты и выдержи-
вали 1 ч. После отделения силикагеля путем центрифугирова-
ния раствор нагревали 1 ч при 100°С, охлаждали и измеряли
флуоресценцию. Гидрокортизон и кортикостерон элюировали
смесью этанола с серной кислотой. Степень извлечения состав-
ляла 95±3,4%. Этим методом можно определять от 0,5 до
4 мкг вещества.

Мёллер и Хонерлаген [156] и Брекман и др. [157] опреде-
ляли флуориметрическим методом хинин и хинидин в коре хин-
ного дерева.

Ванье и Стенли [158] объединили нисходящую хроматогра-
фию на слоях силикагеля с методом измерения флуоресценции
7-гераноксикумарина в щелочном растворе для определения
0,5 % масла грейпфрута в лимонном масле. 7-Гераноксикума-
рин содержится в масле грейпфрута, но в обычном лимонном
масле отсутствует.

Савицкий и др. [46] применили флуориметрический метод
для анализа бензо-а-пирена в веществах, загрязняющих атмо-
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сферу; Генест и Фармило [159] определяли этим методом ди-
этиламид лизергиновой кислоты в наркотических препаратах,
а Кутачек и Прохазка [160]—производные индола в кресто-
цветнике (Cruciferae).

Флуориметрическое детектирование после выделения исполь-
зовалось при анализе желчных кислот [161], аминопроизвод-
ных катехина [162], углеводов [163], порфиринов [164, 165].

Гравиметрический анализ

Этим методом проведен прямой анализ липидов [166—169],
пестицидов [170], алкалоидов [171, 172],пластификаторов [173]',
моющих веществ [173а] и стероидов [1736]. Область приме-
нения этого метода несколько ограничена, что, по-видимому,
обусловлено его спецификой. Так, при проведении гравиметри-
ческого определения очень сложно определить поправку на хо-
лостой опыт, кроме того, количество вещества, приходящееся
на отдельное пятно, мало.

Объемный анализ

Этим методом осуществлен ряд анализов элюатов ТСХ. Ва-
сикова и др. [174] выделяли из зон свободные жирные кислоты
и анализировали их титрованием. Фосфолипиды и триглице-
риды гидролизовали, а образовавшиеся жирные кислоты тит-
ровали. Икрам и Бакш [175] определяли алкалоиды листьев
и корней Datura alba, проводя сначала хроматографирование
на незакрепленном слое оксида алюминия и затем элюируя
хлороформом пятно тропана. После удаления растворителя ос-
таток растворяли в 0,01 н. серной кислоте и проводили обратное
титрование стандартным раствором гидроксида натрия. При со-
держании алкалоидов от 0,2 до 1,3 мг ошибка определения
составляет 0—2%. Пастушка [176] разделял сахара на слоях
силикагеля и определял их титрованием. Пятна соскребали
в колбочки и нагревали 60 мин на водяной бане при 95°С
с двукратным избытком раствора бихромата калия. Из соот-
ветствующего слоя адсорбента на высоте пятна сахара отби-
рали холостую пробу. После охлаждения к бихроматному экс-
тракту добавляли 20 мл воды и 5 мл 5 %-ного иодата калия.
Выделившийся иод титровали 0,01 н. раствором тиосульфата
с крахмальным индикатором. Добичи и Грасини [177] также
титровали периодат и иодат после разделения на слоях
алебастра раствором тиосульфата. Методы и титрованные

22 Зак № 255

%&



33S Часть I

растворы рассчитаны на автоматическое кондуктометрическое
титрование. Для титрования пятен in situ разработана [177а] не-
большая ячейка для измерения электропроводности.

Потенциометрическое титрование применяли для анализа
стероидов [178], оловосодержащих стабилизаторов [179], фар-
мацевтических препаратов [180] и неорганических соедине-
ний [181].

Газовая хроматография

Газовую хроматографию (ГХ) можно использовать для
количественного определения липидов, разделенных методов
ТСХ. Виоке и Холман [138] анализировали методом ГХ эфиры
жирных кислот после хроматографирования их на силикагелеО
с различными смесями диэтилового эфира и гексана. Зоны за-
тем элюировали диэтиловым эфиром, объем полученного рас-
твора доводили до определенной величины, отбирали аликвот-
ную часть его и вводили в газовый хроматограф. Бойер и др.
[182, 183] таким же методом определяли липиды крови, но
сначала эти авторы экстрагировали примерно 5 мг липидов из
крови и наносили пробу на слой кремневой кислоты. После раз-
деления пятна обрабатывали 10 %-ной серной кислотой (масса/
/объем) и этерифицировали, добавляя безводный метанол и
нагревая 1 ч при 80 °С (сфингомиэлин нагревали 16 ч). К смеси
на этой стадии добавляли кристалл гидрохинона, выполняющий
роль антиксиданта. После метилирования к пробе добавляли
воду и экстрагировали сложные эфиры петролейным эфиром
(40—60°С). Экстракт петролейного эфира сушили над смесью
безводного сульфата и бикарбоната натрия (4:1), концентри-
ровали и вводили в колонку газового хроматографа. Неподвиж-
ной фазой служил полиэфир янтарной кислоты и этиленгли-
коля. При разделении указанным способом не следует приме-
нять для обнаружения иод, поскольку это приводит к частичной
потере ненасыщенных кислот [184]. Аналогичным методом ана-
лизируют и стероиды [185, 186]. В этом случае триметилсили-
ловые эфиры можно получить при взаимодействии с гексаме-
тилдисилазаном. Описанным способом в суточной пробе мочи
определили 15 мкг тестостерона с точностью ± 7 % [185].

Хофсоммер [187] использовал газовый хроматограф с 63Ni
электронно-захватным детектором для определения микро- и
пикограммовых количеств нитросоединений, элюированных
с тонкослойной пластинки.

Из приведенных примеров следует, что достаточно летучие
соединения можно извлечь и ввести непосредственно в газовый
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хроматограф для количественного определения. Менее летучие
соединения следует перевести в соответствующие летучие про-
изводные *.

Полярографические методы

Полярографические методы определения применяли к ряду
элюатов, полученных с тонкослойных хроматограмм, в част-
ности элюатов лекарственных препаратов [188], пестицидов
[189, 189а] и нитросоединений [190]. Ошибки определения ле-
жат в пределах от ± 1 до 5%. Кутачек и Прохазка [160] ис-
пользовали осциллополярографический метод для определения
глукобрассидина— индольного производного, содержащегося
в Cruciferae. Хубер [191] нашел, что катоднолучевая поляро-
графия повышает чувствительность определения на 1—2 по-
рядка по сравнению со спектрометрическим методом и, кроме
того, позволяет обойтись без поправки на холостой опыт. Автор
приводит три примера: определение гидрофобного соединения,
гидрофильного соединения и гидрофильного соединения, кото-
рое переведено в полярографически активное производное. За-
патентованный полярографический электрод позволяет осуще-
ствить прямое определение на слое без элюирования
пятна [191а].

2. ПРЯМЫЕ КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ МЕТОДЫ

Измерения, проводимые непосредственно на хроматографи-
ческих пластинках, характеризуются рядом преимуществ.

* Наиболее распространенные оптические методы имеют ряд существен-
ных недостатков, а именно ограниченную селективность, недостаточную чув-
ствительность к некоторым типам соединений и т. д. В связи с этим необ-
ходимо отметить вариант количественной ТСХ, основанной на сочетании ТСХ
и реакционной газовой хроматографии. Хроматографическую зону вещества
удаляют вместе с сорбентом с пластинки и переносят в реактор, где в резуль-
тате реакции разделенного компонента с реагентом образуются летучие про-
дукты, количество и природу которых определяют газохроматографическим
методом [Franc L, Senkyfova I, J. Chromatography, 78, 123 (1973)]. На при-
мере анализа кремнийорганических соединений было показано, что ошибка
определения вышеописанным методом не превышает ошибки денситометриче-
ского определения.

Соединение газовой и тонкослойной хроматографии позволяет использо-
вать преимущества обоих методов (Методы-спутники в газовой хроматогра-
фии. Пер. с англ./Под ред. Л. С. Эттре, У. Мак-Фаддена,— М., Мир, 1972,
с. 324). Использование этого комбинированного метода представляет интерес
для проведения как качественного, так и количественного анализа. Яркий
пример реализации этого метода при анализе эфиров непредельных жирных
кислот Си—С22 описан в работе: Krupcik J., Hfivnak J., lanek ]., J. Chro-
matogr. Sci., 14, 4(1976).— Прим. ред.

22*
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В частности, при таком способе измерения меньше потери,
меньше затраты времени и, наконец, возможно определение
меньших количеств. Во всех вариантах прямых измерений же-
лательно предварительно просканировать пластинки для ТСХ
и применять для количественной работы наиболее однородные
из них.

Прямая флуориметрия

Если при облучении светом заданной длины волны вещество
флуоресцирует, то по количеству излученного света можно оце-
нить количество определяемого компонента. Поскольку луч не
проходит через адсорбент и стеклянную подложку, обуслов-
ленные потери значительно меньше, чем при прямой денсито-
метрии. Однако измерять флуоресценцию можно и с обратной
стороны пластинки. Естественно, что измерения с освещенной
стороны дают больше света. На измерения флуоресценции оп-
тический фон оказывает меньшее влияние, чем при измерении
поглощения света [192].

Прямое измерение флуоресценции — более чувствительный
метод, чем измерения плотности отражения, поэтому в первом
случае можно определять не только микро-, но и нанограммо-
вые количества. Варга и Ричарде [193] определяли флуорес-
центным сканированием пикомолярные количества амино-
кислот. Рипфан и др. [194] применяли силикагель с порами
размером 60 А для высокоэффективной ТСХ при разделении от
10 пг до 100 нг флуоресцирующих соединений.

Существует ряд факторов, оказывающих влияние на флуо-
ресцентный анализ; например, с изменением длины волны воз-
буждающего излучения может нарушиться линейная зависи-
мость между величиной пятна и количеством вещества [195].
Поэтому важно убедиться, что использовавшаяся длина волны
возбуждающего света вызывает флуоресценцию с линейной ха-
рактеристикой. В то же время преимущество флуориметрии за-
ключается в том, что в этом случае диапазон концентрации,
в котором сигнал почти линеен, значительно шире [192].

Применяемый адсорбент оказывает влияние на интенсив-
ность флуоресценции. Так, например, обнаружено, что слои
полиамида дают более высокую интенсивность флуоресценции,
чем слои силикагеля [196]. Содержание влаги в слое также
влияет на интенсивность флуоресценции. Этот эффект можно
уменьшить, если работать строго по прописи, а также опрыски-
вать пластинку смесью триэтаноламин — изопропанол (1:4)
[197, 198].

Смит [199] предложил метод индуцирования флуоресцен-
ции в большом числе различных соединений. С этой целью
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в суспензию 30 г силикагеля в 60 мл воды вводят 1,5 г суль-
фата аммония. После разделения пластинку сушат и помещают
на 15 мин в камеру, атмосфера в которой насыщена парами
7,рег-бутилгипохлорита. По окончании выдержки пластинки на-
гревают 15 мин при температуре от 150 до 180°С в зависимости
от природы анализируемого соединения. Авторы работы [200]
предлагают обрабатывать аналогичным способом слои, приго-
товленные обычным образом. После элюирования и сушки слои
нагревали при ПО—150 °С в закрытой камере с бикарбонатом
или гидроксидом аммония. Для количественных определений на
тонких слоях применяли рентгеновскую флуоресцентную спект-
рометрию. Разработано сканирующее устройство [201] для
рентгеновского спектрометра, опробованное на различных со-
единениях фосфора, серы и галогенов, обеспечивающее специ-
фическое обнаружение отдельных элементов с пределом обна-
ружения около 2 мкг. Либби [202], пользуясь этой методикой,
исследовал фосфаты, фосфолипиды, бромсалициламиды и серо-
содержащие органические соединения и описал три метода ка-
либровки. Рентгеновскую флуоресценцию применяли для опре-
деления фосфолипидов [203] и пестицидов [204].

Эбель и Герольд [205] описали установку, в которой про-
граммный настольный калькулятор непосредственно соединен
с флуорометрическим устройством для измерений пласти-
нок ТСХ.

Коннорс и Боак [206] наносили адсорбент на гибкую под-
ложку с тем, чтобы слои можно было изгибать и надевать на
вращающийся барабан флуориметра фирмы Turner, модель III
(G. К- Turner Associates). Подложку нарезали (5x20 см) из
ленты нержавеющей стали толщиной 0,1 мм, идущей на про-
кладки; ленту с одной стороны делали шероховатой с помощью
вспомогательной ткани, чтобы тонкие пластинки не скользили
по поверхности. Использовали два вида слоев: 1) смесь 18 г
силикагеля G с 27 г целита (Johns/Manville) и 2) порошок цел-
люлозы с сульфатом кальция в качестве связующего. Слои пер-
вого вида предпочтительны, поскольку фон флуоресценции
у них ниже.

Этим методом определяли сахара, разделенные смесями
этилацетат — пиридин — вода (2 :1 :2) или н-бутанол — уксус-
ная кислота — вода ( 4 : 1 : 2 ) . После разделения хроматограммы
сушили на воздухе и опрыскивали спиртовым раствором л-ами-
ногиппуровой кислоты [207]. Флуоресцирующие соединения об-
разовывались после 8-минутного нагревания при 140°С.

При проведении измерений хроматографические пластинки
укрепляли на барабане с помощью маскировочной ленты. Для
сканирования через каждые 0,5 см использовали прямоуголь-
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ную щель (3x25 мм), устанавливая прибор на нуль в холос-
той зоне хроматограммы. Стандартные калибровочные кривые
снимали для рабочего диапазона от 1 до 20 мкг.

Тушение флуоресценции

При тушении флуоресценции слои превращают во флуорес-
цирующие, вводя соответствующий реактив [208]. Можно также
измерять соединения, поглощающие в УФ-свете, но не излу-
чающие света. Поскольку при тушении и при измерении флуо-
ресценции используется только часть толщины пятна, важно,
чтобы пятна имели нужные размеры и чтобы пробы были на-
несены соответствующим образом [209].

Отражательная спектроскопия

Со времени выхода в свет первого издания этой книги при-
менение отражательной спектроскопии существенно расширилось
благодаря усовершенствованию аппаратуры и методики.

В этом методе часть луча, проникающую в слой на некото-
рую глубину, которая не поглощается или не рассеивается за
пределы измерительной системы, измеряют как отраженный
свет.

Измерение отражения можно осуществить двумя способами.
Согласно одному из них, пятно вместе с некоторым количе-
ством адсорбента (суммарная масса должна быть постоянной)
тщательно растирают в ступке и распределяют ровным слоем
в чашечке или ячейке [210]. Соответствующий холостой опыт
проводят с адсорбентом, обработанным точно так же. Другой
метод заключается в измерении отражения непосредственно на
слое. Первый метод точнее, «о требует больших затрат времени.

При использовании прямых измерений отражения толщина
слоя не оказывает такого большого влияния, как при прямой
денситометрии; однако пластинки должны быть по возможности
однородными, а характеристики их воспроизводимыми. Одно-
родность пластинок можно повысить, пользуясь слоем из частиц
адсорбента, близких по размерам. Большое значение имеет
концентрация суспензии: при удачно выбранной концентрации
легче получить равномерные слои. При проведении измерений
рекомендуется подкладывать под пластинку белую подложку
[211, 212].

Иорк [213] обнаружил, что чувствительность повышается
примерно на порядок при применении тонко измельченного
адсорбента с малым диаметром пор. Трайбер и др. [214]
нашли, что повышенной чувствительности и воспроизводимости
можно достичь, проводя на одном и том же пути одновремен-
ные измерения коэффициента поглощения и коэффициента рас-
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сеивания; такая методика измерения позволяет добиться по-
стоянства основной линии. Это подтвердили Иорк [215] и Хо-
зель [216]. Указанный способ определения позволяет увеличить
пределы обнаружения в 10 или 100 раз, благодаря чему нано-
граммовые количества вещества удается измерить с воспроиз-
водимостью s = 5—7%. Фрай [212] рекомендует использовать
двухлучевой прибор в тех случаях, когда для обнаружения пя-
тен применяют реактивы. При тщательно стандартизованной
методике относительные отклонения на одной и той же плас-
тинке составляют от 1,5 до 5,3% [217, 218]. Для различных
хроматограмм степень колебаний результатов составляет от 4
до 6% [217].

Для улучшения количественных результатов Ямамото
и др. [219] использовали сканирующий метод зигзага в двой-
ной точке длин волн. Такая методика особенно эффективна при
измерении пятен неправильной формы или пятен с различной
концентрацией.

Ямамото и др. [219] предложили зигзагообразное сканиро-
вание импульсами света малого сечения с двумя длинами волн.
Одна из длин волн такова, что исследуемое вещество не погло-
щает данного излучения, но разброс рассеивания при этом
такой же, как и при облучении светом другой волны.

Бетке и др. [210] разработали метод «парных данных», поз-
воляющий уменьшить ошибки при измерении отражения. Со-
гласно предложенной этими авторами методике, растворы срав-
нения и стандартные растворы наносят так, чтобы каждой
концентрации соответствовали два пятна, расстояние между
которыми было бы равно половине ширины пластинки. Сред-
нюю величину двух промеров в прямом и обратном направле-
ниях принимают за относительное стандартное отклонение, со-
ставляющее ±1,5 %.

Лью и Фродима [221] предложили метод выбора оптималь-
ной концентрации для измерения отражения.

Эбель и Герольд [222] описали последовательную комби-
нацию из программного настольного устройства с приспособ-
лением для измерения рассеивания. Кинест [223] опубликовал
программу ЭВМ для прямого измерения отражения с исполь-
зованием Olivetty Programme 101.

Фрай [224] опубликовал обзор по применению отражатель-
ной спектроскопии в ТСХ.

Денситометрия

В прямой денситометрии свет, падающий на пластинку, рас-
пределяется различным образом: часть отражается, часть рас-
сеивается, а часть проходит и в большей или меньшей степени
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поглощается пробой и адсорбентом. Поэтому слои должны
быть однородными и совершенно одинаковыми по толщине
Однородности можно достичь, тщательно перемешивая адсорб-
ционную смесь и не допуская захвата ею пузырьков воздуха

Чтобы толщина слоя была одинаковой, добавлять воду
в смесь адсорбента и связующего следует, как показали Хара и
др [2, 225], очень осторожно. Плотность суспензии должа
соответствовать заданной величине, и наносить суспензию сле-
дует на сухие пластинки тщательно высушенным аппликатором.

Если пятно пробы обрабатывают окрашивающим реагентом,
то следует учитывать некоторые условия окрашенные про-
дукты не должны диффундировать в окружающую среду, а ок-
раска должна быть пропорциональна количеству пробы, дол-
жна быть воспроизводимой и устойчивой. Наносить реактив
необходимо так, чтобы он распределялся по пластинке равно-
мерно. Уменьшить вероятность появления ошибки, обусловлен-
ной неравномерным нанесением реагента, можно, нанося попе-
ременно пятна пробы и стандартные растворы. Грэм и др. [11]
показали, что при опрыскивании хромогенным реактивом сред-
нее различие между двумя соседними пятнами составляет 2,5 %,
по сравнению с 5,2 % —максимальной ошибкой для всей плас-
тинки.

При проведении измерений следует учитывать ряд факторов.
Даллас [226] обнаружил, что сканирование с помощью пятна
в 1 мм обеспечивает более постоянные значения площади пика,
чем сканирование щелью. Шеллард и Элем [227] предпочи-
тают применять щель. Они показали, что если ширина щели
меньше ширины пятна, то колебания меньше, чем в том случае,
когда ширина щели больше ширины пятна. В дополнение от-
мечается, что если ширина щели равна 0,5 мм, а не 0,3 мм, коле-
бания результатов меньше. Положение этой щели по отноше-
нию к пятну также имеет значение. Патаки [9] показал воз-
можность возникновения ошибки, вызванной смещением щели
на миллиметр в каждую сторону от оптимального положения.
Автор рекомендует слегка смещать щель в каждую сторону
относительно ее положения при первоначальном сканирова-
нии, чтобы убедиться в том, что первоначальное сканирование
происходило в истинном максимуме пика.

На результаты может также влиять количество влаги в слое.
Путем промера одних и тех же пластинок до и после хранения
в различных условиях Даллас [226] обнаружил изменение
в площади пика порядка 1 % при изменении относительной
влажности на 3 %.

При измерении серии пластинок положение сканирующего
устройства следует отладить для каждого пятна, поскольку

даже небольшие колебания Rf могут оказать влияние на ре-
зультаты.

Пластинку можно сделать более прозрачной, если опрыскать
ее смесью парафина с эфиром (1:1) [228]; однако, как было
обнаружено [2] при работе с чувствительными приборами, та-
кая методика приводит к большим ошибкам. Томас и др. [229]
нашли, что опрыскивание раствором минерального масла
в эфире уменьшает рассеивание света, а это приводит к суще-
ственному снижению чувствительности. Поэтому авторы [229]
предпочитают снижать влияние рефракции методом Бланка
и др. [230], помещая узкую щель под и над хроматографиче-
ской пластинкой

Сканирование пятна проводят либо параллельно направле-
нию разделения, либо перпендикулярно ему. При параллельном
направлении основная линия может не возвращаться на преж-
ний уровень по следующим причинам: а) растворитель остав-
ляет узкий «хвост» в центре; б) пятна разделены не полностью;
в) между разделенными пятнами находятся адсорбированные
загрязнения. Поэтому направление сканирования следует вы-
бирать в соответствии с конкретными условиями. Турано и Тер-
нер [231] нашли, что выгодно усреднить результаты при ска-
нировании в обоих направлениях. Установлено [219], что
подобная методика полезна и при сканировании зон неправиль-
ной формы. Усреднение повторных промеров также позволяет
уменьшить ошибку анализа.

При сканировании пятен пользуются самописцем с интегра-
тором, получая число, пропорциональное площади кривой.
Если, однако, самописец не возвращается к исходному положе-
нию основной линии по причинам, указанным выше, получен-
ное численное значение, а следовательно, и площадь ошибочны.
Поэтому лучше всего измерять площадь планиметром, даже
если это занимает больше времени. При измерениях планимет-
ром скорость ленты должна быть велика [226]. Ошибки при
использовании планиметра можно уменьшить, усредняя резуль-
таты повторных измерений. Другие методы измерения площади,
например с помощью миллиметровой бумаги, менее точны.
Ваксмундский и Розуло [232] обнаружили, что площади пятен
и пиков денситометрических кривых зависят от удельной по-
верхности адсорбента, природы подвижной фазы, коэффици-
ента вязкости растворителя, а также от скорости разделения.

Ветке и Фрай [233] измерили отражение [220] по методу
парных данных. Они наносили пятна растворов сравнения и
стандартных растворов, благодаря чему для каждой концентра-
ции раствора образовывалась пара пятен, каждое из которых
размещалось друг от друга на расстоянии, равном половине
ширины пластины. Каждое пятно измеряли дважды в прямом
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и дважды в обратном направлении параллельно направлению
разделения Полеченные для данного раствора четыре резуль-
тата отсчета усредняли. Относительное стандартное отклоне-
ние в этих условиях + 1,4 % ·

Трайбер и др [234—236] вывели уравнение, основанное на
теории Ламберта—Бера и Кубелки—Муна. Используя это
уравнение и применяя для сканирования пятна параллельными
линиями на расстоянии 2 мм круглое отверстие диаметром 1 мм
и интегрирование результатов, Трайбер [236] достиг стандарт-
ного отклонения ±0,46%, в то время как уравнение Лам-
берта— Бера дает стандартное отклонение ±3,2 %,а уравнение
Кубелки —Муна ± 2 , 4 % .

В денситометрии желательно использовать спектрометр
с двумя длинами волн. В нем два луча света с различными
длинами волн, одна из которых соответствует пику поглощения,
а другая слегка смещена относительно этого пика, попеременно
освещают пятно. При соответствующей электронной схеме фо-
новая оптическая плотность при этом уменьшается без сниже-
ния чувствительности прибора. Салгаников и др. [237], основы-
ваясь на работе Чанса [238, 239], описали предназначенный для
хроматографии на бумаге спектрофотометр с двумя длинами
волн. Этот прибор назван так, чтобы его можно было отли-
чить от обычных двухлучевых приборов, в которых луч расщеп-
ляется так, что одна часть проходит через пятно, а другая —
через холостой участок пластинки, адсорбционные характерис-
тики и характеристики рассеивания которого могут быть иными.

В количественной ТСХ с успехом используют небольшие
ЭВМ. Поллак [240] обсудил различные аспекты применения
ЭВМ, сравнил аналоговые машины с цифровыми при определе-
нии площади под кривой путем подгонки истинного распределе-
ния концентрации к идеальному распределению. Эта последняя
методика позволяет рассчитать малые концентрации с повы-
шенной точностью и провести расчеты при перекрывании пиков.
Опубликован ряд работ [241—251], показывающих полезность
этой методики в денситометрии. Эбел и Хокке [252] описали
систему автоматического сканирования пластинок в ТСХ, со-
гласно которой численные значения площадей пиков, измерен-
ные электронным интегратором, подавали на включенный по-
следовательно настольный калькулятор, который сразу же выда-
вал данные.

Разработан денситометр на легком лазере [253], который,
как утверждают, дает значительно большее разрешение по
сравнению с денситометрами с обычными источниками света.
Повышенная степень разрешения получена в результате су-
жения светового пучка до 3—10 мкм без применения щели.
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Разработаны и другие методы денситометрии пятна. Напри-
мер, пятно можно фотографировать или фотостатировать и за-
тем обработать полученный рисунок денситометром [254—261].
Бланк и др. [257] получали авторадиограммы хроматографи-
ческой пластинки, содержавшей радиоактивные лнпиды, и
затем промеряли денситометрически рентгеновские пленки. Хе-
фендель [254] и Виоке [258] перед фотографированием обраба-
тывали пластинки так, чтобы те стали прозрачными, и проме-
ряли негативы денситометром. Авторы работ [259—260] поль-
зовались пленками Polaroid, а Джекобсон [261] описал одно-
стадийный фотографический метод.

Гудал [262] рассмотрел наиболее существенные факторы,
на которые необходимо обращать внимание при приготовлении
и сканировании тонкослойных пластинок, особенно если ра-
бота ведется в УФ-области.

Поллак [262а] и Трайбер [263] усовершенствовали спектро-
денситометры, предназначенные для работы в ТСХ.

3. МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПЛОЩАДИ ПЯТНА

Полуколичественное определение
при визуальном сравнении пятен

Для быстрого полуколичественного определения содержа-
ния компонентов в тонкослойных пятнах пользуются визуаль-
ным сравнением размеров пятна и интенсивности его окраски
(или и того, и другого) с соответствующими характеристиками
известных стандартных пятен. С этой целью на холостую часть
пластинки наносят ряд стандартных пятен с тем, чтобы охва-
тить всю область предполагаемой концентрации неизвестного
соединения. Ошибка в подобных анализах в зависимости от
тщательности проведения отдельного опыта составляет от ± 5
до 30%. Таким способом проведены анализы углеводов [264],
спиртов [265], кислот [59], алкалоидов [266—268], взрывча-
тых веществ [269], терпенов [270—271], лекарственных пре-
паратов [272, 273], пигментов [274], витаминов [275], анти-
биотиков [276], стероидов [277—279], липидов [280—282], пес-
тицидов [283], минеральных масел [284] и неорганических
ионов [285—287].

Зависимость между площадью пятна и его массой

Количественные методы, используемые в хроматографии на
бумаге, связывают размеры пятна с количеством содержаще-
гося в нем соединения, и, естественно, эти методы были распро-
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странены и на ТСХ. В различное время было предложено не-
сколько вариантов основного метода, однако ни одну из этих
модификаций нельзя рассматривать как универсальный метод.

На размер пятна и, следовательно, на точность проведен-
ного анализа влияет ряд факторов [287, 288]. В частности, не-
обходимо, чтобы:

1) адсорбент был гомогенным, т. е. размеры частиц и актив-
ность его отвечали требованиям;

2) толщина слоя была равномерной, т. е. чтобы пластинки
готовились по единой методике;

3) размеры стартовых пятен были одинаковыми; по
этой причине концентрации растворов не должны заметно
различаться;

4) микробюретки или капиллярные пипетки были точно от-
калиброваны;

5) давление паров в камере для разделения было посто-
янным;

6) применяемые растворители обеспечивали четкое разделе-
ние соединений;

7) реактивы были подобраны так, чтобы обеспечить чет-
кое контрастирование пятен;

8) опрыскивание реактивами было равномерным;
9) разделение стандартных растворов и растворов проб

проводилось одновременно.
Петрович [289] установил линейную зависимость между

площадью пятна и количеством двух инсектицидов гаммексана
и ДДТ. Эта же зависимость оказалась справедливой для шести
компонентов дегтя. Зайлер [287] использовал линейную зави-
симость для определения неорганических ионов, а Зеер [290,
291]—зависимость площади от массы для анализа антиокси-
дантов, хотя в этом последнем случае зависимость фактически
не была линейной. Бреннер и Нидервизер [292] анализировали
аминокислоты и построили кривую зависимости площади пятна
от логарифма массы пробы и использовали для определения тот
отрезок кривой, который в области определения был линейным.
Оренж и др. [293] разделяли различные фенолы и получили
линейную зависимость квадрата площади пятна от массы ма-
териала.

Пурди и Трутер [294, 295] исследовали 16 различных соеди-
нений и установили линейную зависимость между квадратным
корнем из площади пятна и логарифмом массы соединения.
Площади пятен измеряли, накладывая лист кальки на хрома-
тограмму и срисовывая контур пятен. Это скалькированное изо-
бражение хроматограммы помещали затем на диаграммную
миллиметровую бумагу, чтобы можно было определить площадь
пятен. Для повышения точности метода одновременно с неиз-
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вестными пробами следует этим же методом промерить стан-
дартные пробы.

Чтобы избежать построения калибровочных кривых для
каждого опыта, Пурди и Трутер применили алгебраический
метод, требующий анализа только трех проб: раствора смеси,
подлежащей анализу, разбавленного раствора этой же смеси и
стандартного раствора. В случае необходимости можно еще
проанализировать разбавленный раствор стандарта. Все пробы
наносят на одну и ту же пластинку и после разделения описан-
ным выше методом определяют площади различных пятен.
В уравнение подставляют следующие величины: W и А — масса
и площадь пятна раствора пробы; Ws и As— масса и площадь
пятна стандартного раствора; Ad и d — площадь пятна разбав-
ленного раствора пробы и коэффициент разбавления соответ-
ственно. Авторы назвали этот анализ №8-методом.

Из двух методов, предложенных Пурди и Трутером, первый,
так называемый графический метод, менее точен: ошибка опре-
деления составляет ± 4 , 3 % . Точность Ws-метода выше: ошибка
определения составляет ±2,7 % для хроматографических опы-
тов и 3,6 % для распределительного разделения.

Освальд и Флук [288] исследовали различные методы уста-
новления связи между площадью пятна и количеством вещества
на тонкослойных хроматограммах. Эти авторы на примере мно-
гих хроматограмм подтвердили данные Пурди и Трутера.
Однако во многих случаях зависимость площади пика пятна от
массы вещества не была линейной. Поэтому они разработали
методику, основанную на том, что на любой кривой можно
найти короткие участки с линейной зависимостью. Освальд и
Флук исследовали зависимость размеров пятна от массы на
примере различных веществ и обнаружили, что в преде-
лах ±20 % измеряемой величины можно найти достаточно хо-
рошо выраженную линейную область, выше которой размер
пятна сильно уменьшается с ростом количества вещества. В то
же время ниже этой точки небольшие размеры пятна сильно
увеличивают ошибку. Для изученных алкалоидов была эмпири-
чески выделена оптимальная область размера пробы. Площадь
пятен авторы измеряли планиметром. Результаты проведенных
измерений показали, что площадь пятна должна быть не ме-
нее 100 мм, чтобы ошибка измерения была минимальной.

Наибом [296] исследовал зависимость площадь — масса и
нашел, что на характер этой зависимости влияет толщина слоя.
Для тонкого слоя обнаружена линейная зависимость между
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логарифмом массы и площадью, а для толстого слоя — линей-
ная зависимость между массой и корнем квадратным из пло-
щади пятна. Наибом нашел также, что на вид зависимости
масса — площадь влияет также природа соединений, исполь-
зуемых для обнаружения. Так, если пятна β-аланина обраба-
тываются изатином, зависимость lg (площади)—^(количе-
ства вещества) линейная, если такие же пятна обрабатываются
нингидрином, наблюдается линейная зависимость площадь
пятна — ^(количества вещества).

4. ПРЕДЕЛЬНАЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ

Этот метод количественного анализа был одним из первых,,
использованных в ТСХ в 1954 г. Кирхнером и др. [35]. Как и
спектрофотометрический метод, он разработан для определения
дифенила в плодах цитрусовых и в продуктах их переработки.
Предварительное приготовление пробы проводится так же, как
и при проведении спектрофотометрического определения. При-
готовленный раствор гептан—масло—дифенил разбавляют
н-гептаном в соотношении 1 : 10 и 1 : 100. Тонкие слои готовят
из кремневой кислоты с добавлением 2,5 % крахмала в каче-
стве связующего и сульфида цинка-кадмия и силиката цинка
в качестве флуоресцентной добавки. Водной суспензией этой:
смеси покрывают стеклянные пластинки размером 13X136 мм,
на которые наносят только одно пятно. Если желательно на-
нести на одну пластинку несколько пятен, то пользуются плас-
тинками большего размера. Пятно пробы наносят пипеткой
емкостью 0,01 мл; удобнее, однако, дозировочный микрошприц,
поскольку в этом случае уменьшается число необходимых раз-
бавлений. Наносят ряд пятен по 0,01 мл растворов различного
разбавления. Разделение ведут перегнанным петролейным
эфиром (т. кип. 30—60°С), пока растворитель не достигнет ли-
нии, удаленной на 5 см от исходной ( ~ 7 мин); после этого по-
лоски удаляют и избыток растворителя испаряют на воздухе.
Рассматривая хроматограмму в УФ-свете, можно обнаружить
на ней темные пятна дифенила на флуоресцирующем фоне. За-
тем разбавление раствора увеличивают, пока не получат хро-
матограмму, на которой обнаруживается слабое, но отчетливое
темное пятно дифенила. Это количество дифенила и прини-
мают за минимально определяемое. Поскольку для разных хро-
матографистов оно может быть различным, каждый из них
должен определять эту величину лично для себя; прибли-
женно она составляет 0,55 мкг дифенила. Зная коэффициент
разбавления и количество раствора, нанесенное в виде пятна на
хроматограмму, можно легко рассчитать содержание дифенила
в пробе. Из-за концентрационных эффектов, связанных с упа-
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риванием при приготовлении пробы, этот метод позволяет опре-
делить 0,05 мг/л дифенила в 1500 мл сока или 1,5 мг/л дифе-
нила в 50 мл сока отдельного плода. Средняя ошибка, получен-
ная в результате анализа 19 проб с содержанием дифенила от
0,5 до 575 мг/л, составляла 11,3 %. Этот метод был распростра-
нен и на другие тонкослойные определения.

Бродбент и др. [297] определяли таким способом количе-
ства афлатоксина В в земляных орехах и продуктах их пере-
работки. Пробу в этом случае готовят, экстрагируя измельчен-
ные земляные орехи метанолом; полученный экстракт перево-
дят затем в раствор хлороформа для сушки и концентрирования.
Экстракт наносят на слои оксида алюминия с алебастром в ка-
честве связующего. После разделения 1,5 %-ным раствором
метанола в хлороформе пластинки рассматривают в УФ-свете.
Афлатоксин В дает сине-пурпурные флуоресцирующие пятна.
Последовательным разбавлением раствора пробы находят ми-
нимальное определяемое пятно.

Хассельквист и Яаарма [298] использовали этот метод для
определения аскорбиновой кислоты в клубнях картофеля. Для
обнаружения пятен аскорбиновой кислоты они опрыскивали
пластинки раствором фосфомолибденовой кислоты. В этом слу-
чае минимально определяемое количество составило 0,2 мкг
аскорбиновой кислоты. Лагони и Вортмен [299] определяли
таким методом β-каротин и витамин А в жирах и маслах.

Пилни и др. [299а] разработали фотографический метод
определения минимальной экспозиции, при которой данное
пятно уже не появляется на фотографии.

5. БИОЛОГИЧЕСКАЯ ПРОБА

Хотя биологическая проба в принципе не позволяет добиться
такой правильности и воспроизводимости, какая возможна в хи-
мическом анализе, в некоторых случаях она дает важные ре-
зультаты. Этим методом, в частности, были определены раз-
личные соединения, содержащиеся в тонкослойных пятнах.
Используя Bacillus pumilus, посеянную на пластинках агара,
Бродаски [300] определял сульфаты неомицина. Разделение
неомицинов он проводил на тонкослойных угольных пластин-
ках, изготовленных из суспензии 30 г растительной сажи нухар
(C-190-N) и 1,5 г алебастра в 220 мл дистиллированной воды,
которую целесообразно подкислить серной кислотой до рН 2.
Приготовленную таким образом суспензию выдерживают 16 ч.
После нанесения пробы и разделения пластинки помещают не
менее чем на 5 мин в атмосферу аммиака, чтобы нейтрализо-
вать избыточную кислотность, которая может подавлять рост
микроорганизмов. Антибиотики детектируют и анализируют,
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поместив лицевую часть хроматограммы в противень с агаром
стрептомицина, засеянного 2-Ю5 клеток В. pumilus на милли-
литр. Пластинку выдерживают на агаре 5—10 мин, после этого
агар выдерживают в термостате 16 ч при 28°С. В это время не
нужно пытаться удалить частички углерода, прилипшие к агару;
после завершения инкубационного периода поверхность агара
можно увлажнить и очистить покровным стеклом микроскопа,
осторожно проводя им по поверхности. Количество вещества
определяют по диаметру зоны с помощью стандартной кривой
зависимости ^(количества) —диаметр зоны. Если пятна не
круглые, большей точности, по-видимому, можно достичь, ис-
пользуя вместо диаметра зоны ее площадь. Петерсон и Эдинг-
тон [301] определяли количество фунгицида беномила по за-
висимости диаметра зоны ингибирования от логарифма коли-
чества этого фунгицида.

Хортон и Томсон [302] определяли методом биологической
пробы простагландины, элюируя пятна с тонкослойной плас-
тинки и нанося растворы на атропинизированную двенадцати-
перстную кишку кролика и толстую кишку хомяка. Одновре-
менно для сравнения проводили опыты с чистым простаглан-
дином Ει.

Калдвей и Шталь [303] пользовались хорошо известной про-
бой Авены для анализа ауксинов, разделенных методом ТСХ.
Пятна вместе с адсорбентом диоксидом кремния соскребали
с пластинки и равномерно размазывали по блокам агара. Эти
блоки выдерживали в темноте по крайней мере 30 мин, чтобы
ауксины успели продиффундировать в агар до начала опыта.
Степень извлечения введенной индолуксусной кислоты состав-
ляла примерно 85%. При этом наблюдался синергетический
эффект влияния силикагеля и кальция на рост жесткокрылых
Tribicum [304, 305], поэтому в анализах подобного рода эту
активность следует учитывать.

Сима и Мантован [306] сравнивали результаты микробио-
логического анализа витамина Βι2 с использованием Lactoba-
cilbus leichmanii ATCC 7830 с результатами спектрофотометри-
ческого анализа, проведенного после выделения витамина на
тонких слоях силикагеля.

Сало и др. [307] оценивали токсичность остатков инсекти-
цида методом биологической пробы с Drosophila melanon-
gaster.

Билоу и Спикер [308] описали метод, при котором засеян-
ный агар наливали поверх хроматографических полос; после
инкубации слои агара снимали с хроматограммы тупыми хи-
рургическими щипцами и помещали на стеклянные пластинки
для денситометрии.

I
I

Данные, подтверждающие полученные этими авторами ре-
зультаты, отсутствуют.

6. РАДИОАКТИВНЫЕ МЕТОДЫ

Разработан ряд радиоактивных методов количественного
определения соединений, разделенных ТСХ. Пробы можно по-
метить прямой реакцией с компонентами, например путем
этерификации кислот радиоактивным диазометаном [309], или
методом изотопного разбавления, добавляя известное количе-
ство радиоактивного компонента к разделяемой смеси [186,
310]. Шульце и Венцель [311] пользовались методикой Вильц-
баха [311, 312] и метили соединения тритием. Эти соединения,
разделенные на слоях, можно определить методами: 1) авто-
радиографии; 2) автосцинтиллографии; 3) элюированием с по-
следующим анализом радиоактивности; 4) сканированием по-
лос детекторами Гейгера — Мюллера; 5) сканированием полос
детекторами на фотоэлементах; 6) двумерного сканирования
с использованием детектора нового типа на электронных умно-
жителях, 7) двумерного сканирования с β-камерой; 8) сжига-
ния; 9) зонального профильного сканирования с использова-
нием жидкостного сцинтилляционного детектирования и 10)
сублимационной автографии. Радиоактивным методам и при-
менению их в ТСХ посвящен ряд обзоров и статей [313—316].

Авторадиография

Достоверность количественного определения радиоактив-
ности зависит от того, каким оборудованием располагает экс-
периментатор. Можно приготовить радиоавтограф и определить
плотность радиограммы, как описано в разделе о денситомет-
рии пятна. При получении радиоавтограммы рентгеновскую
пленку помещают непосредственно на слой адсорбента или на
тонкую полимерную пленку, которой закрывают хроматограмму.
В последнем случае длительность экспозиции следует увели-
чить, так как эта пленка поглощает излучение. Швейн и На-
кон [317] приводят данные о поглощении β-излучения различ-
ными полимерными пленками: 0,00025 Myler (22%); 0,0005
Myler (39%), Saran Wrap (45%) и Handiwrap (24%). Если
рентгеновскую пленку помещают непосредственно на тонкий
слой, необходимо убедиться, что фотографическая активность
не увеличивается в результате сублимации соединения в фото-
пленку [318] (последний эффект положен в основу метода, на-
званного сублимационная автография). В последнем случае
почернение фотопластинки может быть вызвано как химической
реакцией, так и действием излучения.
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Слои можно непосредственно пропитать фотографической
эмульсией сразу после хроматографического разделения компо-
нентов пробы [319]. Однако фотоэмульсия загрязняет пятно,
что, естественно, нежелательно, если соединения необходимо
извлечь; кроме того, непосредственный контакт эмульсии с со-
единением может привести к химической реакции.

Для авторадиографии можно пользоваться вместо рентге-
новской пленки пленкой Polaroid 57 [320, 321], которая по вре-
мени экспозиции сравнима с рентгеновской пленкой, а иногда,
например при определении радиоактивного изотопа иода [321],
более чувствительна. В работе [320] дано описание кассеты,
предназначенной для пленки Polaroid.

Автосцинтиллография

Одна из проблем, возникающая при использовании авто-
радиографии, заключается в том, что из-за низких энергий
β-частиц, в особенности в случае трития, большая часть энергии
поглощается хроматографическим слоем так, что пленкой ре-
гистрируется лишь небольшое число электронов. Один из ме-
тодов преодоления этого затруднения сводится к включению
в слой сцинтиллятора, который излучает свет при поглощении
β-частиц. Свет, поглощаемый в гораздо меньшей степени, чем
β-частицы, можно зарегистрировать пленкой. Этот метод по-
лучил название автосцинтиллография, сцинтография, или сцин-
тилляционная флуорография. Сцинтиллятор можно наносить
на адсорбент разными способами: погружением пластинки,
опрыскиванием ее, можно также добавлять сцинтиллятор
к суспензии при приготовлении слоя.

Рандерат [322] установил, что чувствительность этого ме-
тода в основном зависит от пяти факторов: 1) концентрации
сцинтиллятора; 2) природы растворителя, используемого при
нанесении сцинтиллятора на хроматограмму; 3) метода нане-
сения сцинтиллятора; 4) температуры, при которой экспониро-
вали пленку; 5) сорта используемой пленки. Кроме того, на
чувствительность оказывает влияние ряд дополнительных фак-
торов [322, 323]. Оптимальная концентрация сцинтиллятора
меняется для различных сцинтилляторов; так, для радиоугле-
рода она больше, чем для трития [324]. Низкая температура
во время экспозиции увеличивает чувствительность к радио-
углероду примерно вдвое, а при —78°С чувствительность к три-
тию возрастает примерно в 50—100 раз [325]. В последней ра-
боте обсуждаются причины такого усиления чувствительности.
Оказалось, что при низких температурах бензол ведет себя как
эффективный твердый сцинтиллятор. Более того, бензол очень
удобно использовать в этой роли, так как его можно испарить

Методы тонкослойной хроматографии 355

со слоя и тем самым освободить хроматограмму от загрязне-
ний сцинтиллятором [326]. Чувствительность, конечно, можно
увеличить, получая по возможности более компактные пятна.
Поскольку почти на всех имеющихся в продаже пленках эмуль-
сия нанесена с обеих сторон опорного слоя, из которых лишь
одну используют для сцинтиллографии, фоновую плотность
можно в известной мере снизить, предотвращая контакт эмуль-
сии на задней стороне пленки с проявляющим раствором. Этого
достигают, прикрепляя во время процесса проявления к обрат-
ной стороне фотографической пленки дополнительную опорную
пленку с водонепроницаемой тесьмой [327].

Сканирование полосы

Радиоактивность измеряют непосредственно на тонкослой-
ной пластинке счетчиком Гейгера с тонкостенным торцевым
окошком [328, 329] или проточным газовым счетчиком [309,
311, 330, 336]. Последний, конечно, более чувствителен и более
пригоден для измерения β-излучающих радиоизотопов с низкой
энергией. Приборы для сканирования полос выпускает ряд
фирм; Снайдер [332, 333] в двух обзорах описывает некоторые
такие приборы. Прайдз [334] рассматривает современное со-
стояние дел в области радиохроматографии; он составил таб-
лицы, которыми могут руководствоваться все занимающиеся
сканированием тонкослойных хроматограмм. Ревенхил и
Джеймс [331] описали простое чувствительное сканирующее
устройство, в котором используется счетчик с открытым окош-
ком и автоматическим счетным интегрирующим устройством.

Один из вариантов метода прямого измерения радиоактив-
ности на хроматографической пластинке предусматривает об-
работку слоя полимерным связующим [317, 335, 337]. После
такой обработки хроматограмму удаляют с опорной пластинки,
разрезают на полоски и промеряют в приборе, предназначен-
ном для сканирования хроматограмм на бумаге. При опрыски-
вании пластинки суспензией полимера на поверхность плас-
тинки помещают кусок прозрачной ленты, чтобы легче было
снять адсорбент. Слой следует затем повернуть и слегка опрыс-
кать этой же суспензией с обратной стороны, чтобы предотвра-
тить возможность потери частиц адсорбента [335]. Скиб [338]
использовал опорный слой из пластмассы. После нанесения
пробы, разделения и сушки хроматограмму опрыскивают сус-
пензией полимера, чтобы закрепить хроматограмму на опор-
ной полосе из пластмассы. Всю пластинку разрезают затем на
полоски для сканирования в стандартном устройстве. Для по-
крытия хроматограмм радиоактивными водорастворимыми
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веществами Шван и Након [317] пользовались раствором 11,2 г
полистирола в 100 мл бензола и добавляли в него пластифика-
тор. Количество пластификатора зависит от типа адсорбента;
для силикагеля G и кизельгура G — это 0,023 и 0,014 мл соот-
ветственно в расчете на каждый миллилитр раствора полисти-
рола. Радиоактивность измеряют с гладкой стороны пленки,
соприкасающейся со стеклянной поверхностью, что предотвра-
щает поглощение пленкой клея энергии слабых излучате-
лей [335]. Имеющиеся в продаже хроматографические полоски
также удобно использовать в приборах для сканирования.

Двумерное сканирование

Для двумерного сканирования разработано большое число
приборов. В β-камере фирмы Baird Atomic используется
1622 счетчика Гейгера—Мюллера, что позволяет снять на осцил-

лограф мгновенную диаграмму распределения радиоактив-
ности по всей тонкослойной пластинке размером 20X20 см.
Постоянную запись осуществляют с помощью камеры Polaroid.
Хотя прибор и дорог, он весьма удобен при применении корот-
коживущих изотопов, требующих быстрой работы, и для извле-
чения соединений без загрязнения сцинтиллятором.

Арноф [339] разработал двумерное сканирующее устройство
с одной трубкой Гейгера — Мюллера в соединении с самопис-
цем с электрочувствительной бумагой; Джильберт и Кин [340]
проводили обнаружение радиоактивности хроматографических
полос с помощью ряда счетчиков. Венцель и Хофман [341] при-
менили обычное устройство для сканирования двумя методами
двумерных хроматограмм. Гарихаран и др. [342] создали ска-
нирующее устройство из 12 торцевых галогенных счетчиков
Гейгера —Мюллера для быстрого определения радиоактивности
влажной электрофореграммы при 0°С. Возможность проведе-
ния двумерных измерений достигают поддерживающими са-
лазками, перемещающимися механически; запись осуществ-
ляют, применяя электроночувствительную бумагу. Хотя это
устройство предназначено для хроматографии на бумаге, оно
вполне пригодно и для тонких слоев. Для измерения трития
следует пользоваться счетчиком без окна.

Придц и др. [343] использовали новый тип детектора на
электронном умножителе и разработали прибор для одно- и
двумерного сканирования и добавили устройство для компью-
терного контурного изображения результатов [344]. Лове [345]
описал устройство, передающее данные на перфоленту, которую
после этого можно передать на компьютер для обработки ре-
зультатов.
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В работе [346] рассматривается метод повышения инфор-
мативности данных измерения радиоактивности методом на-
копления и преобразования Фурье.

Тиква [347] разработал полукондуктографический метод из-
мерения без разрушения образца с применением кремниевого
барьерного детектора [348]. Благодаря низкому фону (0,02±
+ 0,01 отсч./мин) таким способом удается добиться высокой
чувствительности. Этот прибор позволяет проводить одновре-
менное определение β-частиц в соединениях, меченных изото-
пами в разных положениях [349].

Авторы некоторых работ предлагают в качестве количест-
венного метода двумерное детектирование с искровой камерой
[350], однако эта камера в принципе, предназначена только

для качественного определения *.

Методы жидкостной сцинтилляции

К числу приборов, применяемых в ТСХ, относится также
сцинтилляционный счетчик [116, 186, 351—358]. Разработаны
два основных метода его использования. В одном из них ана-
лизируемые вещества элюируют с адсорбента и удаляют раство-
ритель (если растворитель окисляется кислородом воздуха,
его рекомендуется удалять в атмосфере азота). Остаток смеши-
вают с жидким сцинтиллятором и измеряют радиоактивность
с помощью соответствующей аппаратуры. Сцинтилляционные
счетчики пригодны также для измерения количества адсорбиро-
ванного силикагелем вещества без предварительного элюиро-
вания последнего при соблюдении соответствующих мер пре-
досторожности. Чтобы предотвратить самогашение, силика-
гелю не дают осесть, добавляя к жидкому сцинтиллятору
желатинирующий реактив. СнайдериСтефенс [356] суспендиро-
вали адсорбент в 15 мл 4 %-ного (масса/объем) раствора ка-
босила (порошок тиксотропного геля, фирма Packard) в то-
луольном сцинтилляторе, содержащем 5 г 2,5-дифенилоксазола
(РРО) и 0,3 г п-бис- [2- (4-метил-5-фенилоксазолил)] бензола
(РОРОР) в литре тоуола. Чтобы избежать потери некоторой

* Французская фирма Numelec разработала прибор Chomolec для измере-
ния распределения радиоактивности на пластинках для ТСХ и электрофореза.
Этот прибор «видит» измеряемую часть пластинки по всей длине одновре-
менно, что позволяет существенно, в 10—100 раз, ускорить проведение изме-
рений. Прибор допускает одновременное измерение радиоактивности по двум
изотопам, например 3Н и 14С, с высокой чувствительностью: 5·10~7 мкКи/мм2

Для 14С и 1,2· ΙΟ"6 мкКи/мм2 для 3 Н.
Оригинальный прибор с пропорциональной камерой разработан для ра-

диохроматического анализа в ТСХ Ю. С. Анисимовым и сотрудниками [см.
J. Cromatogr., 178, 117 (1979)].— Прим. ред.
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доли радиоактивности, поглощаемой нижней частью колпачка
счетной пробирки, они закрывали пробирку липкой лентой
(Scotch), тщательно подрезав по окружности отверстие перед
встряхиванием всего устройства. Чтобы предотвратить адсорб-
цию некоторых полярных липидов поверхностью стеклянных
счетных пробирок, следует применять полиэтиленовые пробирки.
Этим методом удалось достичь степени извлечения радиоактив-
ности 99±2,2%· При разделении рассматриваемым способом
жирных кислот на силикагеле с использованием некислотного
растворителя непосредственно в счетную пробирку следует
ввести 50 мкл уксусной кислоты, чтобы предотвратить умень-
шение эффективности счета. Риондель и др. [352] в своих сцин-
тилляционных измерениях использовали в ряде случаев тот же
тип порошка тиксотропного геля. Это, в частности, необходимо
при измерениях неацетилированных тиосемикарбазонов сте-
роидов, которые обычно адсорбируются на стенках стеклянных
или пластмассовых счетных пробирок. Адсорбцию удалось пре-
дотвратить, добавляя в жидкий сцинтиллятор этанол и тиксо-
тропный гель.

Рукейрол и Тайландье [354] измеряли сцинтилляцию не-
посредственно на пластинке геля после соответствующей обра-
ботки. Стеклянную подложку хроматограммы прикрепляли
к алюминиевой полосе с загнутыми кверху краями, которая вы-
полняла роль сосуда для хранения сцинтиллятора; раствор по
каплям подавали на тонкий слой, пока он не становился полу-
прозрачным. После этого добавляли 10 мл желатинизирован-
ного сцинтиллятора, приготовленного добавлением нескольких
граммов 2-этилгексаноата алюминия к 200 г толуольного ос-
новного сцинтиллятора.

Ривлин и Вилсон [353] описали простой метод отделения
стероидов от жидкого сцинтилляционного фосфора хроматогра-
фическим разделением на тонких слоях силикагеля с этилаце-
татом. Метод этот можно, по-видимому, применить и к нестеро-
идным соединениям, например с тем, чтобы утилизировать изо-
топные материалы.

Шнайдер [359] сравнил сканирование полос, при котором
радиоактивный материал применяют непосредственно на тон-
ком слое, с зональным сканированием, при котором адсорбцион-
ный материал соскребают последовательно слой за слоем и
анализируют методом жидкостной сцинтилляции. Чувствитель-
ность и степень разделения были больше при зональном ска-
нировании. Разработаны ручные [360] и автоматические [361]
(Analabs) устройства для соскребания; вся система автомати-
зирована, в том числе и последовательное подключение компью-
теров [362]. Фослиен и др. [363] разработали регулируемый
компьютером скребок для удаления отдельных пятен в опреде-
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ленной последовательности с тонкослойной пластинки с авто-
матической подачей на сцинтилляционные приборы либо в кон-
тейнеры.

Следует внести поправку на тушение, связанное с адсорб-
цией β-излучения полярными соединениями, остающимися на
адсорбенте. Кричевский и др. [364] рассмотрели прямые и ко-
свенные методы внесения таких поправок и разработали си-
стему, основанную на использовании компьютера, для внесения
поправок при измерении интенсивности счета жидкими сцин-
тилляторами. Боек и др. [365] опубликовали программу на
языке Фортран IV для анализа дважды меченных проб жидких
сцинтилляторов с неравномерным тушением. Груенштейн и
Смит [366] описали метод радиографии, позволяющий иденти-
фицировать на хроматограмме два соединения, меченные 3Н
и 1 4С. На авторадиографической пленке, экспонированной 24 ч,
обнаруживается 1 4С; последующее наложение на хромато-
грамму сцинтиллирующего фтора позволяет через 4 ч увидеть
на хроматограмме 3Н, в то время как для обнаружения 14С по-
прежнему требуется 24 ч. Чтобы устранить тушение, вызывае-
мое адсорбентом, Шоу и др. [367] растворяли в сциитиляцион-
ной пробирке сшгикагель в плавиковой кислоте. Боллингер и др.
[368] использовали для гель-сцинтилляционного счета при су-
спендировании нерастворимых соединений комплекс толуоль-
ной смеси типа комплекса внедрения мочевины. Метод прост и
не требует много времени.

Фирма J. Т. Baker Chemical Co. опубликовала руководство
для измерения счета жидкими сцинтилляторами, содержащее
ряд полезных таблиц, включая таблицу для решения задач,
возникающих при использовании этого метода.

Метод сжигания

Радиоактивные пробы сжигают в атмосфере кислорода, про-
дукты сжигания пропускают над оксидом меди, чтобы превра-
тить углерод и водород в диоксид углерода и воду соответст-
венно. Количество образующихся продуктов либо измеряют не-
прерывно, либо их собирают и измеряют методом жидкостной
сцинтилляции. Печи сжигания и детекторы для непрерывного
счета поставляет ряд фирм.

Гриффите и Маллинсон [370] подробно описали конструк-
цию одной из таких печей. В этом случае воду конденсируют
при низкой температуре, а углекислоту поглощают фенилэти-
ламином. Хаати и др. [371] проводили хроматографические
анализы на слоях кремневой кислоты и оксида меди (2:3), по-
крывавших внутренние стенки стеклянных трубок. После раз-
деления и полного удаления растворителя трубки помещают
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в печь. Эта печь медленно перемещается вдоль трубки, через
которую пропускают гелий. Образующуюся при сжигании воду
поглощают хлоридом кальция или пентоксидом фосфора. Если
проба мечена радиоактивным углеродом, его измеряют пропор-
циональным проточным детектором. Для нерадиоактивных ве-
ществ используют детектор по теплопроводности. Варианты этой
методики (описанной в следующем разделе) разработаны и ис-
пользованы для анализа нерадиоактивных соединений; при на-
личии соответствующих детекторов эти методы пригодны и для
работ с радиоактивными веществами.

7. РАЗЛИЧНЫЕ МЕТОДЫ

Для определения тонкослойных зон используется фермен-
тативный анализ. Шайг и др. [372] анализировали этим мето-
дом окисленные и восстановленные нуклеотиды ди- и трифосфо-
пиридинов.

Количественное определение галогенсодержащих соедине-
ний проводили методом сжигания в колбе [373]. Чтобы сгора-
ние было полным, емкость колбы должна быть не менее 500 мл,
а площадь пятна не более 2—3 см2. Продукты сгорания опре-
деляли титриметрически. Аналогичным образом анализиро-
вали соединения, содержащие серу [374]; образовавшийся
в этом случае сульфат обрабатывали раствором хромата бария
и измеряли поглощение в области 370 нм.

В 1966 г. Конака и Терабе [375] разработали количествен-
ный метод, согласно которому пятна соскребали в платиновую
лодочку и помещали в печь для сжигания. После вытеснения
воздуха гелием, содержащим 2 % кислорода, пробы сжигали;
продукты сгорания пропускали через оксид меди, восстанов-
ленную медь, ангидрон, диоксид магния и, наконец, через ко-
лонку с углем, активированным при 100°С. При этом происхо-
дило газохроматографическое разделение азота и диоксида
углерода; площадь пика азота определяли электронным интег-
ратором. Несколько модифицировав печь для сжигания, можно
применять эту методику и для определения углерода [376].
Чтобы поправка на холостой опыт была небольшой, пробу кон-
центрировали по методу Де Дина и Веттера [30] на небольшой
поверхности слоя.

Котгрейв и Лайнс [377] вводили хроматограмму, получен-
ную на пластинке шириной 25 мм, непосредственно в трубку
для сжигания, которую нагревали движущейся печью. Когда
температура в печи достигала 700°С, летучие продукты током
азота продували через пламенно-ионизационный детектор.
Чтобы свести к минимуму фоновые загрязнения, тонкослойные
пластинки перед нанесением на них пробы нагревали в печи
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лри 600°С. В качестве подложки для тонкого слоя Пэдлей
[378, 379] использовал стеклянную палочку диаметром 0,5 мм.
После разделения и сушки хроматограмму протягивали непо-
средственно через пламенно-ионизационный детектор. И в этом
случае, чтобы фон был низким, слой перед нанесением пробы
протягивали через пламенно-ионизационный детектор. В ра-
боте [380] описано устройство такого же типа, но авторы [380]
предпочитают в качестве опоры для тонкого слоя проволоку.

Хаати и Яаконмаки [381] предложили несколько другую
методику сжигания. Разделение проводили на слоях, представ-
лявших собой смесь кремневой кислоты и оксида меди (2:3),
нанесенную на внутренние стенки 5-миллиметровой стеклянной
трубки. После завершения разделения хроматограммы нагре-
вали в движущейся печи, воду улавливали в ловушку, а угле-
кислоту определяли катарометром. Применяя пропорциональ-
ный проточный детектор, можно определить радиоуглерод.
Авторы работ [383—386] усовершенствовали методику с тем,
чтобы можно было использовать слои, состоящие целиком из
•силикагеля, а также слои, представляющие собой смесь сили-
кагеля и оксида меди. Продукты пиролиза можно непосредст-
венно определять пламенно-ионизационным детектором. Их
можно также направить в печь, а образовавшуюся углекислоту
вместе с потоком газа-носителя водорода пропустить через ни-
келевый катализатор, где углекислота образует метан, который
можно определить пламенно-ионизационным детектором *.

* Применение для количественного анализа химических методов в соче-
тании с методами детектирования, используемыми в газовой хроматографии,
представляется весьма перспективным.

Английская фирма Newman-Howells выпускает, на наш взгляд, удачный
прибор Ятроскан ТН-10 для количественного определения пламенно-ионизаци-
онным детектором продуктов, разделенных методом ТСХ.

Разделение образца (примерно 1 мкл) и последующее детектирование
проводятся на специальных стержнях. Стержень из огнеупорного и химически
стабильного материала, например кварца, размером 0,9X152 мм, на поверх-
ность которого нанесен закрепленный слой адсорбента (силикагель со стеклом
в качестве связующего агента) толщиной 100 мм, переносится после разде-
ления и высушивания в специальный магазин на 10 стержней, и по заданной
программе последовательно каждый из стержней проходит через детекти-
рующее пламя пламенно-ионизационного детектора. Когда через пламя про-
ходит участок с хроматографической зоной разделенного вещества, детектор
дает сигнал, пропорциональный количеству вещества, поступающего в пламя.
Самописец регистрирует хроматограмму. Следует отметить, что когда стер-
жень проходит через пламя, он регенерируется и, по утверждению фирмы,
•один стержень можно использовать для проведения 100 анализов.

В литературе описан ряд примеров применения приборов для анализа
главным образом биологически активных веществ, лекарств и т. π [см., на-
пример, Namba Т., Yoshizaki Μ., et al., J. Pharmacen Lical Society of Japan,
Η 252 (1974); Okumura Т., Kadono Т., Japan Analyst, 22, 980 (1973)] —
-Прим. ред.
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При пропускании через пиролитическую трубку в качестве
газа-носителя смеси азот — кислород некоторые липиды, сте-
роиды и терпеноиды не пиролизуются; в азоте же пиролиз их
проходит полностью.
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Глава XII

КОМБИНИРОВАНИЕ ТСХ
С ДРУГИМИ МЕТОДАМИ

1. КОЛОНОЧНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ

ТСХ используют при выборе оптимальной комбинации рас-
творителя и адсорбента для конкретного колоночного разделе-
ния. После начала колоночного опыта элюент быстро проверяют
методом ТСХ так, что к моменту завершения разделения фрак-
ции с аналогичными компонентами можно объединить. Эта ме-
тодика, которую тщательно разработали Миллер и Кирхнер [1],
описана в гл. X и пояснена рис. 10.3. По такой комбинирован-
ной методике, сочетающей ТСХ с колоночной хроматографией,
разделено много различных типов соединений; в настоящее
время опубликовано большое число статей, в которых рассмат-
риваются конкретные примеры применения данной методики.

Ван Дийк [2] объединил колоночную хроматографию непо-
средственно с ТСХ, используя для этого делитель потока с пе-
ременным коэффициентом деления для регулирования доли
элюата, подаваемого из колонки на пластинку.

Методом ТСХ подбирают растворители для высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии и оптимизируют условия раз-
деления [3—6]. Фирма CAMAG выпускает оборудование, спе-
циально предназначенное для таких работ (см. гл. V, разд. 4).

2. ГАЗОВАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ

Существует ряд методов, в которых ТСХ успешно сочетают
с газовой хроматографией. Пятна, полученные методом ТСХ,
элюируют, концентрируют и анализируют методом газовой хро-
матографии. Таким способом Икеда и др. [7, 8] анализировали
цитрусовые и другие эфирные масла [9], а Морис и др. [10] —
эфиры ненасыщенных оксикислот. Личфилд и др. [11] разде-
ляли триглицериды в соответствии с числом двойных связей
на тонких слоях кремневой кислоты, пропитанных нитратом
серебра, а далее уже методом газовой хроматографии разде-
ляли соединения, входящие в одну фракцию, по молекулярным
массам. Таким методом проведено разделение витаминов [12,
13], азогетероциклических соединений [14], пестицидов [15,
16] и полярных углеводородов [17].

Методы тонкослойной хроматографии 373

Янак [18] объединил центростремительную ТСХ с газовой
хроматографией, проводя анализ микроколичеств линдана
в экстрактах капусты. Элюаты, полученные после разделения
методом центростремительной ТСХ, анализировали далее ме-
тодом ГХ.

Андерсон и др. [19] использовали ТСХ для отделения про-
дуктов окисления БОА (З-грег-бутил-4-оксианизола) и БОТ
(3,5-ди-грет-бутил-4-окситолуола) в овсяных или кукурузных
хлопьях для завтрака от мешающих определению жиров; про-
дукты окисления можно было импульсно вводить в газовую ко-
лонку.

Янак [20] проводил разделение сначала методом ГХ, далее
ТСХ и затем опять ГХ. Таким образом, фракции, полученные
после первого газохроматографического разделения, он анали-
зировал методом ТСХ и выделенные фракции вновь разделял
газохроматографическим методом. Этот метод особенно удобен
для анализа высококипящих соединений.

Фракции, полученные после разделения на хроматографиче-
ских пластинках, перед газохроматографическим анализом
можно также подвергнуть химической обработке. При этом
моно- и диглицериды липолизироваиного молочного жира после
извлечения с тонкослойных пластинок перед газохроматолрафи-
ческим анализом переводили в метиловые и бутиловые эфиры.
Такая методика использовалась при анализе липидов тканей
[21, 22]. Малине [23] отделял алкоксидиглицериды от других
липидов на тонких слоях кремневой кислоты, после чего прово-
дил омыление и метилирование; в результате такой обработки
образовывались метиловые эфиры жирных кислот и глицериды.
Метиловые эфиры определяли газохроматографически. Глице-
риды вначале окисляли и образовавшиеся альдегиды разде-
ляли газохроматографически. Прайвет и сотр. [24—27] анали-
зировали ненасыщенные метиловые эфиры жирных кислот.
С этой целью их предварительно разделяли по степени ненасы-
щенности на силикагеле, пропитанном нитратом серебра. Вы-
деленные фракции элюировали и обрабатывали, подвергая вос-
становительному озонолизу; образовавшиеся при этом осколки
анализировали газохроматографически, используя пламенно-
ионизационный детектор. Метод детально описан в разделе,
посвященном сложным метиловым эфирам (см. «Липиды»).

Липиды можно перевести в их метиловые эфиры обработ-
кой раствором трифторида бора в метаноле [28] или же можно
получить триметилсилильные производные липидов [29, 30],
Гедам и др. [31] отделяли методом ТСХ метиловые эфиры жир-
ных кислот от сардинового масла, гидрировали фракции и раз-
деляли методом ГХ.
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Стероиды разделяют на фракции методом ТСХ [32, 33],
далее получают их триметилснлильные производные, которые
анализируют методом ГХ. Стероиды также можно анализиро-
вать и в виде ацетильных производных [34]. Многие смеси
стероидов содержат трудноразделяемые изомеры, и полное их
разделение возможно только при сочетании методов ТСХ и ГХ,
которые хорошо дополняют друг друга [35]. Лисбоа [36] на-
глядно показал, что сочетание ТСХ с газовой хроматографией
и масс-спектрометрией незаменимо для полной идентифика-
ции стероидов.

Определяя субнанограммовые количества карденолидов,
Уотсон и др. [37] первоначально разделяли их методом ТСХ на
фракции. Эти фракции обрабатывали ангидридом гептафтор-
масляной кислоты, чтобы получить гептафторпроизводные, ко-
торые анализировали методом ГХ, используя электроно-захват-
ный детектор.

Морис [38] разделял эфиры холестерина на тонких слоях,
пропитанных нитратом серебра. Отдельные фракции он пере-
водил переметилированием в соответствующие сложные мети-
ловые эфиры и затем анализировал газохроматографически.

Мангольд и Каммерек [39] при разделении метиловых эфи-
ров жирных кислот использовали комбинацию методов. Сна-
чала они методом ТСХ удаляли эфиры гидроксилированных
кислот, обычно мешающих газохроматографическому разделе-
нию. Далее очищенные эфиры обрабатывали ацетатом ртути,
чтобы получить ацетоксиртутные производные ненасыщенных
эфиров. Эти эфиры они разделяли по степени ненасыщенности
на тонких слоях кремневой кислоты и выделенные фракции ана-
лизировали газохроматографически. Пары сложных эфиров, не
разделяющихся газохроматографичеоки, можно проанализиро-
вать методом ТСХ, разделяя их ртутные производные (и наобо-
рот). Енсен и Сампунья [40] использовали этот метод для иден-
тификации жирных кислот молока.

Авторы работ [41—44] применяли обратную методику —
исследование газохроматографических фракций методом ТСХ.

Де Клейн [45] несколько иначе проводил количественное
определение фракций, выделенных на тонких слоях. Он соскре-
бал пятна с пластинок ТСХ в ампулы, которые затем вводил
в дозирующее устройство газового хроматографа, снабженное
приспособлением для разрушения ампул. При хроматографи-
ровании с программированием температуры выход продуктов
составлял 96—100%. Вероятность потери пробы в данном слу-
чае невелика, на хроматограмме не появляются пики раство-
рителя, мешающие анализу, а запаянные ампулы удобно хра-
нить. Франк и Ченкирова [46] соскребали адсорбент, содержав-
ший анализируемое соединение, непосредственно в газовую
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реакционную камеру, а газообразный продукт реакции ана-
лизировали газохроматографически.

В другом варианте, также предусматривающем сочетание
ТСХ с газовой хроматографией, элюируемые соединения из вы-
ходной трубки газового хроматографа непосредственно направ-
ляли на тонкослойную пластинку. Казу и Кавалотти [47] пер-
выми описали такую методику анализа. С помощью мотора и
системы шестерен хроматографическую полосу протягивали под
выходной трубкой на расстоянии 1 мм от нее. Скорость пере-
мещения полоски была равна скорости протяжки ленты само-
пишущего потенциометра. Однако на этих полосках не прово-
дилось хроматографирование как таковое, они использовались
лишь для локализации специальных типов соединений. Напри-
мер, алифатические и ароматические углеводороды локали-
зовали на полосках, смоченных раствором формальдегида
в серной кислоте.

Примерно в это же время три независимые группы ученых
исследовали возможность непосредственного сочетания ТСХ
с газовой хроматографией. Нигем и др. [48] применили этот
метод для анализа эфирных масел Menta и Eucalyptus. С этой
целью тонкослойную пластинку помещали непосредственно под
платиновую иглу (вн. диам. 1 мм), которую втыкали в выход-
ное устройство парофазного хроматографа в тот момент, когда
на ленте самописца появлялся хроматографический пик. Хро-
матографическую пластинку элюировали затем смесью гек-
сан—-диэтиловый эфир (10:1).

Янак [49, 50] и Кайзер [51] описали более изящную мето-
дику. В этом случае тонкослойную пластинку перемещают под
выходной трубкой газового хроматографа. Причем скорость
перемещения пластины регулируют так, что элюируемое из ко-
лонки соединение наносится на пластинку, движущуюся со
скоростью, равной скорости ленты самописца газового хрома-
тографа. Устройство для перемещения пластинки может вклю-
чаться от самописца, благодаря чему отдельные пики нано-
сятся на пластинку в виде индивидуальных пятен; в это время
перемещение пластинки прекращается. Последний метод обес-
печивает нанесение более концентрированной пробы. После
того как на пластинку нанесены пятна анализируемых проб,
хроматограмму элюируют обычным образом. Как указал Кай-
зер, в ряде случаев обе системы дополняют друг друга, осо-
бенно если разделение методом газовой хроматографии осно-
вано, например, на различии в относительных летучестях, а раз-
деление методом ТСХ проводится, например, в соответствии
с наличием определенных функциональных групп. Янак и др.
[52] использовали незакрепленные слои и применяли соеди-
нительное устройство, с помощью которого тонкослойную
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пластинку перемещали по логарифмическому закону; газовый
хроматограф работал при этом в изотермических условиях. В ре-
зультате идентификации зон в таких условиях можно было
использовать индексы удерживания Ковача [53], а также корре-
лировать положение зон с температурами кипения. Целесообраз-
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Рис. 12.1. Разделение фракции ксилолов с близкими температурами кипения
[51] (с разрешения автора и Springer-Verlag).

Фракция содержит не только серусодержащие соединения, но и нефенольные компоненты.
Разделение проведено методом ГХ—ТСХ, контрольные хроматограммы получены методом
ТСХ Обнаружение проведено следующим образом пластинки обрабатывали дибромхи-
нонхлоримидом и выдерживали в парах сначала аммиака, затем соляной кислоты Таким
способом выделено более 42 компонентов Цвет пятен г — голубой, г с — голубовато
серый, ж —• желтый, кр -ф — красно-фиолетовый, φ — фиолетовый, я -г — ярко-голубой

ность сочетания газовой и тонкослойной хроматографии пока-
зывает, в частности, рис. 12.1, заимствованный из работы Кай-
зера [51].

Тамлинсон и др. [54] использовали эту методику для иден-
тификации карбонильных соединений. Элюируемый из газового
хроматографа поток направлялся на стартовую линию тонко-
слойной пластинки, которую затем обрабатывали 2,4-динитрофе-
нилшдразином или другим реактивом на карбонильные группы.
Полученные производные подвергали далее хроматографиче-
скому разделению. В отличие от авторов [54] Куртиус и Мюл-
лер [55] после адсорбции на силикагелевых пластинках триме-
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тилсилиловых эфиров стероидов опрыскивали слои 1 %-ным
раствором соляной кислоты в метаноле, чтобы выделить сте-
роиды перед хроматографированием; триметилсилиловые эфиры
также подвергали хроматографическому анализу. Паркер и др.
[56] объединили в одной установке, предназначенной для
судебномедицинских исследований, газовый хроматограф >н лри-
бор ТСХ, что позволило им усовершенствовать методику разде-
ления, а также подтверждать данные о наличии или отсутст-
вии искомого соединения. Кайзер [57] и Янак [58] рассмот-
рели в общем плане вопрос о возможности объединения ГХ и
ТСХ. Хамфри [59] описал оригинальный способ перемещения
пластинки: ее прикрепляют к бумажной ленте самописца га-
зового хроматографа, свисающей с края. Фирма CAMAG по-
ставляет устройство Dichrome для перемещения тонкослойной
пластинки с разными скоростями под выходным отверстием га-
зового хроматографа; это устройство допускает также ступен-
чатое изменение скорости.

Разработана и другая методика использования ГХ-детекто-
ров, она рассмотрена в гл. XI, разд. 7.

3. СПЕКТРОФОТОМЕТРИЯ

Масс-спектрометрию и ТСХ можно комбинировать непосред-
ственно, поместив, как предлагают Хейнс и Грутцмахер [61],
в ионный источник пятна веществ, адсорбированных силика-
гелем. Фетизон [62] рассмотрел различные примеры примене-
ния масс-спектрометрии с разделением, осуществленным мето-
дом ТСХ. Девере и др. [63] описали систему напуска проб,
в которой скорость ввода пробы контролируют, регулируя тем-
пературу. Нильсон и др. [64] также описали простое устройство
для ввода адсорбента, содержащего пробу, или жидкости (элюи-
рованные пробы). Даун и Гвин [65] исследовали параметры,
влияющие на результаты масс-спектрометрического анализа
адсорбированных лекарственных средств. Размытые пятна проб
не всегда удачно размещаются в наконечнике, из которого вы-
ходит проба; это подтверждают исследования Хейнса и Грутц-
махера [61], показавшие, что порог, ниже которого спектры по-
лучаются неудовлетворительными, лежит вблизи точки с соот-
ношением анализируемого соединения и силикагеля, равным
1—2 %. Число и интенсивность фоновых пиков зависят от типа
растворителя, использованного для элюирования хромато-
граммы.

Некоторые растворители дают более интенсивные фоновые
пики, что говорит о необходимости тщательной очистки раство-
рителей (см. гл. V, разд. 1). При разделении проб метанолом
появляются пики, характерные для фталатных пластификато-
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ров; легкие петролинейные эфиры дают интенсивные пики высо-
комолекулярных углеводородов; хлороформ при температурах
ниже 100—150 °С приводит к появлению фоновых пиков с т/е до
100, которые исчезают почти полностью при более высоких тем-
пературах. Смеси аммиака с метанолом позволяют работать
с очень низкими фоновыми помехами; растворители, содержа-
щие уксусную кислоту, при температуре до 120°С дают большие
фоновые пики с т/е 60 и ниже, интенсивность которых резко
снижается с повышением температуры. При температурах проб
от 250 до 300°С все исследованные лекарственные вещества,
кроме кодеина и метадона, дают высококачественные спектры.
Чтобы снизить нижний предел обнаружения, фоновые спектры
можно вычитать из спектра анализируемой пробы. Испарение
с силикагеля обычно приводит к исчезновению одного или двух
основных пиков, а иногда к появлению одного или двух новых
больших пиков.

Можно также элюировать вещества из адсорбента, поме-
щенного в капиллярную трубку, и испарить элюат [66, 67].
Чтобы избавиться от некоторых фоновых пиков, Секели [68]
пропускал элюат с помощью капиллярной оттяжки через ка-
пилляр, заполненный бромидом калия; это помогает удалить
мелкие частицы силикагеля.

Методику ИК-исследований, в которой используют ультра-
микротаблетки бромида калия и систему фокусировки луча,
можно успешно объединить с ТСХ. Неш и др. [69] использо-
вали, в частности, эту методику для идентификации пятна ро-
тенона на хроматограмме пробы технического ротенона. Пятна
на слоях флуоресцирующего силикагеля идентифицировали
в УФ-свете, затем соскребали их в центрифужные пробирки и
элюировали спектрально чистым этилацетатом. Элюат центри-
фугировали и осторожно переводили в ампулы из нержавею-
щей стали (10x30 мм), откуда воздушным потоком удаляли
растворитель. Последние следы растворителя удаляли в при-
боре Абдеральдена, после чего остаток смешивали со спект-
рально чистым бромидом калия и таблетировали. В работах
[70, 71] даны простые методы приготовления микротаблеток
бромида калия; Андерсон и Вильсон [72] описали метод при-
готовления таблеток диаметром от 0,15 до 0,35 мм, используя
для штамповки камни для часов. Такие таблетки получают для
проб, меньших 0,5 мкм; их используют в микроанализе с при-
менением преобразования Фурье. В этом случае следует обра-
тить особое внимание на предотвращение возможного загряз-
нения.

Обычно центрифугирование не обеспечивает достаточно пол-
ного удаления очень тонких частиц силикагеля. Так, Спенсер
и Беггс [73] нашли, что 5-минутное центрифугирование элюата
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со скоростью 3000 об/мин не приводит к удалению очень тонких
частиц, а 30-минутное высокоскоростное центрифугирование
при 10 000 об/мин позволяет эффективно очистить злюат.

Было испробовано несколько методов удаления мелких час-
тиц силикагеля, поскольку некоторые способы приготовления
геля приводят к образованию загрязнений, обнаруживаемых
по полосам поглощения при 3,4 и 7,2 мкм [74]. Авторы [74]
предлагают фильтровать элюат на воронках с пористыми стек-
лянными фильтрами для ультрафильтрования. Если эта опера-
ция ведется с применением высокого вакуума, то она не зани-
мает слишком много времени. Спенсер и Беггс [73] установили,
что такая методика позволяет очистить элюат, но поскольку
фильтры быстро засоряются и их необходимо менять, очистка
идет слишком медленно. Поэтому эти авторы прибегли к фильт-
рованию через мембранные фильтры и получили хорошие ре-
зультаты. Масарахия и Гавьеновсюий [75] также нашли, что
мембранные фильтры весьма эффективны при элюировании проб,
и использовали фильтр Альфа-8 Metrical (Gelman) с разме-
рами пор 0,20 мкм в сочетании с устройством для подкожных
инъекций (типа Gelman Swinny). Другой метод очистки пред-
полагает фильтрование растворителя через капилляр, заполнен-
ный бромидом калия [76]. Амос [77] помещал силикагель,
содержавший пятно, сверху слоя бромида калия в конусе иглы
для подкожных инъекций. В процессе элюирования вещества
и подачи его по каплям на 10-миллиграммовый слой измель-
ченного бромида калия стеклянный шприц емкостью 1 мл, за-
полненный ацетоном, служил резервуаром. Каждую введенную
каплю элюата перед подачей следующей капли испаряли.
По окончании элюирования бромид калия тщательно пере-
мешивали и прессовали в виде дисков диаметром полтора
миллиметра.

Раис [78] соскребал адсорбент вокруг исследуемого пятна
на тонкослойной пластинке, оставляя пятно на поверхности
в виде капли. Тщательно протирал кусочком чистого полотна,
смоченным летучим растворителем, стекло вокруг этого пятна
и на очищенную таким образом поверхность помещал ряд 0,2χ
Х0,6 ом от 15 до 20 мг спектрально чистого бромида калия так,
чтобы порошок касался капли. Далее он по каплям добавлял
растворитель, чтобы смыть вещество с пятна в бромид калия.
Де Клейн [79] усовершенствовал эту методику, поместив бро-
мид калия полукругом у верхушки капли так, чтобы расстоя-
ние между ними составляло 1—2 мм. Гарнер и Пеккер [80]
помещали треугольную таблетку бромида калия основанием
в элюат. По мере того как растворитель испарялся с вершины
таблетки, добавляли свежий растворитель, который подымался
кверху, увлекая вместе с собой растворенное вещество.
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В заключение вершину таблетки, где концентрировались все ве-
щества, отламывали, измельчали и вновь прессовали в таб-
летки. Гудмен [81] использовал сходную методику: он прижи-
мал тонкослойную пластинку пятном к основанию треугольного
слоя бромида калия, образованного на другой стеклянной плас-
тинке.

Тонкослойные пластинки, предназначенные для работ в ИК-
области, следует предварительно элюировать или промывать
соответствующим растворителем, чтобы удалить примеси, ад-
сорбированные на слое [82]. Амос [77] изучал возможные ис-
точники загрязнений и нашел, что пластмассовые наконечники
для вакуумных насосов, поставляемые фирмой Desaga, могут
быть причиной появления довольно большого количества при-
месей. При использовании предварительно покрытых слоем
пластинок необходимо убедиться, что связующие вещества не
вносят в элюаты загрязнений, поглощающих в ИК-области.
Амос исследовал различные растворители и нашел очень чис-
тые растворители, вполне пригодные для исследований в ИК-
области, правда, относительно дорогие.

Даже простая перегонка аналитически чистых растворите-
лей улучшает результаты, если используются хорошие реак-
тивы. Стеклянная лабораторная посуда также служит источ-
ником загрязнений; ее не удается очистить даже обработкой
хромовой или азотной кислотой, горячей каустической содой
или, наконец, 24-часовым вымачиванием в 2 %-ных водных
растворах пяти различных моющих средств. Надлежащей сте-
пени очистки удалось достичь, лишь обрабатывая посуду 30 мин
в ультразвуковой бане одним из трех детергентов Extran,
R.B.S 25 или Decon 75.

Персиваль и Гриффите [83] наносили адсорбент на плас-
тинки хлорида серебра, что позволило им снимать ИК-спектры
непосредственно на пластинках. Эти авторы использовали
спектрометр Фурье и регистратор соотношений для компенса-
ции спектральных полос, возникающих из-за наличия слоя ад-
сорбента.

В работах с тонкими слоями была применена также спект-
роскопия многократного внутреннего отражения. Элюат с пятна
перегоняли непосредственно на пластинку [84] или зеркало [85],
используемые для измерения отражения. Байерман и Дитц [86]
переводили слой силикагеля в летучее соединение, обрабатывая
его фторидом водорода. Алюминиевые пластинки, которые слу-
жили подложками слою силикагеля, выполняют роль зеркала
в отражательной ИК-спектроскопии. Конечно, этот метод не-
пригоден для анализа летучих соединений и соединений, меняю-
щихся под воздействием фторида водорода. Герман и др. [87]
применяли для идентификации компонентов смесей многократ-
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ную экстракцию растворителями с постепенно увеличивающейся
полярностью, сочетая методы ТСХ, спектрометрию многократ-
ного внутреннего отражения, масс-спектрометрию и газовую
хроматографию. При спектрометрии многократного внутрен-
него отражения для получения интерпретируемого спектра до-
статочно 10 мкг вещества.

Адаме и Гарднер [88] исследовали применение КР-спектро-
скопии для анализа in situ тонкослойных хроматограмм. В дан-
ном случае в слои силикагеля не вводили связующего, хотя свя-
зующим может быть сульфат кальция. Разделение проводили
растворителями, образующими более концентрированные пятна.
В случае необходимости для улучшения отношения сигнала
к шуму применяли метод накопления спектра.

4. СМЕШАННЫЕ КОМБИНАЦИИ

ТСХ в принципе пригодна для проверки результатов разде-
ления, проведенного другими методами, и качества очистки со-
единений. В частности, ТСХ использовали для проверки со-
става дистилляционных фракций и степени очистки методом
молекулярной перегонки [89] и методом перекристаллизации
[90], а также для выяснения состава маточного раствора при
перекристаллизации [91]. Вольфром и Гроебке [90] методом
ТСХ сразу получали первый затравочный кристалл для рекрис-
таллизации. В некоторых процессах очистки хроматографию
на бумаге сочетали с ТСХ. Пайфер и др. [92] определяли ме-
тодом ТСХ полноту экстракции липидов из тканей рыбы,
а Ригби и Бетюн [93] проверяли на хроматографических плас-
тинках состав фракций, полученных противоточной экстракцией.
Отт и Гунтер [94] приспособили автоанализатор Technicon для
анализа порошка, соскабливаемого с пятен тонкослойных хро-
матограмм при анализе пестицидов, ингибирующих действие
холестеролэстеразы.

Предложена весьма полезная методика изучения природных
и других соединений, в процессе которого пары соединений
оседают на тонкослойной пластинке, перемещаемой над про-
биркой. Чтобы облегчить удаление менее летучих веществ, че-
рез нагреваемую пробирку можно пропускать инертный газ.
В качестве газа-носителя можно воспользоваться реакционно-
способными газами, например аммиаком или парами воды.
Метод этот был назван Шталем методом TAS; Шталь утверж-
дал, что он первый предложил этот метод. Однако первая
статья с описанием этой уникальной методики опубликована
Роджерсом [96] в 1967 г., и основана она на сублимационной
методике Васики и Акизу [97].
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Часть II

Применение тонкослойной хроматографии

Глава XIII

КИСЛОТЫ

I

1. АЛИФАТИЧЕСКИЕ МОНОКАРБОНОВЫЕ КИСЛОТЫ

Нормальные кислоты с четным числом атомов углерода —
от декановой до докозановой — можно разделить на кизельгуре
G, элюируя пробу циклогексаном [1]. Разделения кислот по
гексакозановую включительно можно добиться при длине пути
элюирования 10 см; этого, однако, недостаточно для разделе-
ния высших гомологов. Последние разделяют на слоях кизель-
гура, высушенных в течение 30 мин при 110°С, методом непре-
рывного элюирования, описанным Трутером [2]. Элюирование
проводят в камере, в крышке которой вырезана щель. Соедине-
ния с меньшим числом атомов углерода анализируют на кизель-
гуре, который сушат при комнатной температуре 3 ч.

Прей и др. [3] анализировали смесь муравьиной, уксусной
и молочной кислот на силикагеле G, применяя смесь пиридин—
петролейный эфир (1:2); полученные значения Rf равны 0,52,
0,58 и 0,63 соответственно. Анализ с применением смеси эта-
нол—аммиак—вода (80:4: 16) дает Rf, равные 0,64, 0,66 и 0,51.
Лучший элюент —эфир пиросерной кислоты и дигидроиндан-
триазина.

Лайнс [4] разделял низкомолекулярные карбоновые кислоты
на нейтральных слоях силикагеля смесью метилацетат — 2,5%-
ный гидроксид аммония (95:5). При использовании свежего
растворителя удовлетворительное разделение достигается в ре-
зультате двукратного элюирования. Применение растворителя,
приготовленного за 24 ч до начала опыта, приводит к другим
значениям Rf, поэтому опыты со стандартными и неизвестными
компонентами надо проводить одновременно (табл. 13.1). Обна-
ружение кислот проводят следующим образом: опрыскивают
пластинки спиртовым раствором метилового красного, после
чего нагревают в печи при 105°С, чтобы удалить аммиак. При

25 Зак. № 255
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Таблица 13.1

Величины RflOO низкомолекулярных карбоновых кислот с неразветвленной
и разветвленной цепями, полученные на силикагеле [4] а> β

Кислота

Муравьиная

Укс\ сная

Пропионовая

н-Масляная

н-Валериановая

н-Гексановая

н-Гептановая

и-Октановая

н-Нонановая

Триметилуксусная

α-Метилмасляная (D L)

β-Метилмасляная

Изомасляная

Дублированный опыт

Свежий раство-
ритель

5

10

15

24

39

52

55

58

61

57

39

34

27

Растворитель вы-
дерливался 24 ч

7

13

30

40

50

57

60

66

69

71

65

53

57

Единичный
опыт, раство-
ритель выдер-

живался
24 ч

3

06

15

22

30

34

39

43

45

47

39

31

32

а С разрешения автора и Elsevier Publishing Co.
6 Растворитель: смесь метилацетат—2,5%-ный аммиак (95:5).

этом кислоты обнаруживаются в виде темно-красных пятен на
оранжевом фоне. Браун и Форендор [5] применяли смесь ме-
тилэтилкетон—этанол—25%-ный раствор аммиака (65:15:28).
Лаптон [6] проводил разделение кислот методом распредели-
тельной хроматографии на силикагеле, пропитанном 10%-ным
раствором этиленгликоля, применяя для двухступенчатого раз-
деления смесь петролейный эфир (40—60°С)—ацетон (2:1),
насыщенный этиленгликолем. В этом случае часть пробы всегда
остается в точке старта. Байзер [7] разделил первые пять али-
фатических кислот на силикагеле, проводя в одном направле-
нии элюирование смесью пропанола с аммиаком, а в другом
направлении электрофорез. Таким способом удается разделить
муравьиную и уксусную кислоты; методом одномерной ТСХ
этого достичь нельзя.

Гетлбауэр [8] осуществил хроматографическое разделение на
целлюлозе 19 кислот с прямыми и разветвленными цепями

смесью н-бутанол—дизтиламин—вода (85:1:14). Для обнару-
жения кислот в пределах 0,5 мкг в виде их солей с диэтилами-
ном использовали нингидрин. Дитман [9] разделял кислоты на
слоях целлюлозы, элюируя их смесью егор-бутанол—2 н. рас-

З ^ ^ ^ м м и а к а " (80 ~Лй). Бахур [10] сумел обнаружить на цел-
"люлозе"" кислоты с ρ К. ниже 7 при содержании 0,0025 мкмоля,
выдерживая высушенные слои целлюлозы 15 мин в парах пи-
ридина, а затем облучая их также 15 мин коротковолновым
УФ-светом. В результате такой обработки на белом фоне хро-
матограммы появляются коричневые пятна. Используя этот ана-
лиз, следует тщательно удалить даже следы летучих кислот,
содержащиеся в элюирующем растворителе.

На силанизованном силикагеле был применен метод хрома-
тографии с обращенной фазой со смесями метанол—вода (от
10:90 до 60:40) [11], диоксан—вода—муравьиная кислота
(60:35:5) [12] и смесь метилцианид—уксусная кислота—вода
(7:1:2,5) [13]. Для разделения сложных метиловых эфиров
применяли последнюю смесь, несколько изменив соотношение
компонентов (6 :3 :1) [13]. Смесь метиловых эфиров можно
также элюировать смесью ацетон—метанол—вода—уксусная
кислота (60:35:5) [12]. Некоторые пары этим методом не уда-
валось разделить; в таких случаях хроматографирование про-
водят на силанизованных пластинках и насыщают раствори-
тели нитратом серебра [14].

Смеси кислот от муравьиной до валериановой делили на
слоях кукурузного крахмала смесью бутанол—1,5 н. раствор
аммиака (30:20) [15].

^Дедиловые эфиры жирных кислот с разветвленными цепями
отделяли от метиловых эфиров ненасыщенных кислот с нераз-
ветвленными цепями на слоях, представлявших собой смесь мо-
чевины с целитом (3:1) [16]. После нанесения пробы слои
выдерживали 12 ч в парах метанола, что способствовало обра-
зованию клатратных структур. Элюирование проводили петро-
лейным эфиром. Возможна и другая методика хроматографиро-
вания. Пробу, нанесенную на пластинки со слоем силикагеля,
обрабатывают^,мин 7%-ным раствором мочевины в метаноле,
далее сушат 15 мин на воздухе и в заключение элюируют

. смесью гексан—диэтиловый_эфир_ (1:1) [17]. Для таких ана-
лизов пригодны также слои мочевины с сульфатом кальция
в качестве связующего [18]. Этим методом разделяли цис-
гранс-изомеры жирных кислот.

Разделение насыщенных и ненасыщенных кислот проводили
на слоях силикагеля, содержащего нитрат серебра, применяя
смесь бензол—петролейный эфир (80:30) [19].„Метиловые . .
эфиры этих соединений элюируют смесями бензол—петролей- \f

25*
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ный эфир—диэтиловый эфир (80:20:5) [19] или м-гексан—
^ензол (1:1) [20].

Громатка и Ауэ [21, 22] обнаружили линейную зависимость
между \gRf и числом углеродных атомов для монокарбоновых
кислот с четным числом углеродных атомов. Кислоты с не-
четным числом углеродных атомов в молекуле также дают ана-
логичную линейную зависимость, отклонение от которой отме-
чено для муравьиной и пропионовой кислот. Аналогичные за-
висимости справедливы и для дикарбоновых кислот, однако
отклонения от линейности при этом более значительны.

Ямамото и Фурукава [23] хроматографировали анилиды и
фенилгидразиды низших жирных кислот на полосках кремневой
кислоты с алебастром в качестве связующего. Разделение про-
водилось смесями н-гексан—этилацетат (1 : 1), н-гексан—бутил-
ацетат (1:1), бензол—бутилацетат (1:1) и этилацетатом. Де-
тектирование производных осуществляли, опрыскивая пластинки
смесью серной и азотной кислот ( 1 : 1). Фенилгидразиды детек-
тировали на холоду; для обнаружения анилидов хроматографи-
ческие полосы нагревали. Томсон и Хедин [24] анализировали
2,4-динитрофенилгидразиды, используя смесь хлороформ—ме-
танол—диэтиламин. Для пластинок с оксидом алюминия соот-
ношение компонентов смеси составляло 99: 1 :0,5, а для
пластинок с силикагелем —98 : 2 : 0,5. Пробы, нанесенные на
слои полиамида, элюировали смесью метанол—вода (9:1) .
Кислоты от С2 до Сг разделяли на слоях силикагеля, исполь-
зуя и-броманилиды и л-толуидины; смеси кислот состава С 2—
Си анализировали методом обращения фаз на силикагеле, про-
питанном парафиновым маслом [25]. Пределы обнаружения
при УФ-облучении составляли 0,5 и 2 мкг для броманилидов
и толуидинов соответственно.

Некоторые полиеновые жирные кислоты предварительно пе-
реводили в ртутные производные, а затем хроматографировали
на смешанных слоях кремневая кислота—силикагель (3 : 7)
смесью изобутанол—муравьиная кислота—вода (100:0,5:15,7)
[26]. При этом были получены следующие величины Rf кислот:
С22-гексаеновая 0,06; С20нпентаеновая 0,15; С^-тетраеновая и
С22-пентаеновая 0,23; С^-тетраеновая 0,30; С20-тетраеновая
0,38; С16-триеновая и С22-тетраеновая 0,46; С^-триеновая 0,54;
С2о-триеновая 0,61; С^-Диеновая 0,66; Cis-диеновая 0,73; Cie-
моноеновая 0,74; высшие моноеновые кислоты 0,77—0,82; насы-
щенные кислоты 0,91—0,96. Выделенные соединения вновь
переводили в метиловые эфиры и идентифицировали, исполь-
зуя ряд методов, включая хроматографию на пропитанных
парафином слоях оксида кремния с применением смеси
уксусная кислота—ацетонитрил—ацетон ( 2 : 2 : 1 ) . Ртут-
ные аддукты метиловых эфиров разделяли на силикагеле,
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после чего проводили реакцию окислительного расщепления
перманганатом калия в безводной уксусной кислоте, в резуль-
тате которой образовались моно- и дикарбоновые кислоты [27].
Идентификацию проводили газохроматографически.

Кнаппе и др. [28] переводили анализируемые карбоновые
кислоты перед хроматографированием в соответствующие гид-
роксамовые кислоты. С этой целью 100 мг кислоты смешивали
с 3 мл гидроксиламинового реактива (при необходимости до-
бавляли 3 мл тетрагидрофурана) и нагревали 15—30 мин с об-
ратным холодильником. Продукт отфильтровывали от нераст-
воримого остатка и разбавляли перед нанесением на пластинки.
Готовили два стандартных раствора: 1) 69,0 г гидрохлорида
гидроксиламина растворяли в 1000 мл метанола и 2) 56,0 г
гидроксида калия растворяли в 1000 мл метанола. Непосред-
ственно перед употреблением одну часть первого раствора сли-
вали с двумя частями второго раствора. Разделение проводили
на пропитанных пластинках кизельгура, приготовленных смеше-
нием 30 г кизельгура G с 12 г полиэфира диэтиленгликольади-
пината (или полиэфира триэтиленгликольадипината), 60 мл
ацетона и 0,05 г диэтилдитиокарбамата натрия (последний пре-
пятствует образованию пероксидов). Покрытые адсорбентом пла-
стинки сушат 10 мин на воздухе и 30 мин при 105°С. Элюиро-
вание проводили смесью диизопропиловый эфир—петролейный
эфир—четыреххлористый углерод—муравьиная кислота—вода
(50:20: 20 : 8 : 1). При опрыскивании раствором, содержащим
16,7 г хлорида железа (III) и 10 мл концентрированной соляной
кислоты в 1 л метанола, соединения обнаруживаются в виде
фиолетовых пятен на желтом фоне. Значения Rf приведены
в табл. 13.2. Хойзер [13] разделял гидроксамовые кислоты на
силанизованном силикагеле, используя буферный раствор
(рН 3,0) метанол—диоксан—хлороформ—гликоколь ( 4 : 3 : 1 : 4 ) .

Кнаппе и Родевальд [29] хроматографировали замещенные
амиды ацетоуксусной кислоты на слоях адсорбентов, пропитан-
ных полиэфирами.

Авторы работы [30] разделяли тг-фенилазофенациловые
эфиры жирных кислот методом ТСХ с обращением фаз. Ν,Ν-
Диметил-я-аминобензофенацил использовали также для ана-
лиза кислот [31—33]. На слоях силикагеля можно проводить
элюирование смесями бензол—этилацетат (20:1), четыреххло-
ристый углерод—ацетонитрил (9:1) или гексан—ацетон ( 3 : 1).

Для слоев, пропитанных диметилформамидом [33], пригодна
смесь бензола и толуола (5 : 1). Предел обнаружения этих ок-
рашенных производных составляет примерно 0,05 мкг. Хурачек
и Пехова [33] приводят значения Rf 2,4-динитробензиловых
эфиров первых девяти алифатических кислот в восьми си-
стемах растворителей. Указанные эфиры обнаруживали раство-
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Таблица 132

Средние величины R/ гидроксамовых кислот, полученных из жирных
кислот С2—С12 на кизельгуре, пропитанном полиэфиром ( 1 : 3 ) [28] а> 6

Жирная кислота

Уксусная

Пропионовая

Масляная

н-Валериановая

Капроновая

Гептоновая

Каприловая

Нониловая

Каприновая

Ундециловая

Лауриновая

С диэтиленгликольадипинатом

среднее зна-
чение R *

0,15

0,25

0,34

0,43

0,52

0,63

0,73

0,84

0,92

0,94

0,96

средняя
разность

0,10

0,09

0,09

0,09

0,11

0,10

0,11

0,08

0,02

0,02

С триэтиленгликольадипинатом

среднее зна-
чение R £

0,09

0 ,13

0,19

0,26

0,33

0,43

0,53

0,63

0,76

0,87

0,96

средняя
разность

0,04

0,06

0,07

0,07

0,10

0,10

0,10

0,13

0,11

0,09

а С разрешения авторов и Springer-Verlag.
6 Смесь растворителей: диизопропиловый эфир—петролейный эфир—че-

тыреххлористый углерод—муравьиная кислота—вода (50 : 20 : 20 : 8 : 1).

ром этилата натрия в ацетоне. Для разделения первых 12
кислот использовали я-нитробензоиловые и л-бромфенациловые

эфиры [34]. Косуге и др. [34а] разделяли 4-оксифенациловые
эфиры некоторых алифатических кислот смесью уксусная ки-
слота—циклогексан на силикагеле. Андреев и др. [346] приме-
няли для разделения нормальных кислот Ci—С7 и их аромати-
ческих амидов оксид алюминия и смесь бензол—изоамилацетат
(4:1) . Пятна фотографировали в УФ-свете и определяли со-
держание кислоты на микрофотометре. Чувствительность опре-
деления составляла 3·10~9 моля.

2. КЕТОКИСЛОТЫ

Для разделения кетокислот, представляющих интерес для
биологии, Пассера и др. [35] очищали силикагель, промывая
его смесью соляной кислоты и воды (1:1) и 0,1 %-ным раство-
ром ЭДТА (этилендиаминтетрауксусная кислота), чтобы уда-
лить мешающие определению ионы. К очищенному силикагелю

добавляли 13 % алебастра для возмещения потерь, вызванных
действием соляной кислоты. Длина пути разделения составляла
13 см; самые лучшие результаты были получены при разделе-
нии смесями пропанол—гидроксид аммония (7:3) и этанол—
хлороформ—гидроксид аммония—вода (7 :4 :2 :0 ,2) . После оп-
рыскивания пластинок 0,1 %-ным раствором 2,6-дихлориндофе-
нола в 95%-ном спирте на небесно-голубом фоне появляются
розовые пятна, интенсивность окраски которых можно повысить,
выдерживая опрысканную пластинку в парах аммиака. Ринг и
Герман [36] первыми проанализировали кетокислоты в виде
производных роданина. Полученные производные они разделяли
на ацетилцеллюлозе смесями н-пропанол—н-бутанол—карбонат
аммония различной концентрации.

В работах [37—43] описано разделение кетокислот в виде
производных 2,4-динитрофенилгидразона; полученные значения
Ri приведены в табл. 13.3. Ронкайнен [40] указал, что некото-
рые производные образуют по два пятна, поскольку в ряде кис-
лых растворителей могут сосуществовать два изомера. Хакинен
и Кулонен [44] обратили внимание на некоторую особенность
хроматографического разделения 2,4-динитрофенилгидразонов
кетокислот, связанную, по-видимому, с наличием 2,4-динитрофе-
нилгидразина, который можно ошибочно принять за производ-
ную кетокислоты. Берле [42] применял двумерное разделение
на силикагеле в темноте при 3°С; сначала пластинку элюиро-
вали смесью бутанол—этанол—0,5 н. аммиак ( 7 : 1 : 2 ) , затем
в другом направлении смесью бензол—тетрагидрофуран—уксус-
ная кислота (57:35:8). После разделения кетокислоты можно
элюировать с адсорбента и определить содержание кислот
в элюате на спектрофотометре при длине волны примерно
370 нм [40, 41]. Разделение на слоях целлюлозы [39] осуще-
ствляли, используя смесь бутанол—пропанол—бензол—6%-ный
раствор аммиака ( 3 : 1 0 : 3 : 4 ; 3 : 1 1 : 3 : 3 или 3 : 3 : 4 : 3 ) .

з. оксикислоты

Дитман [9] разделил ряд оксикислот на слоях целлюлозы,
элюируя кислоты смесями растворителей: амиловый спирт—
муравьиная кислота—вода (4 :40:2) , н-бутанол—муравьиная
кислота—вода (60:10:20) и егор-бутанол—2 н. раствор ам-
миака (80:20). Гетлбауэр [8] провел хроматографический ана-
лиз 10 оксикислот в виде солей с диэтиламином на целлюлозе,
применяя смесь н-бутанол—диэтиламин—вода (85 : 1 : 14). Роль
обнаруживающего реагента выполнял нингидрин; такой способ
позволяет определять 0,5 мкг кислоты. В работе [32] описана
методика разделения 4-(4-диметиламинофенилазо)фенациловых
эфиров шести оксикислот [32].
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Таблица 13 3

Величины Rst 2,4-динитрофенилгидразонов кетокислот
в различных системах а

Кетокислота

Щавелевоуксусная

а-Кетоглутаровая

а-К.ето-Р-метилвалериановая

а-Кетокапроновая

Ацетоуксусная

Пировиноградная (изомер 1)

Пировиноградная (изомер 2)

а-Кетоизовалериановая

а-Кетомасляная

Левулиновая

Фенилпировиноградная (изо-
мер 1)

Фенилпировиноградная (изо-
мер 2)

2,4-Динитрофенилгидразин

Силикагель О

слой 0,3 мч, вы-
сушенный при

П0°С в течение

— 12 ч б

изоамиловый
спирт —0,25 н.

гидроксид аммо-
ния (20 : 1) [411

0 , 0

0 , 0

0 , 1 2

0 , 1 5

0 , 3 8

0 , 3 0

0 , 6 3

1,00

слой 0,1 мм,
высушенный

при 1С0-120°С
в течение

30 мин б

Кислый силика-
гель G, приготов-

ленный из 30 г
силикагеля Q-{-

5 мл пропионовой
КИСЛОТЫ -1-60 МЛ

воды ^

петролейиый эфир (60 —803С) —
этилформиат (13: 7)4-0,104 Μ

пропионовая кислота на
1С0 мл (401

0 , 0 5

0 , 5 8

0 , 5 6

0 , 2 8

0 , 5 9

0 , 4 8

0 , 5 6

1,00

0 , 0 2

0 , 4 8

0 , 4 8

0 , 2 0

0 , 3 9

0 , 2 9

0 , 4 9

1,00

a f(st — Rf (соединения)/./?/ (2,4-динитрофенилгидразина).
6 Длина пути разделения 11,5 см (насыщенная атмосфера).

Большое число статей [18, 32, 45—53] посвящено разделе-
нию таких оксикислот, как лимонная, яблочная, глицериновая,
гликолевая, молочная и винная, которые содержатся во фруктах
и во многих пищевых продуктах. Мюнье и др. [45] приводят
значения Rf, полученные с 15 растворителями на целлюлозе.
Баральди [46] описывает двумерное хроматографирование на
целлюлозе и указывает четыре пригодных для этого раствори-
теля. Бухбауэр [47] применил двумерное разделение на сили-
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кагеле G смесями изобутанол—муравьиная кислота—вода
( 8 : 1 : 1 ) в одном направлении и этанол—аммиак—вода
{25:4:3)— в другом направлении. Троп и Левинджер [48] про-
водили разделение на слоях из смеси силикагеля и кизельгура
(1:1) с тремя смесями: бензол—95%-ный этанол—аммиак
(10:20:5), бутилацетат—метанол—аммиак (15:20:5) и бу-
тилацетат—уксусная кислота—вода (30:20:10). Кислоты об-
наруживают в виде коричневых пятен на белом фоне при оп-
рыскивании сначала 10%-ным раствором нитрата церия-аммо-
ния в абсолютном этаноле и затем 0,25 %-ным раствором
индола в этом же растворителе. Содержание кислот определяют,
измеряя количество диоксида углерода, выделившегося при об-
работке азотной кислотой и нитратом церия-аммония. Штоль
[49], используя тот же адсорбент и смесь бензол—этанол—
25%-ный раствор аммиака ( 2 : 4 : 1 ) , определил кислоты мето-

дом газовой хроматографии, переводя их после разделения в ме-
тиловые эфиры. Бурже и др. [50] разделяли эти кислоты на
целлюлозе смесью бутанол—муравьиная кислота—вода (4 :2 :5)
и определяли их содержание методом денситометрии.

4. ДИКАРБОНОВЫЕ КИСЛОТЫ

Дикарбоновые кислоты разделяли хроматографически на
кремневой кислоте [54, 55], смеси силикагеля G и кизельгура
G [56] и на кизельгуре G, пропитанном полиэтиленгликолем
Μ 1000 [57, 58]. В последнем случае разделение проводилось
методом распределительной хроматографии. Банчер и Шерц
[59] исследовали ряд адсорбентов и обнаружили, что лучшие

результаты дает хроматографирование на слоях целлюлозы
с использованием кислой подвижной фазы. Петрович и Па-
стушка [55] применяли смеси бензол—метиловый спирт—уксус-
ная кислота (45 : 8 :4) и бензол—диоксан—уксусная кислота
(90:25:4) для разделения на слоях кремневой кислоты. Кнаппе
и Петери [57, 58] проводили хроматографирование на слоях
кизельгура, пропитанных полиэтиленгликолем. В качестве
элюента эти авторы выбрали смесь диизопропиловый эфир—му-
равьиная кислота—вода (90:7 :3) , насыщенную полиэтилен-
гликолем (рис. 13.1). Браун и Джинен [54] разделяли аммо-
ниевые соли дикарбоновых кислот на слоях силикагеля щелоч-
ной смесью 96%-ный спирт—вода—25%-ный раствор аммиака
(100:12:16). Для обнаружения пригоден ряд индикаторов, на-
пример бромфеноловый синий и бромкрезоловый синий.
В табл. 13.4 приведены значения Rf для некоторых из этих ана-
лизов.

Пастушка и Петрович [60] показали, что цис-транс-изомеры
кислот можно разделять на слоях силикагеля, элюируя смесью
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бензол—метанол—уксусная кислота (45 : 8 : 4) или бензол—дио-
ксан—уксусная кислота (90:25:4) (табл. 13.5). В этом случае
пятна обнаруживают опрыскиванием щелочным раствором пер-
манганата калия. Кнаппе и Петери [61] разделяли ненасыщен-
ные алифатические дикарбоновые кислоты на кизельгуре, про-
питанном полиэтиленгликолем Μ 4000, применяя смесь изопро-
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Рис. 13.1. Разделение дикарбоно-
вых кислот на кизельгуре G, про-
питанном полиэтиленгликолем
Μ 1000 (1 : 0,5) [57] (с разрешения
авторов и Springer-Verlag).

Растворитель: смесь диизопропиловый
эфир—муравьиная кислота—вода (90 :
: 7 : 3 ) ; длина пути разделения 12 см.
Выделенные кислоты: / — щавелевая,
2 — малоновая, 3 — янтарная, 4 —· глу-
таровая, 5 — адипиновая, 6 — пимели-
новая, 7 — пробковая, 8 — азелаиновая,
9 — себациновая.

лиловый эфир—муравьиная кислота—вода (90:7 :3) . Для
облегчения идентификации смешанных кислот авторы проводили
двумерное хроматографирование с тем, чтобы направить нена-
сыщенные кислоты в одном направлении, прогидрировать их и
провести разделение насыщенных кислот в другом направле-
нии. В результате были получены следующие значения Rf. ма-
леиновая кислота 0,20; цитраконоаая кислота 0,32; глутаконовая
кислота 0,36; итаконовая кислота 0,38; фумаровая кислота
0,61; мезаконовая кислота 0,75.

Сурьяраман и Кейв [62] применяли смесь этанол—гидрок-
сид аммония—тетрагидрофуран (7 :3 :3) для разделения
моно- или дикарбоновых кислот на пластинках с силикагелем G.
Гебель и Клингенберг [63] добились хорошего разделения
субстратов цикла трикарбоновой кислоты двумерным хромато-
графированием. Разделение на слоях целлюлозы проводили
в одном направлении смесью 95 %-ный этанол—25 %-ный гид-
роксид аммония—вода ( 8 : 2 : 1 ) ; при этом кислоты перемеща-

Таблица 13 4

Величины R/X100 некоторых дикарбоновых кислот

Кислота

Щавелевая

Малоновая

Янтарная

Глутаровая

Адипиновая

Пимелиновая

Пробковая

Азелаиновая

Себациновая

Яблочная

Лимонная

Виннокаменная

Силикагель
G, пропитан-
ный полиэти-
ленгликолем

Μ 1ССО
(1,0 :0,5) а

14

21

28

36

43

55

67

82

92

20

—

—

Силикагель О "

А

5

14

3 0

3 9

4 3

5 3

5 4

5 6

6 7

—

5

8

Б

0

13

28

35

42

47

50

53

55

13

2

—

в

0
5

23
28
34
36
40
43
47
6
2

—

Силикагель О —кизель-
гур 0 ( 1 : 1)в

Г

6

13

20

27

32

—

—

—

—

8

4

4

Д

10

2 0

30

38

4 7

—

—

—

—

20

12

14

Ε

16

5 5

7 4

77

80

—

—

—

5 4

4 9

4 2

а Растворитель: диизопропиловый эфир—муравьиная кислота—вода
( 9 0 : 7 : 3 ) , пропитанный полиэтиленгликолем Μ 1000. Насыщенная атмосфера.

Длина пути разделения 12 см [57].
6 Длина пути разделения 10 см. А) Растворитель: 96 %-ный этанол-

вода—25 %-ный гидроксид аммония (100:12:16). Разделение в виде аммо-
ниевых солей. Ненасыщенная атмосфера [54]. Б) Растворитель: бензол—ме-
танол—уксусная кислота ( 4 5 : 8 : 4 ) [55]. В) Растворитель: бензол—диок-
сан—укс> сная кислота (90 : 25 : 4) [55].

• Длина пути разделения 6 см [56]. Г) Растворитель: бензол—этанол—
гидроксид аммония ( 1 0 : 2 0 : 5 ) . Д) Растворитель: бутилацетат—метанол—
гидроксид аммония ( 1 5 : 2 0 : 5 ) . Е) Растворитель: бутилацетат—уксусная ки-
слота—вода (30: 20: 10).

лись в виде солей аммония. Пластинку затем поворачивали под
прямым углом и элюировали в этом направлении смесью изобу-
танол—5 Μ муравьиная кислота (2:3), в которой субстраты
перемещаются в виде «едиссоциированных кислот. Количествен-
ное определение проводят с помощью соответствующей фермен-
тативной реакции или авторадиографически.

Нигаард [64] применял методику двумерного разделения,
проводя электрофорез на целлюлозе в одном направлении, а за-
тем хроматографирование со смесью изоамиловый спирт— 5 Μ
уксусная кислота (2:1) в другом направлении.
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Таблица 13.5

Величины Я/Х100 цис- и тра«с-изомеров кислот,
полученные на слоях силикагеля толщиной 0,3 мм

(длина пути разделения 10 см) [60] а

Кислота

Изокротоновая

Кротоновая

Тиглиновая

Малеиновая

Фумаровая

Цитраконовая

Мезаконовая

Итаконовая

Чыс-Аконитовая

гракс-Аконитовая

Бензойная
кислота —

метанол —ук-
сусная кислота

(45 : 8 : 4)

70

73

71

13

43

18

55

46

3

12

Бензол — диок-
сан —уксусная

кислота
(90 : 25 : 4)

71

73

79

6

22

7

53

34

4

4

а С разрешения авторов и Elsevier Publishing Co.

5. КИСЛОТЫ АРОМАТИЧЕСКОГО РЯДА

Франкенфельд [65] осуществил хроматографический анализ
кислот ароматического ряда на слоях силикагеля, элюируя их
смесью бензол—пиридин (17:3).

Разделение и определение салицилсалициловой кислоты в са-
лициловой кислоте осуществляли методом ТСХ на оксиде алюми-
ния G, применяя 0,1 н. раствор соляной кислоты в абсолютном
этаноле [66]. Количественный анализ завершали элюированием
пятен и спектрофотометрическим промером элюата в УФ-об-
ласти.

Авторы работы [67] выделили из мочи и идентифицировали
З-метокси-4-оксиминдальную кислоту—важный продукт метабо-
лизма норадреналина и адреналина. Кислоту экстрагировали
из мочи этилацетатом, раствор концентрировали, осушали и на-
носили непосредственно на пластинки с силикагелем G. При
элюировании смесью изопропанол—этилацетат—гидроксид ам-
мония—вода (45 : 30 : 17:8) разделение заканчивается через
90 мин. Полуколичественное определение можно провести, срав-
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нивая пятна со стандартом после опрыскивания 0,1% -ным рас-
твором 2,6-дихлорхинон-4-хлоримида в этаноле. Количествен-
ное определение проводят, элюируя пятно и измеряя поглощение
элюата в области 510 мкм после диазотирования п-нитроани-
лином.

Гомованилиновая кислота—обычный компонент мочи. Зная
содержание этого компонента, легче поставить диагноз заболе-
вания. Санкофф и Сурке [68] разработали методику определе-
ния гомованилиновой кислоты (4-окси-З-метоксифенилуксусной
кислоты) в моче. Пробу (5 мл мочи) подкисляют соляной ки-
слотой до рН от 1 до 2, далее, насытив раствором хлорида
натрия, экстрагируют сначала 6 мл, а затем 5 мл этилацетата.
Объединенные экстракты упаривают при пониженном давлении
и остаток переводят в 0,5 мл метанола. Этот раствор наносят
в виде пятен непосредственно на пластинки силикагеля G и
элюируют верхним слоем смеси бензол—уксусная кислота—вода
( 2 : 3 : 1 ) . Гомованилиновую кислоту обнаруживают, опрыски-

вая пластинки 1 н. раствором фенольного реактива Фолина,
а затем 10%-ным раствором карбоната натрия. Количествен-
ное определение проводят, элюируя пятно, предварительно об-
работанное фенольным реактивом Фолина, и измеряя затем по-
глощение в области 750 нм. Таутц и др. [69] описали методику
количественного определения этой кислоты и родственных сое-
динений.

Могра и др. [70] разделили стереоизомеры 2-метил-3-(6-ме-
токси-2-нафтил)пентановой и 2-метил-2-пропил-3-(6-метокси-
2-нафтил)пентановой кислот, а также соответствующие нит-
рилы и метиловые эфиры на оксиде алюминия и силикагеле.

Миллет и др. [71] определяли фуранкарбоновую кислоту
в присутствии оксиметафуранкарбоновой кислоты.

Колесинская и др. [72, 73] провели хроматографический ана-
лиз группы карбоновых кислот ряда бензола, а Кнаппе и Штук
[74] использовали распределительный метод для разделения
замещенных бензойных кислот. Табак и др. [75] провели раз-
деление группы замещенных бензойных кислот на пластинках
силикагеля, содержащих оксид серебра.

Борис [76] разделял некоторые фенилалкановые кислоты,
элюируя их анилиды на оксиде алюминия смесью гексан—этил-
ацетат (10 : 3).

6. ФЕНОЛОКАРБОНОВЫЕ КИСЛОТЫ

Эти кислоты разделяют на силикагеле, в который иногда
вводят некоторые комплексообразующие реагенты. Фурукава
[77] использовал хроматографические полосы силикагеля с але-
бастром в качестве связующего для разделения групп этих сое-
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динений. Элюентами служили гексан—этилацетат (4 : 1 или
3:2) , бензол—диэтиловый эфир (4:1) или бензол. Халмекоски
[78] исследовал влияние хелатообразующих солей на разделе-
ние фенолокарбоновых кислот различными смесями растворите-
лей (см. табл. 3.4). Лучшее разделение гомологов катехина было
достигнуто со смесью этилацетат—изопропанол—вода
(65 : 24 : 11), лучшее разделение гомологов гваякола — со смесью
н-бутиловый эфир (насыщенный водой) —уксусная кислота
(10:1).

В работе [79] описано разделение на слоях силикагеля
группы фенолокислот, содержащихся в растениях. Кислоты,
в молекулы которых входят только группы ОН, элюировали
смесью дихлорметан—уксусная кислота—вода ( 2 : 1 : 1 ) , а для
кислот, содержащих группы ОН и СН3О, а также для салици-
ловой кислоты использовали смесь бензол—уксусна'я кислота
(45:4). Количественные результаты получали, спектрофотомет-
рируя растворы, полученные при элюировании разделенных
соединений. Янгаард [80] исследовал большое число таких сое-
динений и обнаруживаемых в растениях других производных
фенола на слоях целлюлозы, применяя в качестве растворителей
2%-ную муравьиную кислоту, 20 %-ный раствор хлорида ка-
лия, смесь изопропанол—аммиак—вода (8 :1 :1) и уксусную
кислоту.

В работе [81] описана методика разделения на хроматогра-
фических полосах со слоями кремневой кислоты большой группы
фенолкарбоновых кислот и их производных. Используя флуорес-
цирующие слои, как это рекомендуют делать Кирхнер и др.
[82], авторы [81] обнаруживали соединения либо по их собст-
венной флуоресценции, либо по поглощению в УФ-свете; в по-
следнем случае на флуоресцирующем фоне наблюдается тем-
ное пятно. Пастушка [83] разделил на слоях силикагеля G
группу из 22 фенолов и фенолокарбоновых кислот. Он исследо-
вал пять диазотирующих реактивов, позволяющих получить ок-
рашенные производные анализируемых соединений, привел со-
ответствующие величины Rf и описал цвета получаемых пятен.
Кратцл и Пушмен [84] провели хроматографический анализ на
слоях силикагеля G фенолокарбоновых кислот и других соеди-
нений продуктов распада лигнина. Применялся метод препара-
тивного разделения. В табл. 13.6 приведены величины Rf ряда
фенолокарбоновых кислот.

Ванг и Лин [85] описали разделение природных фенолоки-
слот и родственных соединений на слоях полиамидов. Слои го-
товили следующим образом. Растворяли 20 г полиамидной
смолы в 100 мл 80%-ной муравьиной кислоты. Растворитель
удаляли в камере, покрытой фильтровальной бумагой, при тем-
пературе 25°С в присутствии водяного пара. После 12-часовой
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Таблица 136

Величины ί? ; χ100 некоторых фенолокарбоновых кислот
(см. также табл. 3.6)

Кислота

Салициловая

Протокатеховая

Гентизиновая

2,4,6-Триоксибензойная

га-Окси фенил} кс\ сная

Λί-Оксифенилуксусная

2,5-Диоксифенилукс} сная

а-Резорциловая

β-Резорциловая

γ-Резорциловая

Ванилиновая

Ферул овая

Изоферуловая

Сиреневая

л-Оксибензойная

и-Оксибензойная

Галловая

о-Кумаровая

п-Кумаровая

Кофейная

Дигидрокофейная

Из работы 18!] а

72

32

35

15

35

32

67

21

57

10

46

42

33

55

65

50

72

65

85

61

85

15

76

76

57

48

10

17

10

14

19

43

73

19

10

29

16

16

Из работы 1831в

32

30

54

54

50

48

49

18

49

Д

39

40

52

61

58

60

51

23

52

Из работы 1871в

84

35

32

75

79

75

82

60

11

60

64

35

46

37

42

35

48

30

26 г

44 Д

59

46

37

21

2 6 Г

4 0 *
25 г

41 д

51

а Хроматографические полосы кремневой кислоты с крахмалом в каче-
стве связующего, толщина слоя 0,5 мм; длина пути разделения 10—11 см
Растворитель: А—эфир—скеллизольв В ( 7 : ) ; В—этилацетат—скелли-
зольв В (3 : 1); В — ацетон—скеллизольв В (1 :3) .

6 Силикагель G, толщина слоя 0,5 мм; длина пути разделения 10 см.
Растворитель: Г — бензол—диоксан—уксусная кислота (90 :25 :4) ; Д — бен-
зол—метанол—уксусная кислота (90 : 16 : 8).

в Полиамид с крахмалом в качестве связующего, толщина слоя 0,15 мм;
длина пути разделения 15 см. Растворитель: Ε — этилацетат—уксусная ки-
слота (95 : 5); Ж — уксусная кислота—вода (30 : 70).

г Главное пятно.
д Вторичное пятно.
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выдержки пластинки сушили 15 мин при 130°С. Элюирование
проводили бензолом, хлороформом, этилацетатом и ацетоном.
В работе приведены величины Rf, однако соединения не иденти-
фицированы.

Ванг [86] получил величины Rf для некоторых фенолокислот
на полиамидах, используя смесь этилацетат—уксусная кислота
(95:5). Так, для о-, м- и и-оксибензойных кислот Rf равна со-

ответственно 0,57, 0,38 и 0,42, а для дубильной и галловой ки-
слот— 0,06 и 0,10 соответственно.

Урион и др. [87] провели разделение фенолокислот ячменя
на тонких слоях полиамидов. В этом случае слои готовили из
гранулированного материала, применяя, согласно методике Кир-
хнера и др. [82], в качестве связующего крахмал. Элюентом
служил растворитель Ванга и Лина [85], а также смесь уксус-
ная кислота—вода (30:7) (см. табл. 13.6).

Рамо [88, 89] исследовал разделение депсидов и депсидонов
орсинового масла и полученные результаты использовал при
разделении кислот лишайников. Для разделения он применял
смесь бензол—диоксан—уксусная кислота (90 : 25 : 4) и сили-
кагель HF. В то же время Бахман [90] изучал кислоты лишай-
ников группы β-орсина в экстрактах Parmelia robusta на сили-
кагеле с теми же смесями растворителей. Кульберсон и Кри-
стинсон [91] и Кульберсон [92] разработали систематический
метод идентификации более 200 природных «лишайниковых сое-
динений» и их производных. Разделение ведется на пластинках
с силикагелем F254 фирмы Meek тремя системами растворителей:
бензол—диоксан—уксусная кислота (90 : 25 :4), гексан—этило-
вый эфир—муравьиная кислота (5 :4 :1) и толуол—уксусная
кислота (85:15). Для облегчения идентификации преду-
смотрена система перфокарт. Однако со времени опубликова-
ния этой работы рецептура пластинок была значительно изме-
нена и относительные значения Rf существенно изменились.
В работе [93] приведены некоторые поправки, компенсирующие
такие различия, и прежде чем пользоваться данным методом,
с этой работой необходимо ознакомиться.

Фенолокарбоновые кислоты разделяли также методом элек-
трофореза [94] на слоях силикагеля G или кизельгура G. Пла-
стинки силикагеля готовили, смешивая 4,5 г силикагеля с 8 мл
3 %-ного раствора борной кислоты. Для приготовления электро-
лита применяли смесь из 80 мл этанола, 30 мл воды, 4 г бор-
ной кислоты и 2 г кристаллического ацетата натрия, доводя
уксусной кислотой рН до 4,5. Для приготовления слоев кизель-
гура G 6,5 г густой суспензии диатомовой земли смешивали с 9 мл
3 %-ного раствора борной кислоты. Электролит в этом случае
оставался тем же, только рН его доводили уксусной кислотой
до 5,5. Оба вида разделения проводили при напряженности
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поля 20 В/см. Значения Mg, относящиеся к лг-оксибензойной
кислоте, даны для шести фенолов и фенолокарбоновых кислот.
В табл. 13.7 приведены результаты разделения фенолокарбоно-
вых кислот.

Хелук и др. [95] разделял фенолокарбоновые кислоты мето-
дом ТСХ в одном направлении и методом электрофореза —
в другом. Пробу наносили на слой силикагеля. Бензойные ки-
слоты элюировали смесью бензол—диоксан—уксусная кислота
(90:25 : 4); а коричные кислоты анализировали методом тон-

кослойного электрофореза, причем рН смеси растворителей бен-
зол—метанол—уксусная кислота (45: 8:4) доводили до 5,3 бу-
ферным раствором пиридин—уксусная кислота—вода
(25:10:24) [96]. На тонких слоях полиамидов хроматографи-
рование осуществляли смесью этилацетат—уксусная кислота
(95:5), затем проводили электрофорез бензойных кислот

рН 8,9 (буфер Аронсона) и коричных кислот при рН 3,55; в по-
следнем случае растворителем служила смесь пиридин—уксус-
ная кислота—вода (1 :6 :90) . На целлюлозе сначала проводили
тонкослойный электрофорез при рН 5,3, а затем тонкослойное
хроматографирование 30 %-ной уксусной кислотой.

Фенолокислоты анализировали [96] методом двумерной хро-
матографии на целлюлозе, применяя смеси изопропанол—25%-
ный аммиак—вода (8 :1 :1) и бензол—уксусная кислота—вода
( 2 : 3 : 1 ) .
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Глава XIV

СПИРТЫ И ГЛИКОЛИ

1. РАЗДЕЛЕНИЕ СПИРТОВ

Спирты с четным числом углеродных атомов в цепи — от де-
канола до гексакозанола—разделяют хроматографически на ки-
зельгуре G; элюентом служит циклогексан [1]. Стенки камеры
для разделения выстилают фильтровальной бумагой, пропитан-
ной циклогексаном, с тем чтобы хроматографирование прохо-
дило в насыщенной атмосфере. Аттавей и Вольфорд [2] при-
водят значения Rf низших спиртов, полученные на силикагеле
(табл. 14.1). Кучера [3] разделял эти соединения (табл. 14.1)

Таблица 14.1

Величины Λ/Χ100

Спирт

«-Бутанол

Изобутанол

н-Пентанол

Изопентанол

н-Гексанол

З-Гексенол-1

Метилгептенол

н-Октанол

н-Нонанол

н-Деканол

Бензиловый

Диацетоновый

некоторых спиртов а

Оксид алюминия (незакрепленные слои) ]3(

гексан—ацетон
(3: 1)

25

30

35

43

20

эфир—этанол

(99 : 1) б

92

93

95

96

95

86

гексан—ацетон
(4 : 1)

25

26

27

30

17

36

Силикагель О
[21

метиленхлорид

18

19

20

21

20

25

26

23

24

26

а Длина пути разделения на оксиде алюминия 20 см, на силикагеле F
15 см.

6 100 мл встряхивают с 10 мл воды и используют верхний слой.



406 Часть II Применение тонкослойной хроматографии 407

на оксиде алюминия, используя несколько различных систем
растворителей. Ни метанол, ни этанол разделить хроматогра-
фически на оксиде алюминия нельзя из-за высокой их летучести.
В качестве обнаруживающих реагентов использовали иод, ам-
миачный раствор нитрата серебра или концентрированную сер-
ную кислоту; в последнем случае пластинку после опрыскива-
ния нагревали. Чтобы при опрыскивании аммиачным раство-
ром фон был белым, адсорбент тщательно очищают. После
опрыскивания 5 %-ным раствором нитрата серебра в 10 %-ном
водном растворе аммиака пластинки сушат 3—5 мин в темноте
при 140°С. Синг и Гершбейн [4] разделили 13 высших спиртов
на силикагеле, элюируя пробу бутанолом-1, насыщенным водой;
некоторые спирты разделяли с помощью других растворителей.
Нобухара [5] приводит значения Rf для 14 насыщенных и нена-
сыщенных спиртов от Сб до Ci2, полученные на силикагеле G
при использовании смесей ацетон—вода (6:4) и диоксан—вода
(6:4) . Методом ТСХ осуществлен анализ винилацетиленовых

спиртов и ацетиленовых кетоспиртов и их сложных эфиров [6],
моно-, ди- и триеновых спиртов [7]. Морис и др. [8] хромато-
графически разделили изомеры положения алифатических спир-

тов с длинной цепью. Данфи и др. [8а] разделили цис- и транс-
изомеры изопреноидных спиртов на кизельгуре методом хро-
матографии с обращенными фазами.

Кучера [3] предложил хроматографически разделять гли-
коли при определении спиртов в простых эфирах, поскольку зна-
чение Rf сильно зависит от небольших изменений в концентра-
ции этанола в системе растворителей спирт—простой эфир. Ах-
рем и др. [9] хроматографировали ацетиленовые спирты на
незакрепленных слоях оксида, элюентом служила смесь эфир—
бензол.

Вассерман и Ханус [10] разделяли некоторые восстановлен-
ные сахара на слоях смеси кизельгур—силикагель G (3:2),
элюируя их смесью изопропанол—этилацетат—вода
(27,0:3,5:2,0). Хотя разделение было достаточно хорошим, по-
лученные значения Rf воспроизводились плохо. Прей и др. [И]
при разделении на силикагеле G использовали смесь бутанол—
вода (9 :1) ; Грасхоф [12, 13] обнаружил, что силикат магния
является хорошим адсорбентом, если элюирование ведется сме-
сями н-пропанол—вода (5:5) и к-пропанол—вода—н-пропила-
мин ( 5 : 3 : 2 ) . Значения Rf некоторых восстановленных Сахаров
приведены в табл. 14.2. Хей и др. [14] приводят следующие зна-
чения Rf для восстановленных Сахаров, полученные на силика-
геле при разделении смесью н-бутанол—уксусная кислота—диэ-
тиловый эфир—вода ( 9 : 6 : 3 : 1 ) : эритрит 0,52; в-маннит 0,38;
о-сорбит 0,39, дульцит 0,36, глицерин 0,58 и маллит 0,10. Валди
[15] описал методику разделения некоторых восстановленных

Таблица 14.2

Величины R{Xl0O некоторых восстановленных спиртов

Спирт

L-Арабит

D-Сорбит

D-Маннит

Дульцит

Гликоль

Глицерин

Силикагель
[11] и я-бу-
танол — вода

(9: 1)

,—

5 0

5 0

—

4 5

38

Силикат магния (Woelm)

я-пропанол —
вода (1 • 1)

[121

70

6 5

7 0

6 7

—

7 4

а Разделение в ненасыщенной атмосфере
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н
(5
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1

2
1

5 5

48

51

5 0

—

61

н-
пр

оп
ан

ол
 —

во
да

 —
 х

ло
ро

-
ф

ор
м
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31

36

27
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28

65

53
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ил
-
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н
(2
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: 
1)

а [
13

1

52

43

46

43

.—

72

; длина пути разделения 10 см.

Сахаров. Кастаньола [16] определял содержание маннита в про-
дажном сорбите, элюируя пробу изопропанолом и 0,1 н. борной
кислотой, взятых в соотношении 17:3.

Валентинис и Ренцо [17] определяли сорбит и маннит в вине
методом двумерной ТСХ на силикагеле, пропитанном борной
кислотой. Растворителями служили смеси диоксан—метанол—
вода (5 :3 :2) в одном направлении и метанол—вода (6:4) —
в другом.

Хара и Такеуши [18] разделяли некоторые спирты, содер-
жащиеся в желчи, на слоях силикагеля, высушенных при 130°С,
элюируя смесью хлороформ—метанол (9:1). Длина пути раз-
деления составляла 15 см; наиболее чувствительным методом
детектирования оказалось обугливание: нагревание пластинки,
опрысканной концентрированной серной кислотой. Таким спо-
собом были обнаружены следующие соединения: За,24-диокси-
δβ-холан (Rf 0,82), Зсс,12а,24-триокси^-холан (Rf 0,34) и
За,7а,12а,24-тетраокси^-холан (Rf 0,10). Казуно и Хошита
[19] осуществили хроматографический анализ 40 спиртов, вхо-
дящих в состав желчи.

Проводя исследования в области липидов, Кауфман и Дас
[20] и Кауфман и Визманатан [21] разделили ряд спиртов

воска (рис. 14.1 и 14.2) на кизельгуре G, пропитанном 10 %-ным
раствором парафина в петролейном эфире (50—70°С). Разде-
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ление проводили 85%-ной уксусной кислотой или 90%-ным
ацетоном. Использовали также кизельгур, пропитанный фрак-
цией нефти с температурой кипения 240—250 °С, и систему рас-
творителей изопропанол—этанол—уксусная кислота—вода
( 8 : 3 : 4 : 2 ) , насыщенную тем же веществом, которым пропиты-
вали слой. Для обнаружения пятен пластинки опрыскивали фос-
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Рис. 14.1. Разделение липидов кожи: отделение жирных спиртов от их эфиров
[21] (с разрешения авторов и Industrieverlag von Hernhaussen К· G.).

Адсорбент: кизельгур G; вещество для пропитки: парафиновое масло (10 % в петролей-
ном эфире с т. кип. 50—60 °С); элюирующий растворитель. 8 5 % пая уксусная кислота;
длительность разделения: 2,5 ч; обнаруживающий реагент: фосфомолибденовая кислота;
количество анализируемого соединения: синтетические вещества всегда 2 мкг, неизвест-
ные вещества всегда 10 мкг.
Выделенные спирты: / — лауриловый, 2 — миристиловый, 3 — пальмитиловый, 4 — стеари-
ловый, 5 — жирный спирт кожи здорового человека, в — жирный спирт кожи больного
человека, 7 — арахиловый, 8 — бегениловый, 9 — лигноцериловый, 10 — церотиловый, // —
олеиловый.

фомолибденовой кислотой или родамином В. Хашимото и
Мукаи [22] проводили разделение высших спиртов на слоях ои-
ликагеля. Эти авторы установили, что лучшими растворите-
лями для спиртов Сю-18 являются смеси петролейный эфир—
эфир (4:1), гексан—эфир (7:3), гексан—эфир—уксусная ки-
слота (70:3:0,1) и ксилол—эфир (4:1) . Этим методом были
разделены китовый воск, головная фракция спермацетового
масла, воск волос и пчелиный воск. Хашимото и др. [23] ис-
пользовали также слои из активированной отбельной земли.
Рейнер [24] анализировал воска и смеси восков на слоях ди-
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оксида кремния, элюируя их бензолом, а Колатукуди [25] изу-
чал поверхностные липиды листьев гороха. Шольц [26] хрома-
тографировал спирты и кислоты воска на силикагеле, пропитан-
ном 0,5 %-ным раствором силиконового масла и 10 %-ным
раствором тетрадекана в петролейном эфире. Соединения с 14—
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Рис. 14.2. Выделение жирных спиртов из липидов волос [21] (с разрешения
авторов и Industrieverlag von Hernhaussen К. Q.).

Адсорбент: кизельгур G; вещество для пропитки: парафиновое масло (10 % в петролей-
ном эфире с т. кип. 50—70 °С); элюирующий растворитель: 90 %-ный ацетон; длительность
разделения: 2 ч; обнаруживающий реагент: фосфомолибденовая кислота; количество ана-
лизируемого соединения: синтетические вещества всегда 2 мкг, неизвестные вещества
10 мкг.
Выделенные спирты: / — лауриловый, 2 — миристиловый, 3 — пальмитиловый, 4 — стеари-
ловый, 5 — жирные спирты из жирных эфиров волос, 6 — свободные жирные спирты из
липидов волос, 7 — жирные спирты из жирных эфиров волос, 8 — арахиловый 9 — беге-
ниловый, 10 — лигноцериловый, // —церотиловый, 12 — олеиловый.

24 атомами углерода разделяли при 42°С 90%-ной уксусной
кислотой, насыщенной тетрадеканом, а соединения с 22—40 ато-
мами углерода — при 60°С смесью уксусная кислота—тетраде-
кан (96:4). Бандиопадхиай и Чакрабарти [27] разделили 26
жирных спиртов С7—С24 на кизельгуре G, пропитанном 10 %-ным
жидким парафиновым маслом, элюируя пробу смесью аце-
тон—вода (3 : 1), 80% которой предварительно насыщены жид-
ким парафиновым маслом. Обнаружение осуществляли, нагре-
вая пластинку при 110°С после опрыскивания 1 %-ным спирто-
вым раствором фосфомолибденовой кислоты. Ацетаты удалось
также разделить, используя смесь тех же растворителей (9:1).
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Суббарао и др. [28] исследовали окисленные соединения жир-
ного ряда, включая ряд спиртов, значения Rf которых приве-
дены в табл. 14.3.

Таблица 14 3

Значение /?/Х100 некоторых жирных спиртов,
разделенных на силикагеле G (длина пути

разделения 15 см) [28]

Спирт

Сгеариловый

Олеиловый

Ундецениловый

Рицинолеиловый

цис-9,10-Эпоксистеарило-
выи

Эфир — петролейный

3 7

72

55

10

32

8 2

96

89

эфир

9 : 1

93

93

83

Суббарао и Ахайя [29] разделили на силикагеле G 6-, 7-,
(8-?), 9-, 10-, 12- и 18-оксиизомеры стеариновых кислот, спир-
тов и сложных эфиров. Кислоты и спирты элюировали смесью
диэтиловый эфир—петролейный эфир (2:3) с добавкой 2%-ной
уксусной или муравьиной кислоты. При разделении метиловых
эфиров соотношение растворителей было несколько другим
(1:3); кислоту добавляли и в этом случае. Хара и др. [30]
определяли методом ТСХ содержание молочной, яблочной и
винной кислот. Швайгер [31] анализировал хроматографически
молочную кислоту и другие карбоновые кислоты на слоях цел-
люлозы.

Морис и др. [32] выделили ненасыщенные оксикислоты из
растительных масел. Сгута и Кумероу [33] разделяли некоторые
оксистеариновые кислоты на силикагеле, используя смесь хло-
роформ—метанол—уксусная кислота (90: 10:2).

2. РАЗДЕЛЕНИЕ ПРОИЗВОДНЫХ СПИРТОВ

Спирты разделяют также в виде их производных. Малине
и др. [34, 35] описали методику хроматографического разделе-
ния нитратов. Получали нитраты следующим образом. «К абсо-
лютному уксусному ангидриду (0,3 мл), помещенному в про-
бирку, приливали две капли 70 %-ной азотной кислоты (около

0,05 мл). Раствор в это время охлаждали на ледяной бане.
После того как температура реактива повышалась до комнат-
ной, к нему добавляли около 50 мг оксисоединения или смеси
оксисоединений. Полученный раствор выдерживали при этой
температуре около 10 мин, охлаждали, доводили диэтиловым
эфиром объем его до 5 мл». Полученный эфирный раствор не-
посредственно наносили на тонкослойные пластинки силикагеля
и элюировали пробу н-гексаном. Для обнаружения хроматогра-
фических зон пластинку опрыскивали 2',7'-дихлорофлуоресцеи-
ном; пластинки рассматривали в УФ-свете или окрашивали хро-
матограммы парами иода.

Катц и Кини [36] использовали я-фенилазобензоаты для
анализа жирных спиртов, получаемых при восстановлении слож-
ных метиловых эфиров и природных глицеридов. Спирты этери-
фицировали свежеприготовленным 0,4%-ным (масса/объем)
раствором n-фенилазобензоилхлорида в безводном эфире. По-
добную этерификацию проводили следующим образом [36].
«В пробирку размером 150X18 мм помещали свободный длин-
ноцепочечный спирт и добавляли к нему этерифицирующий рас-
твор из расчета 2 мл раствора на 1 мг спирта. Для количеств
спирта, меньших 1 мг, всегда вводили 2 мл этерифицирующего
раствора. На каждые 8 мг я-фенилазобензоилхлорида добав-
ляли 25 мкг пиридина. Полученную смесь осторожно взбалты-
вали, тщательно закупоривали пробирки резиновыми пробками
и выдерживали 30 мин в водяной бане при 34 СС; толщина слоя
воды в бане 13 мм. После окончания реакции эфир и пиридин
отгоняли на паровой бане в токе газообразного азота». Остатки
от приготовления фенилазобензоата удаляли гексаном и про-
водили предварительную его очистку; элюировали через колонку
с оксидом алюминия смесью гексан—хлороформ (2,5:1). Тон-
кослойные пластинки готовят следующим образом. На пла-
стинки наносят слой силикагеля G и активируют его, нагревая
2 ч при 115°С. После этого пластинки погружают на 5 мин
в 5%-ный раствор н-додекана в н-гексане. После отгонки гек-
сана на пластинки наносят раствор пробы в гептане и элюи-
руют смесью ацетонитрил—бутанон-2 (8:2), насыщенной м-до-
деканом. Пятна становятся видимыми при опрыскивании
0,2 %-ным раствором 2',7'-дихлорфлуоресцвина в спирте. При
облучении пластинок длинноволновым УФ-светом на оранжевом
фоне пластинки просматриваются пурпурные пятна эфиров. Если
необходимо провести количественное определение, пятна элюи-
руют и элюат пропускают через колонку с оксидом алюминия;
элюируют пробу смесью гексан—хлороформ (2,5:1), чтобы
очистить материал от 2',7'-дихлорфлуоресцеина. Анализ осуще-
ствляют спектрофотометрически.
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Хурачек и др. [37] разделяли спирты в виде Ν,Ν-диметил-
л-аминофенилазобензоатов. Эти эфиры легко получить — этери-
фицирующий реагент устойчив и позволяет обнаружить менее
0,5 мкг соединения. Поскольку пятна окрашены, нет необходи-
мости в применении специальных веществ для их обнаружения;
интенсивность окраски пятен можно, однако, увеличить, опрыс-
кивая пластинки 0,01 н. раствором серной кислоты. Авторы [37]
приводят значения Rf для 15 производных и 8 систем раствори-
телей; не все соединения удается разделить с помощью одних
и тех же растворителей.

В ряде работ [33—45] описано разделение методом ТСХ
3,5-динитробензоатов спиртов. Мелитц и др. [46] применили эти
производные, чтобы отделить насыщенные спирты от ненасы-
щенных. Шантц и др. [43] проанализировали группу динитро-
фенилбензоатов терпеновых спиртов.

Липина [47, 48] использовала 3,5-динитробензоаты для об-
наружения паров бутилового и изооктилового спиртов в воздухе.
Пары спирта поглощали из воздуха силикагелем, далее 100 мг
силикагеля обрабатывали 6 мл бензола, чтобы извлечь спирты.
Выделенные спирты этерифицировали и эфиры разделяли на
слоях силикагеля, применяя в качестве элюента 7—10%-ный
раствор диэтилового эфира в бензине. В работе [39] приведена
методика приготовления динитробензоата. Определенное количе-
ство спирта кипятят 30—60 мин в колбе с обратным холодиль-
ником при небольшом избытке 3,5-динитробензоилхлорида
в 10 мл бензола, к которому добавляют 0,1 мл сухого пири-
дина. После охлаждения реакционную смесь последовательно
экстрагируют 25 мл 0,1 н. серной кислоты, 25 мл 0,5%-ного
раствора карбоната натрия и водой. Бензольный раствор су-
шат небольшим количеством безводного сульфата натрия и
концентрируют до нескольких миллилитров. Величины RB (от-
ношение Rf динитробензола к Rf цинкового желтого) приведены
для серии спиртов в табл. 14.4.

Фамос и соавторы определяли высшие спирты [49] и мета-
нол [50] в этаноле в виде 2,4-динитробензоатов. Применяя
реактив Т-246 (см. гл. 7), можно определить 0,04 мкг метанола.

В ряде работ описано разделение спиртов методом ТСХ
в виде 2,4-динитробензолсульфонатов [51], ксантогенатов [52],
ацетатов [53], тг-нитробензоатов [54], β-алкоксипропионитрилов
[55], динитрофенолятов [56], Ы-(1-фенилэтил)уретанов [57],
а-нафтилуретанов [54] и я-толуолсульфонатов (тозилатов) [58].

Помонис 'и др. [58] разработали пробу на спирты, основан-
ную на реакции 4- (n-нитробензил) пиридина с тозилатами (ре-
актив Т-182); на слоях целлюлозы чувствительность определе-
ния составляет величину порядка микрограмма.
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Таблица 14.4

Величины RB (Rf/Rf цинкового желтого) некоторых 3,5-динитробензоатов
спиртов

Спирт

Метанол

Этанол

Пропанол-1

Пропанол-2

Бутанол-1

Бутанол-2

Изобутанол

2-Метилбутанол-1

З-Метилбутанол-1

Пентанол-1

Пентанол-2

Пентанол-3

2-Метилпентанол-1

2,4-Диметилпентанол-1

Гексанол-1

Гексен-1-ол-З

Гептанол-1

Гептанол-2

Гептанол-3

Гептанол-4

Октанол-1

Октанол-2

Нонанол-1

Деканол-1

Ундеканол-1

Додеканол-1

Фенилэтиловый

Коричный

а-Терпинеол

«в*

0,44
0,63
0,78
0,84
0,94

0,96

1,06
1,00
1,17

1,13
1,13
1,11

1,13
1,17
1,26

1,22

1,27

1,27

Б [41]

0 , 4 2

0 , 6 1

0 , 7 5

0 , 7 8

0 , 8 7

0 , 8 6

0 , 9 4

0 , 9 8

1,02

1,01

1,04

0 , 9 5

1,02

1,12

1,18

1,03

1,10

1,10

в 1411

0,44

0,59

0,74

0,76

0,84

0,81

0,92

!,02

1,01

1,01

0,99

1,02

1,08

1,14

1,07

1,10

1,10

Г141|

0,70

0,77

0,88

0,88

0,96

0,98

1,02

1,03

1,11

1,10

1,10

1,08

1,09

1,13

1,17

1,15

1,21

1,21

Д1Щ

0,68

0,79

0,82

0,92

1,01

0,96

0,96

1,05

1,05

1,04

0,94

1,08

1,15

1,42

1,15

1,23

1,19

1,24

1,28

1,35

0,61

0,66

1,15

Ε [40]

2 , 0 1

2 , 0 8

1,90

2 , 0 2

1,76

1,84

1,71

1,89

1,91

1,57

1,73

1,42

1,77

1,72

1,28

1,54

1,17

1,03

0 , 9 1

0 , 7 8

1,54

1,31

1,17
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Продолжение табл 14.4

Спирт

Гераниол

Лимонный

Линалоол

Ментол

Д | 4 1 | В14Ц В 1411 Г 141[ Д1401

1,04

1,08

1,07

1,46

£[401

1,44

1,40

1,46

1,44-

а Адсорбенты и растворители: А — силикагель G, циклогексан—этилаце-
тат (9 :1) ; 5 — силикагель G, циклогексан—метилацетат (9 .1) ; В — сили-
кагель G, четыреххлористый углерод—циклогексан—этилацетат (80 15 5);
Г — силика1ель, бензол—циклогексен (9 :1) ; Д·—силикагель G, бензол—пе-
тролейный эфир (38—50°С) (1 : 1); Ε — полиамид, метанол—вода (9 1)

3. ГЛИКОЛИ

Райт [59] опубликовал метод обнаружения увлажнителей
в табаке методом ТСХ на силикагеле, активированном в тече-
ние часа при 110°С. Проводится этот анализ следующим обра-
зом. Сигарету погружают на 30 мин в 5 мл воды, далее взвесь
центрифугируют. На слой силикагеля наносят 4 мкл экстракта
и элюируют пробу ацетоном или смесью бутанол—ацетон—вода
( 4 : 5 : 1 ) . Для первого элюента получены такие значения Rf:

этандиол 0,49; пропандиол-1,2 0,61; бутандиол-2,3 0,68; глицерин
0,30. Для второго элюента Rf этих же гликолей и глицерина со-
ответственно равны: 0,54; 0,60; 0,64 и 0,49. При опрыскивании
1 %-ным раствором тетраацетата свинца в сухом бензоле уда-
ется обнаружить 20 мкг гликолей и 1 мкг глицерина. Анализируе-
мые вещества обнаруживаются на коричневом фоне в виде бе-
лых пятен и становятся более заметными после 5-минутного
нагревания при 110°С. Разработан еще один метод обнаруже-
ния, чувствительность которого столь же высока. Этот метод
предусматривает 3-кратное последовательное опрыскивание
пластинки 0,5 %-ным периодатом калия, 5 %-ным иодидом ка-
лия и, наконец, раствором крахмала.

Кучера [3] разделял некоторые гликоли на незакрепленных
слоях оксида алюминия со степенью активности (по Брокману)
III и IV; элюентами служили смеси гексан—ацетон (4:1) или
эфир—этанол (99:1), насыщенный водой. Для обнаружения
был использован ряд реактивов; большая чувствительность до-
стигается при 30—60-минутном экспонировании пластинок при

20°С с последующим выдерживанием на воздухе до исчезнове-
ния коричневого фона. Этот метод, однако, менее чувствителен,
чем упомянутая выше реакция с тетраацетатом свинца. Мини-
мальное количество пропандиола-1,2, определяемое одной про-
бой, составляет 20 мкг. В табл. 14.5 приведены значения Rf для
этих соединений. Согласно Кучере, «отделение 1,2-гликолей от
других гликолей с близкими значениями Rf можно легко осуще-
ствить на оксиде алюминия, пропитанном 3 %-ным боратом
аммония; при этом величины Rf 1,2-гликолей существенно зани-

Таблица 14 5
Величины /?/Х100 некоторых полиспиртов

Спирт

Пентаэритрит

Глицерин

Тетраметилциклогексанол

2,2-бис- (Оксиметил) про-
панол-1

Этиленгликоль

2,2-бис- (Оксиметил) бу-
, танол-1

Пропандиол-1,3

Диэтиленгликоль

Бутандиол-1,4

Пропандиол-1,2

Триэтиленгликоль

Гександиол-1,6

1 Бутандиол-1,3

2,2-Диметилпропан-
\ диол-1,3

Бутандиол-2,3

Пентандиол-1,5

J^ Дипропилен1ликоль-1,2

•к Гексантриол-1,2,6

Ж. 2-Метилпентандиол-2,4

. η

° 1 ^к UU
SX-
g U o

щ
SSI's
02412
1319
2633353640425060
—,—667580

Силикагель G

£45.8

а «ζ
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4 7

5 7
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6 4

5 2
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9 0
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жены, по-видимому, из-за образования комплексов с борной ки-
слотой».

Кнаппе и др. [60] разделили 17 промышленно важных мно-
гоатомных спиртов на трех различных системах тонких слоев
(табл. 14.5). Чтобы приготовить пропитанный кизельгур G, вы-
мачивают 5 г полиамида (Ultramid 1С) в 60 мл смеси бензол—
метанол (1 : 1), нагревают на негорячей водяной бане до обра-
зования однородного раствора и затем тщательно перемеши-
вают с 30 г кизельгура G в фарфоровой ступке. Полученную
смесь наносят на пластинки и сушат 30 мин при 105°С. Для об-
наружения пятен используют ряд реактивов, представляющих
собой сильные окислители и ароматические диамины.

Нисбет [61] разделял многоатомные спирты, элюируя их
смесью ацетон—вода [49] на силикагеле. Ему также удалось
дифференцировать соединения с близкими значениями Rf: при
опрыскивании реактивом Т-257 пятна их окрашиваются по-раз-
ному.

Сехер [62, 63] разделил некоторые полиглицерины, элюируя
их смесью этилацетат—изопропанол—вода (65:22,7:12,3). Раз-
деление он проводил на слоях силикагеля G, смешанного
с 0,02 Μ раствором ацетата натрия и высушенного в течение
1—1,5 ч при 105°С.

Бергельсон и др. [64] использовали серию из четырех рас-
творителей для разделения на слоях силикагеля 9 соединений,
содержащих α-гликольные группы. Полученные при этом значе-
ния Rf опубликованы отдельно. Эти же авторы [66] осущест-
вили разделение методом нисходящей тонкослойной хромато-
графии полиоксисоединений. Хроматографирование велось на
тонком слое целлюлозы с тремя различными системами раство-
рителей: бутанол—пиридин—вода (10:3 :3) , бутанол—25 %-ный
раствор гидроксида аммония—вода (16:1:2) и фенол—бу-
танол—уксусная кислота—вода ( 5 : 5 : 2 : 1 0 ) . Для диоксикислот
применяли смесь бутанол—8 %-ный раствор гидроксида аммо-
ния— водный раствор буры ( 8 : 1 : 2 ) .

Грасхоф [13] анализировал гликоли на слоях силиката маг-
ния, элюируя хроматограммы смесью н-пропанол—вода—хлоро-
форм ( 6 : 2 : 1). Для обнаружения он применял 1 %-ный водный
раствор перманганата калия.

Морис [67] исследовал разделение метиловых эфиров поли-
оксикислот и показал, что пропитка слоев силикагеля реактивом,
образующим комплексы с гликолем, улучшает разделение. Так,
на слоях силикагеля, пропитанного борной кислотой, боратом
или арсенитом натрия, можно дифференцировать трео- и эри-
тро-изомеры диоксикислот, а на слоях силикагеля, пропитан-
ного арсенитом натрия, удается разделить три- и тетраоксистеа-
раты.
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В работе [9] описано разделение ряда гликолей на слоях
оксида алюминия. Элюентом служила смесь эфир—бензол, об-
наруживающим агентом—пары иода.

Суббарао и Ахайя [29] использовали метод ТСХ для разде-
ления ряда оксипроизводных касторового масла—ундецилового
спирта, диоксиундекана, триоксиундекана и моноглицерида
ундециленовой кислоты. Было достигнуто четкое разделение по
числу гидроксильных групп.

Громатка и Ауэ [68] подвергли хроматографическому раз-
делению этиленгликоль, пропиленгликоль-1,3, гександиол-1,6,
гептандиол-1,7, нонандиол-1,9, декандиол-1,10 и тридекандиол-
1ДЗ на силикагеле G. Элюирование велось абсолютным этано-
лом, обнаружение — раствором перманганата калия. Авторы
[68] наблюдали линейную зависимость между \gRf и числом уг-
леродных атомов. Если откладывать по оси ординат igRf, а по
оси абсцисс число атомов углерода, то получатся две прямые
линии — одна для нечетных, а другая для четных чисел атомов
углерода.

Симоне и Вицедомини [69] сравнили значения Rf 10 много-
атомных спиртов, включая восстановленные сахара, в 7 систе-
мах растворителей на необработанном силикагеле и на силика-
геле, пропитанном нитратом свинца. На обработанных слоях
силикагеля подвижность полиолов уменьшается с увеличением
числа соседних гидроксильных групп. Сахасрабудхе [70] изу-
чал разделение полиолов и их сложных эфиров на силикагеле,
пропитанном 4%-ным раствором борной кислоты; в качестве
элюента он выбрал смесь бензол—метанол (8:3).

Полиоксиэтиленгликоли разделяли на силикагеле, исполь-
зуя следующие растворители: этанол—метанол—аммиак
(12:4 :2 или 12:3:2), этанол—метанол—вода (12:4:2) [71],
толуол—этилацетат (4:6), метилэтилкетон—вода—уксусная
кислота (95:4 :1) , бутанол—метанол—вода—уксусная кислота
(77:13:8:2) [72]; при разделении на диоксиде кремния, про-
питанном ацетатом натрия, применяли смесь этилацетат—изо-
пропанол—вода (65:23:12) [73]; на оксиде алюминия элюи-
ровали смесью хлороформ—этанол (98:2) [74]; на смешанном
слое кизельгур—силикагель (1 : 1), приготовленном с 0,5 %-ным
раствором метабисульфита натрия, линейные полимеры с боль-
шей молекулярной массой элюировали смесью зтилацетат—изо-
пропанол—ацетон—метанол—вода (50 : 15 : 15:4: 16) [75]; на
смешанном слое кизельгур—диоксид кремния (1:1), приготов-
ленном на 0,045 Μ растворе хлорида кальция, нелинейные изо-
меры отделяли от линейных соединений с меньшей молекуляр-
ной массой, элюируя их смесью этилацетат—изопропанол—вода
(110:61 : 29) [75]. Эти соединения можно отделить от полисор-
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батов на силикагеле G, элюируя их смесью метанол—хлоро-
форм—уксусная кислота (5 :4 :2) [76].

Кремер [77] разделил группу изомерных пентитов и гекси-
тов на целлюлозе MN300, проводя элюирование смесями метил-
этилкетон—уксусная кислота—0,75 Μ борная кислота (40 : 10:9),
н-бутанол—0,75 Μ борная кислота (85:15) и изопропанол—•
уксусная кислота—0,75 Μ борная кислота ( 7 : 1 : 2 ) .

Количественно глицерин определяли полярографически после
отделения от олигоглицеринов методом ТСХ [78]. Его можно
также определить спектрофотометрически с хромотропной ки-
слотой после злюирования водой и последующего окисления
иодатом калия [79].

Гликоли можно также разделять в виде их производных. По-
лиэтиленгликоли и сложные моноэфиры этиленгликолей разде-
ляли методом ТСХ на кизельгуре, пропитанном 20 %-ным рас-
твором формамида в ацетоне [80]. В качестве связующего для
слоев применяли аравийскую камедь.

Полиолы можно разделить в виде ацетатов на силикагеле,
элюируя смесью бензол—этилацетат—этанол (89:10:1) [81],
или на смеси кизельгур G—силикагель G (1:1), элюируя сме-

Таблица 14.6

Величины #/Х100 бутин-2-диолов-1,4 на силикагеле [89] а · б

Соединение

Бутин-2-диол-1,4

Моноформиат

Диформиат

Моноацетат

Диацетат

Монопропионат

Дипропионат

Монобутират

Дибутират

Моновалериат

Дивалериат

Бензол

0

0

12

0

8

0

13

3

18

3

2 3

Хлоро-
форм

0

4

27

4

22

4

27

4

36

5

4 4

Изопропило-
вый эфир —

изооктан
(1 : 1)

0

7

24

7

2 3

10

38

13

4 5

14

51

Изопропило-
вый эфир

5

24

48

20

41

28

59

32

6 4

3 5

69

Этилацетат —
изооктан

(1 : 1)

8

28

51

27

48

34

60

38

6 5

40

6 9

а С разрешения авторов и Elsevier Publishing Co.
6 Длина пути разделения 15 см. Температура 27±1°С. Все величины

r — среднее трех измерений. Камера для разделения выстлана бумагой.

сью циклогексан—эфир—этанол—уксусная кислота (5 : 51 : 3 : 1)
[82]. В работах [83, 84] описано разделение полиолов в виде

триметилсилильных производных. Тома и др. [85] анализиро-
вали группы полиэтиленгликольстеаратов методом двумерного
хроматографирования на силикагеле. В одном направлении
пробу элюировали смесью н-бутанол—этанол—25 %-ный рас-
твор аммиака (14:3 :5) , в другом — смесью хлороформ—мета-
нол—вода (3 :25:5) . Тома и др. [85] для групп полиэтиленгли-
кольстеаратов на силикагеле проводили двумерное разделение.
Растворителем в первом направлении была смесь н-бутанол—
этанол—25 %-ный аммиак (14:3 :5) . Фавретто и др. [86—88]
исследовали большое число производных для определения моле-
кулярно-массового распределения полиэтиленгликолей.

Нэфф и др. [89] разделили 2-бутиндиол-1,4 и его моно- и
диэфиры муравьиной, уксусной, пропионовой, масляной и вале-
риановой кислот методом ТСХ на пластинках силикагеля. В ка-
честве систем растворителей-элюентов эти авторы использовали
бензол, хлороформ, изопропиловый эфир, изопропиловый
эфир—изооктан (1:1) и этилацетат—изооктан (1:1) . Величины
Rf приведены в табл. 14.6.
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Глава XV

АЛКАЛОИДЫ

1. СИСТЕМАТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ

Быстрота проведения анализа методом ТСХ во многих слу-
чаях имеет очень большое значение [1]. В частности, этот ме-
тод можно использовать в токсикологии, так как он позво-
ляет выделить и идентифицировать алкалоиды всего за 30—
60 мин [2—4], а для проведения тех же самых анализов мето-
дом хроматографии на бумаге необходимо 12—24 ч.

Фарнсворс и Эйлер [5] разработали метод простого и бы-
строго обнаружения алкалоидов в 2-граммовых пробах расти-
тельных материалов. Чтобы удалить пигменты, мешающие опре-
делению, проводят предварительную экстракцию и очистку и
полученные в результате эстракты наносят на тонкие слои си-
ликагеля G. После разделения смесью н-бутанол—уксусная ки-
слота—вода (4 :1 :1) пластинки опрыскивают реактивом Дра-
гендорфа, усовершенствованным Мюнье и Машенбефом [6].
Метод был проверен на 28 алкалоидсодержащих растениях и
8 растениях, не содержащих алкалоиды; последние определения
проводились в качестве контрольных. Поскольку реактив Дра-
гендорфа способен реагировать с некоторыми соединениями, не
относящимися к алкалоидам, две из восьми контрольных проб
дали неправильные результаты: показали наличие алкалоидов.
Это обстоятельство, однако, нельзя расценивать как серьезный
недостаток метода. Нето и Манчини [7] предложили несколько
иной метод эстракции для быстрого обнаружения алкалоидов.
Буш и Джеффри [8] пользовались методом, который требует
довольно много времени. Они проводили перколяцию алкалои-
дов метанолом, после чего извлекали алкалоиды из раствора
ионообменными смолами, которые перед элюированием алка-
лоидов промывали, чтобы удалить пигменты, мешающие ана-
лизу.

Уолди и др. [9] разработали методику определения алкалои-
дов тонкослойным хроматографированием. В соответствии сзтой
методикой алкалоиды сначала делят на две группы. Для этого
алкалоиды повышенной концентрации (анализируемый раствор
должен содержать от 0,05 до 5 % алкалоидов) наносят на пла-
стинки с силикагелем G одновременно с родамином В или рас-
твором резерпина в качестве стандарта. Разделение проводят
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смесью циклогексан—хлороформ—диэтиламин ( 5 : 4 : 1 ) . После
этого пластинки сушат на воздухе, рассматривают в УФ-свете
при 365 мкм и опрыскивают раствором иодоплатината. Сое-
динения с 7?f<0,30 относят к группе I, а соединения с /?/>0,30—
к группе II (табл. 15.1 и 15.2). Алкалоиды группы I подвергают
хроматографическому разделению на силикагеле G, используя
смеси хлороформ—ацетон—диэтиламин (5 :4 :1) и хлороформ—
диэтиламин (9:1). Идентификацию соединений проводят сле-
дующим образом: сравнивают значения RT и окраску пятен
в УФ-свете после опрыскивания реактивом иодоплатината с при-
веденными в табл. 15.1 и 15.2. Для облегчения идентификации
9 случае необходимости хроматографирование можно вести, ис-
пользуя другие системы, на оксиде алюминия G или щелочном
силикагеле G (приготовленном с 0,1 н. раствором гидроксида
натрия вместо воды); в первом случае элюентом служит хлоро-
форм, во втором —· метанол.

Чтобы облегчить идентификацию, алкалоиды группы II раз-
деляют на слоях силикагеля G смесями циклогексан—диэтила-
мин (9:1) и (или) бензол—этилацетат—диэтиламин ( 7 : 2 : 1 ) .
И в этом случае окраску пятен и значения Rf сравнивали с со-
ответствующими величинами, приведенными в табл. 15.1 и 15.2.

Величины Rf для 54 алкалоидов (табл. 15.1) приведены для
ряда разделительных систем, и в сомнительных случаях можно
воспользоваться любым дополнительным значением Rf. Ре-
комендуется также нанести несколько пятен пробы так, чтобы
можно было применить другие хорошо известные реактивы для
алкалоидов. Байулеску и Константилеску [10] перечисляют не-
которые реакции, позволяющие осуществить микроопределение
алкалоидов in situ, и приводят результаты определения 17 сое-
динений. Авторы работы [11] также разработали методику си-
стематического анализа 34 алкалоидов и некоторых аммониевых
оснований.

Тейшер и др. [12] обсудили вопрос о применении тонких
слоев для разделения различных групп алкалоидов.

Мюле [13] разработал способ количественной экстракции и
определения наркотических анальгетиков в продуктах жизнедея-
тельности человека с применением УФ-спектрофотометрии, ТСХ
и газовой хроматографии. Таким способом было определено
31 соединение, включая опийные алкалоиды.

Тийяк и Хелд [14] в своем обзоре по фармакалогии алка-
лоидов, охватывающем период вплоть до 1969 г., приводят 103
ссылки на работы, в которых ТСХ использовали для определе-
ния алкалоидов в лекарственных препаратах. В библиографию
обзора по ТСХ алкалоидов [14а] включено 1050 публикаций,
охватывающих тот же период. В статьях [15, 16] анализи-
руются случаи неправильного употребления ряда лекарств,
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Величины Rf некоторых алкалоидов [9] а>
Таблица 15.1
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Алкалоид

Серпентинин в

Эргокристинин

Скополамин

Иохимбин

Бруцин

Цефаелин

Раувольцин
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Апоатропин
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Цветные реакции некоторых алкалоидов [9] а
Таблица 15.2

Алкалоид

Группа I

Нарцеин

Купреин

Сарпагин

Эргометрин

Морфин

Ди! идроэрготаыин

Серпентин

Эрготамин

Болдин

Дигидроморфинон

Эргометринин

Эфедрин

Хинин

Дигидроэргокри-
стин

Горденин

Эргокристин

Хинидин

Атропин

Кольхицин

Аймалин

Цинхонин

Гоматропин

Эрготаминин

Пилокарпин

Кодеин

Дигидрокодеин

Серпентинин

Эргокристинин

Скополамин

Окраска флуоресценции в
УФ-свете (365 нч)

—

Желтовато-коричневая

—

Фиолетово-синяя

—

Фиолетово-синяя

Темно-коричневая

Фиолетово-синяя

Фиолетовая

—

Фиолетово-синяя

—

Синяя

Фиолетово-синяя

—

Фиолетово-синяя

Синяя

—

—

Синеватая

—

—

Фиолетово-синяя

—

—

Синяя

Желто-зеленая

Фиолетово-синяя

—

Окраска после опрыскивания
иодоплатинатом

Темно-синяя

Коричнево-красная

Бежевая

Белая б

Темно-синяя

Коричневатая

Коричнево-красная

Розовая

Бежевая

Коричневато-желтая

Фиолетово-синяя

Светло-коричневая

Бледно-желтая

Коричневатая

Белая б

Бежевая—светло-ко-
ричневая

Светло-желтая

Фиолетово-синяя

Светло-серая

Бежевая

Коричнево-бежевая

Фиолетово-синяя

Розовая

Бледно-коричневая

Болотная

Фиолетово-синяя

Желто-коричневая

Светло-коричневая

Фиолетовая
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ен

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

.—

.—

1

.—

—

2

—

—

.—

—

,—

,—

—

—

Алкалоид

Иохимбин

Бруцин

Цефаелин

Раувольцин

Дигидрокодеинон

Апоатропин

Стрихнин

Резерпин

Группа II

Физостигмин

Аконитин

Бульбокапнин

Эметин

Папаверин

Котарнин

Скополин

Лобелии

Наркотин

Тебаин

Аспидоспермин

Тропакокаин

Ареколин

Гидрастинин

Неопсикаин

Кокаин

Спартеин

Окраска флуоресценции в
УФ-свете (365 им)

Сине-зеленая

—

Фиолетово-синяя

Желто-зеленая

—

—

—

Зелено-желтая

—

—

Синяя

Желтоватая

Зелено-желтая

—

Синяя

—

—

—

—

Стальная синяя

—

—

— •

Продолжение табл

Окраска после опрыскивания
иодоплатинатом

Светло-желтая

Фиолетово-коричневая

Белая б

Слабо-бежевая

Фиолетовая

Фиолетово-синяя

Желтая

Белая б

Розовая

Красно-коричневая

Белая °

Красно-коричневая

Желтая

Фиолетовая

Белая б

Красно-коричневая

Бледно-желтая

Красно-коричневая

Белая 6

Фиолетовая

Белая 6

Фиолетово-синяя

Желтая

Фиолетовая

»

. 15.2
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—
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3

1

3

—

3

—

1

—

—

—

—

—

—

—

1

—

—

—

а С разрешения авторов и Elsevier Publishing Co.
6 Розовый фон.
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в том числе алкалоидов; в первой статье рассматриваются ра-
боты, опубликованные до 1972 г., во второй — работы, опубли-
кованные в период с 1972 по 1974 г. Дополнительные ссылки
можно найти в библиографиях общего порядка, упомянутых во
введении к настоящему изданию.

Лучшим адсорбентом для разделения алкалоидов считается
силикагель, хотя в этих целях использовались также оксид
алюминия [17], целлюлоза [18], полиамид [19], кизельгур [20]г

тальк [21], оксид магния [22], карбонат кальция [23] и такие
смешанные адсорбенты, как силикагель—оксид магния (1:1)
[24] и карбонат кальция—оксид магния—гидроксид кальция
(29,5:6:5) [25]. Иногда адсорбент смешивали со щелочью,
чтобы получить щелочной слой.

Описано также разделение алкалоидов методом электрофо-
реза [24—25] и двумерное разделение ТСХ в сочетании с элек-
трофорезом [26]. Успешным оказалось также двумерное ТСХ
[29, 30].

Разделение алкалоидов проводится с самыми разными рас-
творителями; многочисленные примеры таких растворителей
приведены при описании анализа соответствующих типов ал-
калоидов.

Для обнаружения чаще других используют хорошо извест-
ный реактив Драгендорфа или его модификации. Вагюифалви
[31] применял разбавленный 1:4 раствор этого реактива. Этот
же автор показал, что чувствительность обнаружения можно
повысить, опрыскивая обработанную реактивом пластинку
10%-ной серной кислотой. К числу обнаруживающих реактивов
относятся также дансилхлорид, реактив Вагнера, раствор четы-
рехазотированного бензидина [32], сульфат церия-аммония
[23], реактив Мунье [34], ферроцианид калия [35], реактив
Ван Урка [36], смесь хлорной кислоты с хлоридом железа(III)
[37] и иодоплатинат [38], а также многие другие. Пойх и др.
[39] применяли реактив Драгендорфа, после чего опрыскивали
пластинки раствором нитрита натрия; чувствительность опреде-
ления при этом составляла 0,1 мкг. Авторы работы [14] опрыс-
кивали пластинки разбавленной серной кислотой, чувствитель-
ность определения некоторых опийных алкалоидов составляла
при этом 0,01—0,05 мкг.

Разработан ряд методов количественного определения, про-
водимого как in situ, так и после элюирования. Это отража-
тельное сканирование [40, 41], определение площади пятна
[42], денситометрия [42, 43], флуоресценция [44], радиоактив-
ное сканирование [45], титрование после элюирования [46], ка-
талитическая полярография [47], спектрофотометрия после
элюирования [48] и хроматографирование методом ГХ после
элюирования [49].
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2. ПУРИНОВЫЕ АЛКАЛОИДЫ

Эти соединения можно разделять на кремневой кислоте, си-
ликагеле [4,50—53], силикагеле, приготовленном на 0,2 Μ бу-
ферном растворе [54], и на оксиде алюминия [55]. Величины
Rf для некоторых из этих соединений приведены в табл. 15.3.
Балер [50] применял для обнаружения пятен и извлечения ве-
ществ метод микросублимации. Пятна можно обнаружить, оп-
рыскивая пластинки последовательно следующими смесями:
спиртовый раствор иода—раствор иодида калия и 25%-ная
соляная кислота — 96 %-ный этанол (1:1). Финке [56] исполь-
зовал ТСХ для обнаружения кофеина и теобромина в масле-
какао.

Таблица 153

Величины RfXiOO некоторых пуриновых алкалоидов

Алкалоид

Теобромин

Теофилин

Кофеин

Аминофилин

Метилкофеин

Силикагель,
приготовлен-
ный с 0,2 Μ

буферным
раствором

Серенсена,
рН 6,8 [54]

хлороформ —
96 %-ный

этанол
(9 1)

2 2

37

5 7

Кремневая кислота

этилацетат—
метанол—ук-
сусная кис-

лота (8 1 1 )

3 6

5 0

41
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41

3 6

Незакрепленные

оксида алюминия

хлороформ —
я-б\танол

(48· 2)

15

3 0

5 5

3 0

5 5
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(
1

 I
)
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9

15

6 0

15

6 0

а В оригинальных статьях приведены величины Rf, полученные с др\-

гими элюентами.

При количественном определении кофеина, теобромина и
теофилина пятна элюировали и измеряли поглощение элюата
при 276 нм [53] или измеряли площади пятен [51].
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3. ФЕНИЛАЛКИЛАМИНОВЫЕ АЛКАЛОИДЫ

К этой группе алкалоидов принадлежит широко применяе-
мый в медицине эфедрин. Ристик и Томас [57] исследовали
алкалоидные компоненты Catha edulis. Они проводили разде-
ление на силикагелевых пластинках; элюентом служила смесь
изопропанола с 5 %-ным гидроксидом аммония. Катин (d-псев-
донорэфедрин) — основной алкалоид Catha edulis, ему сопут-
ствует /-эфедрин и еще один, третий, алкалоид, содержание ко-
торого ничтожно. Значения Rf для трех алкалоидов оказались
равными 0,62; 0,30 и 0,92 соответственно. Эфедрин не переме-
щается [9] в щелочных смесях растворителей, содержащих диэ-
тиламин; в смеси ацетон—метанол—уксусная кислота (5 :4 :1)
Rf равен 0,32. Авторы работы [58] разделяли алкалоиды этой
группы смесью пропанол—5 %-ный аммиак (9:1) и бутанол—
7,5 %-ный аммиак (9: 1).

В Lophorphora willamsii [59] обнаружен горденин; Тодд [60]
нашел алкалоиды в кактусовых этого рода, растущих в различ-
ных районах Мексики. Лундстрем и Агурелл [61, 62] также за-
нимались этой интересной группой соединений. Сато и др. [63]
исследовали Pelecyphora aselliformis. С этой точки зрения изу-
чены также Ariocarpus kotshoubeyanus [64] и A. fissuratus [65].
Кочин и Дели [66] приводят значения Rf, полученные при ис-
следовании мексиканской водки, для шести различных хромато-
графических систем. Тийяк и др. [67, 69] исследовали изомеры
капсацина вида Capsicum.

4. ПИРИДИНОВЫЕ АЛКАЛОИДЫ

Чеше и др. [70] выделили алкалоиды из Lobelia syphilitica;
из большого числа находящихся там алкалоидов семь выде-
лено в чистом виде методом распределительной и адсорбцион-
ной хроматографии. Распределительное хроматографирование
проводили на бумаге, а адсорбционное на тонких слоях сили-
кагеля, используя для разделения смесь хлороформ—этанол
(3:1), а также на подкисленном оксиде алюминия, элюируя
алкалоиды смесью хлороформ—метанол (19:1). Пять из семи
алкалоидов идентифицированы и для них приведены значе-
ния Rf.

Ротер и др. [71] использовали ТСХ на силикагеле и оксиде
алюминия при изучении синтеза и структурных особенностей
анаферина.

Пайлер и Либизеллер [72, 73] также пользовались ТСХ для
выделения, очистки и изучения структуры алкалоида эвонина из
Euonymus europaeus.
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Молл [74] проводил элюирование смесью хлороформ—абсо-
лютный этанол—25 %-ный гидроксид аммония (9 :1 :1) при раз-
делении алкалоидов болиголова крапчатого и других пипериди-
новых оснований на силикагеле G в камере с насыщенной ат-
мосферой. Обнаружение осуществляли обработкой пластинки
парами иода или опрыскиванием вначале 0,5 %-ным раствором
1-хлор-2,4-динитробензола в этаноле, а затем 0,05 %-ным рас-
твором бромтимолового синего в этаноле. Основания выяв-

ляются в виде синих пятен на желтом фоне.

5. ПИРРОЛИДИНОВЫЕ АЛКАЛОИДЫ

Авторы работы [75] выделяли алкалоиды из проб Achillea
arten на слоях силикагеля, элюируя пробу смесью хлороформ—
метанол (1:2). Для обнаружения пятен применяли опрыскива-
ние иодоплатинатом натрия или концентрированной серной
кислотой с последующим 'нагреванием. Основной алкалоид этой
группы—ахилеин; его трудно отделить от гликоколбетаина ме-
тодом хроматографии на бумаге, однако на слоях силикагеля
сделать это несложно. Среди обнаруженных таким способом
компонентов был идентифицирован и /-стахидрин.

Видик [76] отделил синтетическое пирролидиновое соедине-
ние джетриум от морфина и других оснований на слоях сили-
кагеля, проводя элюирование 0,1 н. раствором аммиака в ме-
таноле (0,17 %-ный безводный аммиак). ВеличинаR t равна 0,85.

6. ПИРИДИН-ПИРРОЛИДИНОВЫЕ
И ДИПИРИДИНОВЫЕ АЛКАЛОИДЫ

Методика отделения никотина от других алкалоидов опи-
сана в ряде работ [66, 77, 78]. В табл. 15.4 приведены значения
Rf для 11 различных систем элюентов. Обнаружение проводи-
лось несколькими способами; так, в частности, никотин можно
наблюдать в виде темного пятна на флуоресцирующей пла-
стинке или в виде красно-фиолетового пятна при использова-
нии реактива Драгендорфа. Фейер-Косси [79] опубликовал
сообщение о разделении методом ТСХ 10 алкалоидов табака,
причем последующее их обнаружение можно проводить спектро-
фотометрически [80]. Мартин [81] описал метод определения
остатков никотина в пище.

Анабазин — алкалоид этой же группы — был определен с по-
мощью трех различных смесей растворителей [78] на пластин-
ках щелочного силикагеля. Значения Rf в смесях хлороформ —
96 %-ный этанол состава 11:1; 9:1 и 8:2 оказались равными
0,14; 0,16 и 0,33 соответственно.

Алкалоиды Nicotiana glauca и N. paniculata были иссле-
дованы методами хроматографии на бумаге и ТСХ [82].
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Таблица 15.4

Величины R

Адсорбент

Щелочной силикагель

Щелочной силикагель

Щелочной силикагель

Силикагель G

Силикагель G

Силикагель G

Силикагель G

Силикагель G

Силикагель G

Оксид алюминия G

Оксид алюминия G

fXlOO никотина в различных системах

Система растворителей

Хлороформ—96 %-ный этанол

Хлороформ—96 %-ный этанол
(9: 1)

Хлороформ—96 %-ный этанол
(8 :2)

Метанол

Метанол—ацетон—триэтано-
ламин (1 :1 : 0,03)

Этанол—пиридин—диоксан—
вода ( 1 0 : 4 : 5 : 1)

Этанол—уксусная кислота—
вода ( 6 : 3 : 1)

Этанол—диоксан—бензол—
гидроксид аммония
( 1 : 8 1 0 : 1 )

Метанол—н-бутанол—бензол—
вода ( 1 2 : 3 : 2 : 3 )

«-Бутанол—н-бутиловый
эфир—уксусная кислота
( 4 : 5 : 1 )

н-Б\ танол—«-бутиловый
эфир—1идроксид аммония
(5 :14 :1)

Rf X 1С0

38

44

6 2

5 0

5 6 — 5 8

58

2 7

9 0

4 4

72

9 0

Литера-
Tjpa

78

78

78

4

7 6

77

77

7 7

77

77

7 7

^/-Анабазин — основной компонент N. glauca, ему сопутствуют
/-норникотин, никотин и пиперидин; в N. paniculata содержатся
/-никотин (основной компонент) и в меньших количествах /-нор-
никотин, пиридин « β-никотин.

7. МНОГОЯДЕРНЫЕ ПИПЕРИДИН-ПИРРОЛИДИНОВЫЕ
АЛКАЛОИДЫ

Для этой группы алкалоидов белладонны разработаны коли-
чественные методы определения атропина [83]. Атропин отде-
ляют от других соединений на оксиде алюминия, элюируя
метанолом; затем пятно атропина элюируют хлороформом. Рас-
творитель удаляют при пониженном давлении и остаток перено-
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сят в 2,0 мл спирта и 5 мл 0,01 н. серной кислоты. Избыток кис-
лоты определяют обратным титрованием 0,01 н. раствором
гидрооксида натрия в присутствии индикатора — метилового
красного. Можно также провести разделение пробы на компо-
ненты на пластинке с силикагелем G и измерить площадь пятна
атропина планиметром [84]. Этим методом при элюировании
смесью метилэтилкетон—метанол—7,5 %-ный гидроксид аммо-
ния (3 : 1,5:0,5) были выделены следующие алкалоиды: апоско-
поламин, скополамин, озин, апоатропин, белладонин, атропин и
тропин. Изомеры /-гиосциамин и атропин (ί/Ζ-гиосциамин) вы-
делить не удалось. Хана и др. [85] и Хафаджи и др. [86] раз-
деляли алкалоиды Withania методом ТСХ на слоях силикагеля,
используя смеси этанол—гидроксид аммония (8:2) и хлоро-
форм—циклогексан—диэтиламин ( 7 : 3 : 1 ) , Фег и др. [87] от-
делили атропин от папаверина и аминопирина. Тейгелер [88]
пишет об отделении атропина от апоатропина путем элюирова-
ния смесью хлороформ—абсолютный спирт—25 %-ный гидроксид
аммония ( 9 : 1 : 1 ) . Нейман и Шротер [89] на оиликагеле G
со смесью этанол — 25 %-ный аммиак (8:2) получили следую-
щие значения Rf. тропин 0,26; псевдотропин 0,44 и тропи-
нон 0,75. Штайнеггер и Гебисторф [90] разработали простой
экстракционный метод в сочетании с ТСХ и методом хромато-
графии на бумаге для быстрого определения вредных примесей
в лекарствах из листьев дурмана, белладонны, гиосцина.

Ферцар-Петри и Хаггаг [91] исследовали алкалоиды Datura
innoxia и выделили кускогигрин, гиосциамин, 3-тропоилтелоидин,
метелоидин и скополамин (Rf 0,25; 0,30; 0,34; 0,50; 0,56 и 0,70
соответственно), применяя такие элюенты, как целлозольв—
трег-амиловый спирт—вода—аммиак (6:12:6:0,2) . Де Маггио
и Лотт [92] обнаружили, что применение ультразвука при эк-
стракции алкалоидов Datura stramonium увеличивает выход по
сравнению с обычными методами.

Скополамин определяют количественно флуоресцентным ме-
тодом [93], скополамин и гиосциамин [94]—прямым денсито-
метрическим методом. Кокаин удалось отделить от атропина,
гомоатропина и гиосцина [95], а также от кодеина, героина,
6-моноацетилморфина, морфина и хинина [96]. Разработаны
методы обнаружения метаболитов кокаина в моче (см., напри-
мер, работы [97—100]).

Полесук и Ма [101] изучили 23 системы растворителей,
предназначенных для выделения и идентификации алкалоидов
тропана и родственных соединений.

2 8 Зак. № 255
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8. ХИНОЛИНОВЫЕ АЛКАЛОИДЫ

Хинные алкалоиды

Восемь хинных алкалоидов разделены методом ТСХ на пла-
стинках щелочного силикагеля [102]. Элюирование проводилось
смесью хлороформ—метанол—диэтиламин (80:20:1); получен-
ные значения Rf собраны в таблицу. Этим методом исследо-
ваны 14 выпускаемых в продажу препаратов [103]. Описан хро-
матографический анализ на прямых слоях силикагеля G [104]
с элюированием смесью коресин—диэтиламин—ацетон (23 : 9 : 9).
Освальд и Флюк [84] разделили небольшие количества (менее
1 мкг) хинина, цинхонина и хинидина, элюируя их смесью изо-
пропанол—бензол—диэтиламин ( 2 : 4 : 1 ) . Для четкого разделе-
ния больших количеств этих трех алкалоидов необходимо дву-
кратное элюирование смесью бензол—эфир—диметиламин
(20:12:5), причем каждый раз длина пути элюирования дол-
жна составлять 15 см. Хотя значения Rf хинидина и цинхонина
весьма близки, тем не менее эти вещества можно различить: хи-
нидин дает характерную флуоресценцию в длинноволновой УФ-
области, а цинхонин образует при реакции с иодоплатинатом
окрашенные в бежево-коричневый цвет продукты. Если пятна
цинхонина перед обработкой иодоплатинатом опрыскать
98 %-ной муравьиной кислотой, они окрашиваются в темно-си-
ний цвет. Определяя содержание хинина в коре хинного дерева,
Брекман и др. [105] сочетали ТСХ и флуориметрический анализ.
Некоторые значения Rf этих соединений приведены в табл. 15.1.
Шаршунова и Гривняк [106] разделили хинные алкалоиды на
силикагеле, элюируя их смесью хлороформ—ацетон—диметил-
амин ( 5 : 4 : 1 ) , после чего провели количественный газохрома-
тографический анализ выделенных соединений.

Сорок девять хинолиновых алкалоидов разделены на диок-
сиде кремния и оксиде алюминия при использовании следующих
смесей элюентов: бензол—этилацетат (6:4), толуол—этилаце-
тат—муравьиная кислота (5 :4 :1) и этилацетат — метанол
(10:1)'[107].

9. ИЗОХИНОЛИНОВЫЕ АЛКАЛОИДЫ

Опийные алкалоиды

Алкалоиды этой группы имеют очень большое значение,
и поэтому возможность их анализа методом ТСХ изучена до-
вольно тщательно. Еще в 1953 г. Борке и Кирш [108] доказали
применимость ТСХ для разделения опийных алкалоидов; исполь-
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зованная этими авторами методика определения была впервые
предложена Кирхнером и др. [1]. Разделение проводилось на
слоях кремневой кислоты и оксида магния, взятых в соотноше-
нии 1 : 1, связующим сложил алебастр. Борке и Кирш показали,
как важно замешивать адсорбенты не на чистой воде, а на бу-
ферных растворах. В частности, для этой цели они использо-
вали фосфатный буфер с рН около 6,6, а элюировали пробу ди-
оксаном. Мариани и Мариани-Марелли [109] разделяли опий-
ные алкалоиды на забуференном слое (рН 5, ацетатный буфер)
оксида алюминия. Оксид алюминия активировали при 500 °С,
после чего адсорбировали на нем 5 % буферного раствора. Эк-
стракты различных опиумов можно разделить таким способом
за 15 мин. Пятна наблюдают в УФ-свете. Нойбауэр и Мозес
[ПО] для разделения 10 из наиболее важных опийных алкало-
идов на слоях силикагеля G использовали смесь бензол—мета-
нол (8:2). Для обнаружения пятен применяли реактив Драген-
дорфа, усовершенствованный Мунье. Описанным способом
можно проводить и количественное определение: равномерно
опрысканные пластинки фотографируют и затем промеряют
пятна. Для разделения пяти групп опийных алкалоидов на слоях
силикагеля Байер [111] использовал смесь ксилол—метилэтил-
кетон—метанол—диэтиламин (20 :20 :3 :1) . Таким образом ему
удалось добиться хорошего разделения различных алкалоидов
(табл. 15.5). Хойзер [112] определял методом ТСХ различные
алкалоиды в лекарственных растениях, а также морфин в по-
рошкообразном опиуме. В работах [113—115] описано разде-
ление опийных алкалоидов методом двумерной хроматографии
на оксиде алюминия. Количественное определение осуществля-
лось фотометрированием элюатов, а также путем промера пятна
интегратором с устройством, регистрирующим экстинкцию.
Моисеев [117] разделял опийные алкалоиды на силикагеле,
элюируя их смесью бензол—этанол (9: 1). При длине пути раз-
деления 15 см получены следующие значения Rf: морфин 0,05;
кодеин 0,11; тебаин 0,26 и папаверин 0,41. Купферберг и др.
[118] использовали флуориметрический метод для идентифи-
кации субмикрограммовых количеств морфина и родственных
соединений; Сац и др. [119] обнаружили некоторые морфино-
вые алкалоиды, разделяя методом ТСХ различные соединения
основного характера. Пенна-Геррерос [120] разделил на слоях
силикагеля морфин, норморфин и налорфин. Для разделения
морфина, хинина и папаверина Шантц [121] применил круго-
вую хроматографию на силикагеле G. Икрам и др. [122] приво-
дят значения Rf, полученные для морфина, кодеина, папаве-
рина и наркотина на незакрепленных слоях оксида алюминия
с тремя различными системами растворителей. Значения Rf
для некоторых из наиболее важных морфиновых алкалоидов

28*



436 Часть II

Таблица 15 5

Величины i?fX100 некоторых опийных алкалоидов в различных системах

Алкалоид

Морфин

Кодеин

Лауданин

Лауданозин

Папаверин

Тебаин

Наркотолин

Наркотин

Нарцеин

Криптонин

Протопин

Условия разделения *

А/а
[1С8]

39

6 2

88

9 2

0

Б/б
[109)

5 0

4 5

100

20

В'в
[по]

11

21

26

42

63

40

58

68

34

38

Г/г
[1291

3

16

60

3 8

100

0

Д/ г
[129]

14

6 4

8 5

8 5

9 2

0

Е/д
[129]

28

85

96

100

100

0

Mi в
[111]

12

26

5 9

4 5

7 4

* Элюенты: А—диоксан; Б — этанол—к-бутанол—вода ( 1 : 9 : 1 ) ; В—
бензол—метанол ( 8 : 2 ) ; Г — н-гексан—ацетон (3 :1) ; Д — хлороформ—этил-
ацетат (3-1); Ε — хлороформ—этилацетат (1 :1) ; Ж — ксилол—метилэтилке-
тон—метанол—диэтиламин ( 2 0 : 2 0 : 3 : 1 ) Длина п}ти разделения 13,5 см

Адсорбенты а — кремневая кислота—плотный оксид магния (1 · 1) со
связующим CaSO4; б — оксид алюминия, забуференный до рН 5; в — силика-

гель "G; г — плотный гидратированный оксид магния с 2,5% СаСЬ-6Н2О
(5:9) (масса/объем); д — плотный гидратированный оксид магния с 2 %
MgSO4-7H2O (5:9) (масса/объем).

приведены в табл. 15.5, дополнительные значения Rt можно
найти в табл. 15.1.

Тайхерт и др. [12,78] разделяли опийные алкалоиды и син-
тетические производные морфина на нейтральном и щелочном
силикагеле, а также на слоях целлюлозы, пропитанных форм-
амидом (табл. 15.6).

Мюле [13] описал разделение некоторых производных мор-
фина на слоях целлюлозы, полученных смешением 15 г целлю-
лозы MN 300 G с 90 мл 0,1 Μ фосфатного буфера (рН 8,0),
с применением двух растворителей и разделение на слоях сили-
кагеля G с применением семи растворителей. В табл. 26.6 (т. 2)
приведены величины Rf для этих соединений и для других нар-
котических анальгетиков. Шерма и др. [123] разработали
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Величины

Таблица 156

некоторых опийных алкалоидов и синтетических
производных морфина [78]

Алкалои t

Морфин

Дилаудид

Дикодид

Кодеин

Дионин

Ацедикон

Эукодал

Папаверин

Наркотин

Тебаин

Условия разделения *

А а

10

13

28

3 3

3 7

59

7 0

78

81

—

Б б В б

2

5

10

12

14

24

4 7

7 4

78

—

27

27

3 4

41

4 4

—

79

86

92

Г, в

0

6

6 3

3 7

57

9 0

7 5

89

9 4

85

* Элюенты: А — хлороформ—этанол ( 8 : 2 ) ; Б— хлороформ—этанол (9 : 1);
В — диметилформамид—диэтиламин—этанол—этилацетат (5 : 2 · 20 : 75), Г —
бензол—гептан—хлороформ—диэтиламин ( 6 : 5 : 1 : 0,02).

Адсорбенты: а — силикагель G, приготовленный с 0,2 н. гидроксидом
калия; б — силикагель G, в — слои целлюлозы, пропитанные 20%-ным рас-
твором формамида в ацетоне

спектроденситометрические определения производных морфина
и амфетамина на тонких слоях. Городецкий [124] приводит
данные по чувствительности обнаружения 16 опиоидов, кокаина
и хинина. Стил [125] перечисляет восемь смесей растворителей
для разделения и идентификации 26 наркотиков, найденных
в описях; он обнаружил, что хорошее разделение морфина, ко-
деина, тебаина, папаверина и наркотина обеспечивают такие рас-
творители, как этилацетат—бензол—ацетонитрил—аммиак
(50:30:15:5 или 2 5 : 3 0 : 4 0 : 5 ) . Разработана чувствительная
методика определения морфина [126] и героина [127] в моче;
Христопулос и Кирш [128] усовершенствовали методику выде-
ления и идентификации морфина из тканей трупа.

Рагаци и др. [129] провели разделение ряда алкалоидов,
включая некоторые соединения опийной группы (табл. 15.5),
на слоях оксида магния, пропитанного фторидом кальция или
сульфатом магния. В оригинальной статье приведены значения
Rf для других алкалоидов, а также величины Rf, полученные
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при элюировании опийных алкалоидов различными раствори-
телями.

Хуанг и др. [130] разделили семь опийных алкалоидов на
слоях полиамида, применяя смеси циклогексан—этилацетат—•
я-пропанол—-диметиламин (30:2,5:0,9:0,1) и вода—абсолют-
ный этанол—диметиламин (88 : 12 : 0,1).

Другие алкалоиды семейства маковых

Пфайфер [131, 132] проанализировал 82 алкалоида семей-
ства маковых, проводя разделение на силикагеле G со смесью
бензол—ацетон—метанол (7 :2 :1) и на оксиде алюминия со
смесью гептан—хлороформ—эфир ( 4 : 5 : 1 ) ; полученные вели-
чины Rf он свел в таблицы, в которых дал также ссылки на
оригинальные работы. Для дополнительного разделения алка-
лоидов с низкими значениями Rf Пфайфер рекомендует
смесь бензол—ацетон—эфир—изопропанол—3 %-ный аммиак
(20:15:10:7,5:2,5). Обнаружение пятен Пфайфер проводил
модифицированным реактивом Драгендорфа [133].

Смешанные изохинолиновые алкалоиды

Проводя синтез изохинолиновых алкалоидов, Боббит и др.
[134] осуществили разделение ацетатов алкалоидов методом
препаративной ТСХ.

бис-Бензилизохинолиновые алкалоиды разделяли на слоях
щелочного силикагеля G [135], элюируя их смесью раствори-
телей хлороформ—этилацетат—метанол ( 2 : 2 : 1 ) . В работе
[135] приведены величины RT, полученные при разделении
шести соединений этой группы. Батнагар и Баттачари [136]
также использовали ТСХ.

10. ИНДОЛОВЫЕ АЛКАЛОИДЫ

Алкалоиды спорыньи

Склероции (рожки) спорыньи, содержащие большую группу
алкалоидов, представляют собой грибницу гриба Claviceps'
purpurea. Клавен и Рохельмайер [137] и Клавен и др. [138]
провели разделение алкалоидов спорыньи на нейтральном си-
ликагеле со смесями хлороформ—этанол. Для обнаружения ин-
доловых соединений пластинки опрыскивали реактивом Ван
Урка. При полуколичественном определении обычно сравнивают
интенсивность окраски пятен проб, обработанных реактивом
Ван Урка, и стандартного соединения; при количественном опре-
делении элюируют определяемое соединение и после обработки

реактивом Ван Урка определяют интенсивность окраски элюата
в колориметре. Тайхер и др. [54] разделяли эти же алкалоиды
методом ступенчатого элюирования на целлюлозе, пропитанной
формамидом. Целлюлозные пластинки пропитывали, окуная
в 20 %-ный раствор формамида в ацетоне, после чего пластинки
выдерживали, чтобы ацетон испарился. Сначала пробу элюиро-
вали смесью бензол—гептан—хлороформ ( 6 : 5 : 3 ) , длина пути
разделения при этом составляла 15 см, а затем в том же нап-
равлении смесью бензол—гептан (6:5) (табл. 15.7). В работе
[139] описано разделение гидрированных алкалоидов спорыньи
на пропитанном слое; в этом случае элюентом служила смесь
этилацетат—гептан—диэтиламин (5:6:0,02). Райхель и Кудр-
нач [140] разделили 16 алкалоидов спорыньи на силикагеле,
пропитанном формамидом, применяя смесь диизопропиловый
эфир—тетрагидрофуран—толуол—диэтиламин (75 : 15 : 15 : 0,1)
или изопропиловый эфир—толуол—этанол—диэтиламин
(75:20:5:0,1).

Грогер и Эрдж [141] рассмотрели результаты разделений
алкалоидов спорыньи, проведенных с восьмью различными си-
стемами. Мак-Лафлин и др. [142] изучали разделение 12 алка-
лоидов спорыньи на силикагеле G со смесями бензол—диметил-
формамид (13:2) или этилацетат—диметилформамид—этанол
(13: 1,9:0,1) и на оксиде алюминия G со смесью хлороформ—•
этанол—вода (3 :1 :1) (табл. 15.7). Кроме опытов с индивиду-
альными соединениями были проведены анализы смесей и уста-
новлено влияние смеси на величины Rf индивидуальных компо-
нентов. Обнаружение алкалоидов осуществляли, опрыскивая
пластинки реактивом Эрлиха (5 %-ный раствор /г-диметилами-
нобензальдегида в концентрированной соляной кислоте), и рас-
сматривали их в УФ-свете. Количественное определение алкало-
идов спорыньи проводят следующим образом: элюируют пятно,
обрабатывая 30 мин раствор я-диметиламинобензальдегадом,
и измеряют поглощение в области 590 нм. Поскольку алкалоиды
данной группы изменяются под действием света, все эти опера-
ции проводят при слабом освещении. Авторы работы [143] оп-
ределяли эти алкалоиды методом флуоресценции; чувствитель-
ность определения указанным способом колебалась в пределах
15—100 нг.

Грогер и др. [144] разделяли алкалоиды, полученные из
Claviceps paspali, на закрепленных крахмалом слоях кремневой
кислоты. Эти авторы сравнивают спорынью, доставленную из
Австралии и собранную в США в шт. Арканзас. Проверяя чи-
стоту природных и гидрированных алкалоидов спорыньи, Цин-
сер и Баумгартель [145] проводили разделение на пластинках
силикагеля со смесями бензол—хлороформ—этанол ( 2 : 4 : 1 )
и гептан—четыреххлористый углерод—пиридин ( 1 : 3 : 2 ) .
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Таблица 157

Величины i?/X100 алкалоидов спорыньи и некоторых гидрированных
производных *

Алкалоид

Эрготамин

Эргозин

Эргокристин

Эргокорнин

Эргокриптин

Эрготаминин

Эргозинин

Эргокристинин

Эргокорнинин

Эргокриптинин

Зргоновин

Эргометринин

Эргометрин

Дигидроэрготамин

Дигидроэргокристин

Ди1 идроэргокорнин

Дигидроэргокриптин

а

1,0

1,6

9,3

9,5

14,8

6,5

11,5

37,9

31,0

45,7

0,0

0,8

Силикагель С

б

3 1 , 3

3 5 , 0

5 4 , 4

5 7 , 9

5 9 , 8

6 8 , 2

7 4 , 7

7 9 , 6

8 3 , 3

8 5 , 4

1 7 , 3

4 4 , 1

β

3 0 , 8

3 1 , 4

5 5 , 8

5 8 , 8

5 5 , 4

6 3 , 8

6 7 , 7

7 4 , 3

7 2 , 6

7 4 , 6

1 2 , 0

3 8 , 4

г

13

13

28

28

28

34

34

45

45

45

д

51

51

69

69

69

75

75

81

81

81

30

17

11

14

Целлюлоза,
пропитанная

ДМФ

е

6

11

67

7 3

8 3

50

6 5

9 0

9 3

9 7

Ж

1 1

1 7

4 1

5 0

6 1

9

3 0

3 8

5 0

* Элюенты: а — хлороформ—этанол—вода ( 3 : 1 : 1), длина пути разделе-
ния 17см [142]; б — этилацетат—Ν,Ν-диметилформамид—этанол (13 : 1,9 . 0,1),
17 см [142]; в — бензол—Ν,Ν-диметилформамид (13:2), 17 см [142]; г —
хлороформ—этанол (19:1), 10 см [137, 138]; д — хлороформ—этанол (9 1),
10 см [137, 138]; е — первое разделение бензол—гептан—хлороформ ( 6 : 5 - 3),
15 см, и второе разделение бензол—гептан (6:5), 15 см [54]; ж — этилаце-
тат—гептан—диэтиламин (5 • 6 : 0,02) [139]

С помощью этой же методики проверяли устойчивость алкалои-
дов спорыньи в водных препаратах.

Как показали Клавен и Рохельмайер [137] (табл. 15.8), ал-
калоиды, родственные клавину, можно разделить на силикагеле.
В качестве элюентов пригодны хлороформ—этанол и этилаце-
тат—этанол—диметилформамид (85:10:5). Лучшее разделение
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получают в том случае, когда вначале элюируют пробу смесью
хлороформ—этанол (95:5), а затем диметилформамидом. Агу-
релл и Рамстад [146] выделяли алкалоиды клавина из спо-
рыньи Penniseium на силикагеле G, элюируя пробу смесью этил-
ацетат—этанол—диметилформамид (13 :1 :1) . Эти авторы оп-
ределили значения Rf для 18 соединений (табл. 15.8).

Величины

Таблица 15.8

клавиновых алкалоидов, полученные на силикагеле
с различными элюентами

Алкалоид

Аргоклавин

Элимоклавин

Пенниклавин

Изопенниклавин

Сетоклавин

Изосетоклавин

Секаклавин

Лизерген

Лизергол

Изолизергол

Фестуклавин

Пироклавин

Лизергин

Изолизергин

Костаклавин

Дигидроэлимоклавин

Фумигаклавин А

Фумигаклавин В

Этилацетат —
этанол —ди-

метил-
формамид
(13 : 1 : 1)

[1461

5 4

2 3

38

71

68

81

5

7 5

27

5 7

3 6

51

6 4

78

16

12

7 4

40

Хлороформ —этанол [137] а

95 : 5

15

2

4

8

18

20

90: 10

3 8

13

17

3 0

4 2

4 6

20

80:20

4 5

15

20

3 5

50

60

а Длина пути разделения 10 см.

Хофман [147] и Хофман и Чертер [148] исследовали семена
Rivea corymbosa, о лекарственных свойствах которого известно
с давних времен, и Ipomoea tricolor Cav. Разделение проб на
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компоненты проводилось на слоях оксида алюминия с исполь-
зованием смеси хлороформ—метанол (95:5). Для успешной
идентификации оказалось необходимым комбинировать коло-
ночную хроматографию с препаративной ТСХ. В результате
были выделены кристаллические соединения, идентифицирован-
ные как амид лизергиновой кислоты, амид изолизергиновой кис-
лоты, ханоклавин, элимоклавин и лизергол. Байерман и др.
[149] исследовали семена, а в некоторых случаях и листья
25 видов семейства вьюнковых на присутствие индоловых алка-
лоидов и алкалоидов спорыньи. Эти алкалоиды были обнару-
жены только в Ipomoea rubrocoerulea Hook var. Praecox и в од-
ном из сортов Ipomoea были найдены индоловые алкалоиды.

Полученные хроматограммы практически идентичны хрома-
тограммам, приведенным Хофманом [147].

Генсст и Фармило [150] использовали метод ТСХ для обна-
ружения и определения диэтиламида лизергиновой кислоты
в присутствии героина или других официально проверяемых ле-
карственных веществ. После элюирования пятен проводили
спектрофотофлуориметрический анализ. Изучая возможность
идентификации лизергиновой кислоты среди 14 родственных ал-
калоидов спорыньи, включенных в список запрещенных лекарст-
венных веществ, Фаулер и др. [151] обнаружили, что ни один
индивидуальный растворитель из 18 исследованных не может
обеспечить отделение лизергидов от других алкалоидов.

Алкалоиды видов Rauwolfia

Эти алкалоиды разделяли на незакрепленных слоях оксида
алюминия [122] и на слоях целлюлозы, пропитанных формами-
дом [78] (табл. 15 9). Дополнительные данные по значениям Ri
можно найти в табл. 15.2.

Шлеммср и Линк [152, 153] выделили резерпин, элюируя
пробу, помещенную на пластинку с силикагелем, смесью метил-
этилкетон—гептан (8,4:33,6:58). Количественное определение
было осуществлено следующим образом: пятна элюировали
смесью 96%-ный этанол—диоксан (1:1) и измеряли на спект-
рофотометре поглощение элюата в УФ-свете. Лиукконен [154]
использовал этот же метод для разделения резерпина, ресцинн-
амина, аймалина, иохимбина и раубазина.

Ульман и Кассалитцкий [155] выделили резерпин и ресцинн-
амин из фармацевтических растворов, содержащих в качестве
добавки полиэтиленоксид. Предварительное разделение прово-
дили следующим образом: смешивали 4 мл жидкого экстракта
с 3,0 г 10 %-ного раствора карбоната натрия и растирали затем
с 4 г кизельгура. После тщательной сушки смеси в эксикаторе
ее затем экстрагировали хлороформом. Экстракт концентриро-

Таб гица 15 9

Величины /?/Х100 некоторых алкалоидов видов Rauwolfia

Алкалоид

Сарпагин

Серпентин

Аймалин

Иохимбин

Ресциннамин

Резерпин

Резерпинин

Аймалицин

Серпентинин

Пропитанная
формамидом
целлюлоза и
гептан —ме-
тилэтилкетон

(1 1) )78] а

3 , 0

6 , 0

28

3 3

51

5 9

89

Незакрепленные слои оксида алюминия

хлороформ —
ацетон

(85 15) б

2 , 4

2 , 4

6 0

77

абсолютный

этанол β

7 5

87

86

хлороформ —
этанот — аце-

тон (90 • 5 5) б

3 4

51

8 9

7 3

а Разделение проводили в атмосфере аммиака
6 Длина пути разделения 13 см

вали при низкой температуре до объема 5 мл и наносили на
слои силикагеля, пропитанные формамидом. Для разделения
применяли смесь н-гептан—металэтилкетон (2:1), насыщенную
водой. Для обнаружения пятен использовался реактив Драген-
дорфа; чувствительность определения при этом составляла
0,5 мкг. Опрыскивая пластинки после реактива Драгендорфа
смесью 100 мл 5 %-ной хлорной кислоты и 3 мл 0,05 Μ раствора
хлорида железа (III), можно повысить чувствительность опреде-
ления до 0,05 мкг. Количественное определение осуществляют
по способ} Шлеммера и Линка [152, 153]. Курт [156] разде-
лил алкалоиды видов Rauwolfia на две группы, эстрагируя
раствор алкалоидов в 1 Μ соляной кислоте хлороформом при
двух различных концентрациях аммиака. Более слабые осно-
вания удалось разделить на силикагеле, применяя смесь мета-
нол—метилэтилкетон—гептан ( 1 : 3 : 6 ) ; более сильные основа-
ния делили, элюируя смесью м-бутанол—уксусная кислота—
вода ( 4 : 1 : 1 ) . Для количественного определения 12 обычных
алкалоидов вида Rauwolfia применяли пять систем раствори-
телей.



444 Часть II

Алкалоиды хармалы

Бернауэр [158] выделил хармин и 1,2,3,4-тетрагидрохармин
из индийских слабых наркотиков экстракцией с последующим
хроматографированием на оксиде алюминия при элюировании
смесью ацетон—этанол (85:15). Применяя тонкие препаратив-
ные слои, хармин можно извлечь с выходом 1,3 %, а его тетра-
гидропроизводное — с выходом 0,2%. Грогер [159] выделил
харман, хармин, хармалин, хармол и хармалол на силикагеле,
пользуясь такими смесями растворителей, как хлороформ—ме-
танол—10%-ный аммиак (80:20:1,5) и хлороформ—метанол
(3:1); при этом были получены следующие значения R}: 0,65;
0,5; 0,66; 0,44; 0,35; 0,02; 0,46; 0,30; 0,13 и 0,02 соответственно.
Лутамский и др. [160] определяли харман и хармин спектро-
скопическими методами после обработки элюатов смесью ме-
танол—серная кислота (100: 1).

Стрихниновые алкалоиды

В работе [161] описана методика отделения стрихнина от
бруцина на силикагеле G. На пятно пробы наносят раствор
бихромата калия, окисляя тем самым бруцин до о-хинона, ко-
торый остается на линии старта. Стрихнин же элюируют и за-
тем обрабатывают реактивом Бурхарда, при этом он дает ко-
ричневые пятна. Этим методом обнаруживают стрихнин и бру-
цин во внутренних органах отравленных крыс.

Грандолини и др. [162] разделяли стрихниновые алкалоиды
на силикагеле, применяя смесь бутанол—соляная кислота (95:5),
насыщенную водой, а также смесь хлороформ—метанол (4: 1).
Описана также методика двумерного элюирования смесями на
основе хлороформа в одном направлении и кислотным элюен-
том в другом. Этим же авторам удалось выделить из Skyganthus
acutus некоторые стероизомерные алкалоиды, относящиеся
к группе циклопентанолпиперидиновых. Для различных исследо-
ванных алкалоидов приведены значения Rt. Вайсман и др. [163]
провели выделение некоторых продуктов реакции стриханона
методом ТСХ на больших пластинках.

Тридцать алкалоидов, найденных в растениях вида Sin/c/mos,
удалось разделить методом ТСХ на оксиде алюминия с семью
различными системами растворителей; исследована корреляция
между значением Rf и строением соединения [164].
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Алкалоиды видов барвинка (алкалоиды Cantharanthus)

Яковлевич и др. [165] выделили из Vinca rosa восемь алка-
лоидов. Разделение эти авторы проводили на слоях оксида алю-
миния, к которому, чтобы избежать образования «хвостов» у пя-
тен, добавляли 0,5 и. раствор гидроксида лития. В качестве элю-

'ентов они использовали смеси этанол—ацетонитрил (5:95) и
бензол—ацетонитрил (7:3). Для обнаружения применяли 1 %-
ный раствор сульфата церия-аммония в 85%-ной фосфорной
кислоте. Под действием этого реактива пятна различных алка-
лоидов окрашиваются в разные цвета. Пластинки опрыскивают
разбавленным вдвое реактивом и нагревают 5 мин при 100 °С.
Обнаружение пятен следует проводить сразу же после разделе-
ния, так как при интервале более чем в 30 мин пятна окраши-
ваются слабо. При разделении на оксиде алюминия [166] ис-
пользовали такие элюенты, как бензол, бензол—этиловый эфир
(1:1) и бензол—этилацетат (4:1). Кон и др. [167] приводят
значения Rf для 26 алкалоидов видов барвинка Vinca L., полу-
ченные на силикагеле и оксиде алюминия с применением 9 элю-
ентов. Для некоторых более трудных разделений рекомендуются
два дополнительных растворителя. Сложные смеси с успехом
анализируются методом двумерного хроматографирования.
Фарнсворс и др. [168] исследовали разделение 63 алкалоидов
Cantharanthus на силикагеле с тремя элюентами.

Оксиндоловые алкалоиды

Шеллард и др. [169] провели хроматографический анализ
18 оксиндоловых алкалоидов на силикагеле и оксиде алюминия
и опубликовали ряд статей, посвященных этой группе алкалои-
дов. В частности, эти авторы рассмотрели способы количествен-
ного определения оксиндолов Mitragyna методами денситомет-
рии [170], УФ-спектрофотометрии [171] и колориметрии [172].
На силикагеле элюирование велось смесями: хлороформ—аце-
тон (5:4), этилацетат—хлороформ (95:5), этилацетат—17%-
ный аммиак—изопропанол ( 9 : 4 : 7 ) , а также эфир—диэтила-
мин (19:1). На пластинках со слоями оксида алюминия пробу
можно элюировать смесью этилацетат—хлороформ (95:5). Не-
давно Шеллард и Хоутон [173] исследовали виды Mitragyna,
растущие в Азии.

Различные индоловые алкалоиды

Кумп и сотр. [174—176] проводили работы по выделению
алкалоидов Pleiocarpa на силикагеле G, применяя для элюиро-
вания 7%-ный раствор метанола в хлороформе. Ими получены
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следующие значения Rst (если в качестве стандарта принят
плейокарпин): плейокарпинин 0,69; копсинин 0,62; эбурнаменин
0,90; плейомутин 0,37; плейомутинин 0,17; плейокарпамин 0,48
и плейокарпинидин 0,46. При элюировании 4 %-ным раствором
метанола в хлороформе плейокарпинилам дает /?Si=l,55, а коп-
синилам—1,35. В качестве реактива для обнаружения К) ми
и сотрудники использовали насыщенный раствор сульфата це-
рия в 60 %-ной серной кислоте.

Вальсер и Джерасси [177] исследовали алкалоиды Vallesia
dichotoma и привели значения Rf 22 индоловых и дигидроиндо-
ловых алкалоидов, полученных при разделении этих соединений
на силикагеле с помощью смесей растворителей метанол—мети-
ленхлорид (5:95) и метанол—этилацетат (5:95). В работе
этих авторов [178] указывается также, в какие цвета окраши-
ваются пятна при опрыскивании пластинок реактивом Т-53
(сульфат церия).

Аугрелл и др. [179] исследовали индоловые алкалоиды ви-
дов Virola и других южноамериканских растений. Из Riccardia
sinuata выделены два новых соединения [180]. Авторы работы
[1_81] разработали методику выделения из биологических ма-
териалов и идентификации индолового алкалоида ибогаина.
Филлипсону и Шелларду [182] удалось методом ТСХ на оксиде
алюминия с добавкой 15 % сульфата кальция разделить индо-
ловые алкалоиды с цис- и гранс-кольцевыми связями.

П. ПИРРОЛИЗИДИНОВЫЕ АЛКАЛОИДЫ

Чалмерс и др. [183] приводят величины Rf для группы из
58 соединений, включая пирролизидиновые алкалоиды и основ-
ные их производные, полученные на слоях силикагеля G, при-
готовленных из 30 г смеси адсорбент—связующее с 60 мл 0,1 н.
раствора гидроксида натрия. В качестве элюента использовался
метанол. Кроме того, эти же авторы приводят величины Rf, по-
лученные методом хроматографии на бумаге, и времена удер-
живания, установленные при газохроматографическом анализе.
Шарма и др. [184] исследовали восемь видов Crotalaria. Пиро-
лизидиновые основания разделяли на силикагеле, применяя
для элюирования смесь хлороформ—метанол—аммиак
(85 : 14 : 1). Алкалоиды Liguaria и Senecia изучали методом ТСХ
[183, 186]. Маттокс [187] предложил более чувствительную
пробу на пирролизидиновые алкалоиды, которая является поло-
жительной только в случае алкалоидов с ненасыщенным (3-
пирролин) кольцом в основной части (Т-244).
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12. РАЗЛИЧНЫЕ АЛКАЛОИДЫ

Шарлеман [188] выделил алкалоиды акридина из наростов
Ruta graveolens, применив смешанные слои адсорбентов из
карбоната кальция—оксида магния—гидроксида кальция
(29,5 : 6 : 5) и такой элюент, как петролейный эфир—бензол—
метанол—метилэтилкетон (70:20:2 :8) , и полиамид со смесью
тех же растворителей, взятых несколько в другом соотношении
(50:40 :5 :5) .

Германек и др. [189] привели список значений Rf для 37
алкалоидов, разделенных на слоях оксида алюминия с исполь-
зованием 8 различных растворителей, включая хлороформ, эта-
нол, бензол и смеси этанола и хлороформа. Парис и Парис [190]
приводят величины Rj, полученные для 20 алкалоидов на сили-
кагеле и оксиде алюминия. В статье [122] дан список величин
Rf для 42 алкалоидов Amarillidaceae; эти алкалоиды были раз-
делены на силикагеле G с применением этилацетата, хлоро-
форма и метанола ( 2 : 2 : 1 ) .

Мате и др. [191] исследовали алкалоиды Colchicum hunga-
ricum. Элюентами служили хлороформ, метанол и смесь этила-
цетат—бензол (5:95); тонкий слой готовили из силикагеля.
Проведенные исследования показали, что в Colchicum hungari-
cum и Colchicum autumnale содержатся в основном одни и те
же алкалоиды. Авторы [192] разделили на силикагеле G про-
изводные некоторых колхициновых алкалоидов подсемейства
Wurmbaeoideae, применяя элюирование смесями бензол—этила-
цетат—диэтиламин ( 5 : 4 : 1 и 7 :2 :1) и циклогексан—диэти-
ламин (4:1) и 8 %-ным метанолом. Для отделения колхицино-
вых алкалоидов от геленовых препаратов колхицина использо-
валась двумерная ТСХ [193].

Алкалоиды Senecio cineraria разделяли [194] на силикагеле
со смесью хлороформ—метанол (9:1). Анализ алкалоидов
<S. vulgaris проведен методом двумерной ТСХ на силикагеле со
смесью н-бдтанол—уксусная кислота—вода (1 :1 :1) в одном
направлении и метанол — во втором [195].

Фиш и Уотерман [196] обнаружили шесть алкалоидов в Fa-
gara macrophylla, проанализировав хроматографически на слоях
силикагеля фракцию, растворимую в хлороформе. Эти же ав-
торы [197] изучили алкалоиды Fagara rubescens и F. leprieurii.

Алкалоиды корней ипекакуаны также были разделены мето-
дом ТСХ на слоях силикагеля G при элюировании пробы
смесью толуол—бензол—этилацетат—диэтиламин—метанол
(35:35:20:10:2) [198]. Авторы статьи [199] разработали ден-

ситометрический метод определения основных алкалоидов.
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Хабиб и Харкисс [198] также опубликовали работу по количест-
венному определению эметина и сефаелина.

Хо и Мартин [200] выделили на диоксиде кремния из смеси
хинолизидиновых алкалоидов 22 алкалоида люпина. Элюентом
в данном исследовании служила смесь хлороформ—метанол—·
аммиак с соотношением компонентов от 9 5 : 4 : 1 до 85 :15 :1 .
В этой же работе приведены величины Rf, полученные при раз-
делении на оксиде алюминия (бензол—ацетон—метанол,
34 : 3 : 3) и целлюлозе (бутанол—конц. соляная кислота—вода,
70:7,5: 13,5).

Лепри и др. [201] проанализировали 48 алкалоидов методом
ТСХ на тонких слоях катионо- и анионообменников. В работе
этих авторов приведены величины Rf, полученные для 41 алка-
лоида на ионообменниках био-ред AG 1-X4 и целлекс D с че-
тырьмя буферными растворами при различных рН, а также на
слое микрокристаллической целлюлозы с одним буферным рас-
твором. Обнаружение пятен осуществлялось усовершенствован-
ным реактивом Драгендорфа.

ЛИТЕРАТУРА

1. Kirchner J. G., Miller J. M., Keller G. I., Anal. Chem., 23, 420 (1951).
2. Kozuka H., Kagaku Kenkyusho Hokoku, 16, 39 (1963); through Chem.

Abstr., 59, 15121 (1963).
3. Лобанов В. И., Судебно-медицинская экспертиза, 6, 42 (1963).
4. Machata в., Mikrochim. Acta, 47, 79 (1960).
5. Farnsworth N. R., Euler К. L, Lloydia, 25, 186 (1962).
6. Munier R., Macheboeuf M., Bull. Soc. Chim. Biol., 33, 846 (1951).
7. Neto J. J., Mancini В., Rev. Fac. Farm. Odontol. Araraquara, 2, 29 (1968);

through Chem. Abstr., 71, 16016m (1969).
8. Bush L. P., Jeffreys J. A. D., J. Chromatogr., I l l , 165 (1975).
9. Waldi D., Schnackerz K., Munter F., J. Chromatogr., 6, 61 (1961).

10. Baiulescu G. E., Constantinescu Т., Anal. Chem., 47, 2156 (1975).
11. Noirfalise Α., Mees G., J. Chromatogr., 31, 594 (1967).
12. Teichert K-, Mutschler E., Rochelmeyer Η., Ζ. Anal. Chem., 181, 325 (1961).
13. Mule S. J., Anal. Chem., 36, 1907 (1964).
14. Tyihak E., Held G., "Thin-Layer Chromatography in Pharmacognosy", in

Progress in Thin-Layer Chromatography and Related Methods, Vol. II,
A Niederwieser and G. Pataki, Eds., Ann Arbor Science, Ann Arbor, Mich.,
1971, p. 183.

14a. Tyihak E., Vagujfalvi D., "Thin-Layer Chromatography and Related Me-
thods", Vol. Ill, A. Niederwieser and G. Pataki, Eds, Ann Arbor Science,
Ann Arbor, Mich., 1972, p. 71.

15. Anonymous, J., Chromatogr., Sci, 12, 328 (1974).
16. Anonymous, J., Chromatogr., Sci., 10, 352 (1972).
17. Achari R. G., Court W. £., Planta Med., 24, 176 (1973).
18. Giacopello D., J. Chromatogr., 19, 172 (1965).
19. Hsiu H.-C, Huang J.-T., Shih T.-B., Yang K.-L, Wang Κ.-Ί., Lin A. L.,

J. Chin. Chem. Soc. (Taiwan), 14, 161 (1967).

I

1
J

20. Ivanov N., Boneva Α., Bulg. Tytutyun, 11, 30 (1966); through Chem. Abstr.,
65, 8668f (1966).

21. Zarebska I., Ozarowski Α., Farm. Pol., 22, 518 (1966); through Chem.
Abstr., 66, 40741m (1967).

22. Ragazzi E., Veronese G., Mikrochim. Acta, 1965, 966.
23. Ebel S., Bahr E., Plate E., J. Chromatogr., 59, 212 (1971).
24. Borke M. L., Kirch E. R., J. Am. Pharm. Assoc. Sci. Ed., 42, 627 (1953).
25. Scharlemann W., Z. Naturforsch., 27b, 806 (1972).
26. Agurell S., Acta Pharm. Succica, 2, 357 (1965); through Chem. Abstr., 64,

6404g (1966).
27. Calderwood J. M., Fish F., J. Pharm. Pharmacol, 21 (Suppl.), 126 (1969).
28. Wan A. S. C, J. Chromatogr., 60, 371 (1971).
29. Seller N.. Demisch L, Biochem. Pharmacol, 23, 259 (1974).
30. Haag-Berrurier M., Mathis M. C, Ann. Pharm. Fr., 31, 457 (1973).
31. Vagujfalvi £>., Planta Med., 13, 79 (1965).
32. Hornemann K- M. K., Neal J. M., McLaughlin J. L., J. Pharm. Sci., 61,

41 (1972).
33. Aynilian G., Farnsworth N. R., Lyon R. L, Fong H. H. S., J. Pharm. Sci.,

61, 298 (1972).
34. Castagnou M. R., Larcebau S., Bull. Soc. Pharm. Bord., 103, 201 (1964);

through Chem. Abstr., 62, 10798f (1965).
35. Guv en К. С, Guven N., Eczacilik Bull, 14, 75 (1972); through Anal. Abstr.,

24, 3040 (1973).
36. Niwaguchi Т., Inoue Т., J. Chromatogr., 43, 510 (1969).
37. Teichert K-, Mutschler E., Rochelmeyer H., Dtsch. Apoth.-Ztg., 100, 477

(1960).
38. Haisova K-, Slavik I., Dolejs L., Collect. Czech. Chem. Commun., 38, 3312

(1973).
39. Puech Α., Jacob M., Gaudy D., J. Chromatogr., 68, 161 (1972).
40. Shellard E. J., Sarpong K., J. Pharm. Pharmacol, 22, (Suppl.), 34S (1970).
41. Smith G., Proc. Soc. Anal. Chem., 8, 66 (1971).
42. Костенникова 3. P., Хихиро В. Е., Фармация, М., 18, 39 (1969).
43. Shellard Ε. J., Houghton P. J., Planta Med., 20, 82 (1971).
44. Messerschmidt W., J. Chromatogr., 33, 551 (1968).
45. Wakelyn P. J., Stipanovic R. D., Bell Α. Α., J. Agric. Food Chem., 22,

567 (1974).
46. Karatodorov K-, Farmatsiya (Sofia), 16, 41 (1966); through Chem. Abstr.,

66, 68970J (1967).
47. Chen C.-C, Chang S.-L., Tai J.-L, Yao Hsueh Hsueh Pao, 13, 131 (1966);

through Chem. Abstr., 65, 8674c (1966).
48. Saint-Firmin A. R., Paris R. R., J. Chromatogr., 31, 252 (1967).
49. Sarsunova M., Hrivndk J., Pharmazia, 29, 608 (1974).
50. Baehler В., Helv. Chim. Acta, 45, 309 (1962).
51. Senanayake U. M., Wijesekera R. О. В., J. Chromatogr., 32, 75 (1968).
52. Luedy-Tenger F., Pharm. Acta Helv., 45, 254 (1970).
53. Franzke C, Grunert K. S., Griehl Η., Ζ. Lebensm.-Unters.-Forsch., 139,

85 (1969).
54. Teichert K... Mutschler E., Rochelmeyer H., Dtsch. Apoth.-Ztg. 100, 283

(1960).
55. Sarsunova M., Schwarz V., Pharmazia, 18, 207 (1963).
56. Fincke Α., Fette, Seifen, Anstrichm., 65, 647 (1963).
57. Ristic S., Thomas Α., Arch. Pharm., 295, 524 (1962).
58. Ruecher G., Kroger H., Schikarski M., Quedan S., Planta Med., 24, 61

(1973).
59. McLaughlin J. L., Paul A. G., J. Pharm, Sci., 54, 661 (1965).
60. Todd J. S., Lloydia, 32, 395 (1969).
61. Lundstroem J., Agurell S., J. Chromatogr., 30, 271 (1967).

29 Зак № 255



450 Часть II Применение тонкослойной хроматографии 451

62. Agurell S., Lloydia, 32, 206 (1969).
63. Neal I. M., Sato P. Т., Howald W. N.. McLaughlin J. L, Science, 176, 1131

(1972).
64. Neal J. M, Sato P. Т., Johnson C. L, McLaughlin J. L, J. Pharm. Sci.,

60, 477 (1971).
65. Norquist D. G., McLaughlin J. L, J. Pharm. Sci., 59, 1840 (1970).
66. Cochin J., Daly J. W., Experentia, 18, 294 (1962).
67. Tyihak E., Gulyas Α., Juhasz K., Herba Hung., 5, 225 (1966); through

Chem. Abstr., 68, 4312r (1968).
68. Tyihak E., Juhasz K., Gulyas Α., Szoeke J., Abh. Dtsch. Akad. Wiss., Berlin

Kl. Chem. Geol. Biol, 1966, 623.
69. Juhasz К-, Tyihak E., Acta Agron. Acad. Sci. Hung., 18, 113 (1969).
70. Tschesche R., Kometani K-, Kowitz F., Snatzke G., Chem. Ber., 94, 3327

(1961).
71. Rother Α., Bobbin J. M., Schwarting A. £., Chem. Ind. (London), 1962,

654.
72. Pailer M., Libiseller R., Monatsch. Chem., 93, 403 (1962).
73. Pailer M., Libiseller R.t Monatsch. Chem., 93, 511 (1962).
74. Moll F., Arch. Pharm., 296/68, 205 (1963).
75. Pailer M., Kump W. G., Arch. Pharm., 293/65, 646 (1960).
76. Vidic E., Arch. Toxikol., 19, 254 (1961).
77. Baeumler J., Rippstein S, Pharm. Acta Helv., 36, 382 (1961).
78. Teichert K., Mutschler E., Rochelmeyer H., Dtsch. Apoth.-Ztg., 100, 477

(1960).
79. Fejer-Kossey O., J. Chromatogr., 31, 592 (1967).
80. Lovkova Μ. Y., Minozhed N. S, Prikl. Biochim. Mikrobiol, 5, 487 (1969);

through Chem. Abstr., 71, 105239d (1969).
81. Martin R. J., J. Assoc. Off. Anal. Chem., 49, 766 (1966).
82. Gonzalez A. G., Diaz Rodriguez F., An. Real Soc. Espan. Fis. Guim. (Mad-

rid), Ser. B, 58, 431 (1962); through Chem. Abstr., 58, 3686 (1963).
83. Ikram M., Bakhsh Μ. K-, Anla. Chem., 36, 111 (1964).
84. Oswald N.. Flueck H., Pharm. Acta Helv., 39, 293 (1964).
85. Khanna K. L., Schwarting A. E., Rother Α., Bobbitt J. M., Lloydia, 24,

179 (1961).
86. Khafagy S., El-Moghazy A. M., Sandberg F., Svensk Farm. Tidskr., 66,

481 (1962).
87. Vegh Α., Budvari R., Szasz G., Brantner Α., Gracza P., Acta Pharm. Hung.,

33, 67 (1963).
88. Teijgeler С Α., Pharm. Weekblad, 97, 507 (1962).
89. Neumann D., Schroeter H.-B., J. Chromatogr., 16, 414 (1964).
90. Steinegger E., Gebistorf J., Pharm. Acta Helv., 37, 343 (1962).
91. Verzar-Petri G., Haggag Μ. Υ., Herba Hung., 15, 87 (1976).
92. DeMaggio A. E., Lott J. Α., J. Pharm. Sci., 53, 945 (1964); through Chem.

Abstr., 61, 11847e.
93. Messerschmidt W., Dtsch. Apoth.-Ztg., 109, 199 (1969); through Anal. Abstr.,

18, 4295 (1970).
94. Chu B. L. W., Mika E. S., Solomon M. J., Crane F. Α., J. Pharm. Sci., 58,

1073 (1969).
95. Fiebig Α., Felczak J., Janicki S., Pharm. Pol., 25, 971 (1969).
96. Paul J., Conine F., Microchem. J., 18, 142 (1973).
97. Koontz S., Besemer D., Mackey N.. Phillips R., J. Chromatogr., 85, 75

(1973).
98. Bastos M. L., Hoffman D. В., J. Chromatogr., Sci., 12, 269 (1974).
99. Bastos M. L., Jukofsky D., Mule S. J., J. Chromatogr., 89, 335 (1974).
100. Wallace J. E., Hamilton H. E., Schwertner H.,King D. E., McNay J. L.,

Blum K., J. Chromatogr., 114, 433 (1975).
101. Polesuk J., Ma T. S, Mikrochim. Acta, 1970, 670.

102. Suszko-Purzycka Α., Trzebny W., J. Chromatogr., 16, 239 (1964).
103. Suszko-Purzycka Α., Trzebny W., J. Chromatogr, 17, 114 (Ш65).
104. Mueller K. H., Honerlagen H., Arch. Pharm., 293/65, 202 (1960).
105. Braeckman P., van Severen R., De Jaeger-Van Moeske L., Pharm. Tijdschr.

Belg., 40, 113 (1963); through Chem. Abstr., 60, 1541 (1964).
106. Sarsunova M., Hrivnak J., Pharmazie, 29, 608 (1974).
107. Rozsa Z., Szendrei K., Novak I., Minker Ε, Koltai M., Reisch J., J. Chro-

matogr., 100, 218 (1974).
108. Borke M. L, Kirch E. R., J. Am. Pharm. Assoc. Sci. Ed., 42, 627 (1953).
109. Mariani Α., Mariani-Marelli O., Rend. 1st Super. Sanita, 22, 759 (1959);

Chem. Abstr., 54, 11374 (1960).
110. Neubauer D., Mothes K., Planta Med., 9, 466 (1961).
111. Bayer /., J. Chromatogr., 16, 237 (1964).
112. Heusser D., Planta Med., 12, 237 (1964).
113. Poethke K., Kinze W., Arch. Pharm., 297/69, 593 (1964).
114. Poethke W., Kinze W., Pharm. Zentalhalle, 101, 685 (1962).
115. Poethke W., Kinze W., Pharm. Zentalhalle, 102, 692 (1963).
116. Poethke W., Kinze W., Pharm. Zentalhalle, 103, 577 (1964).
117. Моисеев Р. К-, Аптечное дело, 13, 29 (1964).
118. Kupferberg Η. J., Burkhalter Α., Way E. L., J. Chromatogr., 16, 558

(1964).
119. Szasz G., Khin L., Budvari R., Acta Pharm. Hung., 33, 245 (1963).
120. Penna-Herreros Α., J. Chromatogr., 14, 536 (1964).
121. Von Schantz M., "Uber die Anwendung der Zirkulartechnik Beim Chroma-

tographieren auf Kieselgel-Diinnschichten, Trennung und Reindarstellung
von Morphin, Papaverin und Chinin aus Deren Gemischen", in Thin-Layer
Chromatography, G. B. Marini-Bettolo, Ed, Elsevier, Amsterdam, 1964,
p. 122.

122. Ikram M., Miana G. Α., Islam M., J. Chromatogr, 11, 260 (1963).
123. Sherma J., Dobbins M. F., Touchstone J. C, J. Chrokatogr, Sci, 12, 300

(1974).
124. Городецкий С. В., Токсикология и прикладная фармакология, 23, 511

(1972).
125. Steele J. Α., J. Chromatogr, 19, 300 (1965).
126. Wallace J. E., Biggs J. D., Merritt J. H., Hamilton H. E,. Blum K,

J. Chromatogr, 71, 135 (1972).
127. Viala Α., Estadieu M., J. Chromatogr, 72, 127 (1972).
128. Christopoulos G. N.. Kirch E. R., J. Chromatogr, 65, 507 (1972).
129. Ragazzi E., Veronese G., Giacobazzi C, "Thin-Layer Chromatography of

Alkoloids on Magnesia Chromatoplates", in Thin-Layer Chromatography,
G. B. Marini-Bettolo, Ed, Elsevier, Amsterdam, 1964, p. 149.

130. Huang J.-T., Hsiu H.-C, Wang K.-T., J. Chromatogr, 29, 391 (1967).
131. Pfeifer S, J. Chromatogr, 24, 364 (1966).
132. Pfeifer S., J. Chromatogr, 41, 127 (1969).
133. Zarnack J., Pfeifer S, Pharmazie, 17, 431 (1962).
134. Bobbitt J. M., Ebermann R., Schubert M., Tetrahedron Lett, 1963, 575.
135. Doepke W., Arch. Pharm, 295/67, 605 (1962).
136. Bhatnagar A. K-, Bhattacharji S, Indian J. Chem, 2, 43 (1965).
137. Klavehn M., Rochelmeyer H., Deut. Apoth.-Ztg, 101, 477 (1961).
138. Klavehn M., Rochelmeyer H., Seyfreid J., Deut. Apoth.-Ztg, 101, 75 (1961).
139. Hohmann Т., Rochelmeyer H., Arch. Pharm, 297/69, 186 (1964).
140. Reichelt J., Kudrnac 5 , J. Chromatogr, 87, 433 (1973).
141. Groeger D., Erge D., Pharmazie, 18, 346 (1963).
142. McLaughlin J. L., Goyan J. E., Paul A. G., J .Pharm. Sci, 53, 306 (1964).
143. Eich E., Schunack W'., Planta Med, 27, 58 (1975).
144. Groeger D., Tyler V. E., Jr., Dusenberry J. E., Lloydia, 24, 97 (1961).
145. Zinser M., Baumgaertel C, Arch. Pharm., 297/69, 158 (1964).

29*



452 Часть II

146. Agurell S., Ramstad Ε., Lloydia, 25, 67 (1962).
147. Hofmann Α., Planta Med., 9, 354 (1961).
148. Hofmann Α., Tscherter H., Experientia, 16, 414 (1960).
149. Beyer/nan H. C, van de Linde Α., Henning G. J., Chem. Weekblad, 59,

508 (1963).
150. Genest K., Farmilo С G., J. Pharm. Pharmacol., 16, 250 (1964).
151. Fowler R., Gotnm P. J., Patterson D. Α., J. Chromatogr., 72, 351 (1972).
152. Link Ε , Pharm. Ztg. Ver. Apoth.-Ztg., 104, 646 (1959).
153. Schlemmer F., Link E., Pharm. Ztg. Ver. Apoth.-Ztg., 104, 1349 (1959).
154. Liokkonen Α., Farm. Aikakauslehti, 71, 329 (1962); Chem. Abstr., 58,

8850 (1963).
155. Ullmann E., Kassalitzky H., Arch. Pharm, 295/67, 37 (1962).
156. Court W. E., Can. J. Pharm. Sci, 1, 76 (1966).
157. Court W. E., Habib M. S., J. Chromatogr., 80, 101 (1973).
158. Bernauer K-, Helv. Chim. Acta, 47, 1075 (1964).
159. Groeger D , Pharmazie, 23, 210 (1968).
160. Lutomski J., Kowalewski Z., Drost K-, Kucharska M., Herba Pol., 14, 23

(1968); through Anal. Abstr., 19, 3206 (1969).
161. Rusiecki W., Henneberg M., Ann. Pharm. Fr., 21, 843 (1963).
162. Grandolini G., Galeffi C, Montalvo E., Casinovi С. С, Marini-Bettolo G. В.,

"Some Applications of Thin-Layer Chromatography for the Separation of
Alkaloids", in Thin-Layer Chromatography, Q. B. Marini-Bettolo, Ed., El-
sevier, Amsterdam, 1964, p. 155.

163. Weissman C, Schmid H., Karrer P., Helv. Chim. Acta, 45, 62 (1962).
164. Phillipson J. D., Bisset N. O., J. Chromatogr., 48, 493 (1970).
165. Jakovljevic I. M., Seay L. D., Shaffer R. W., J. Pharm. Sci., 53, 553

(1964).
166. Mokry J., Kompis I., Spiteller G., Collect. Czech. Chem., Commun., 32,

2523 (1967).
167. Cone N. J., Miller R., Neuss N., J. Pharm. Sci., 52, 688 (1963).
168. Farnsworth N. R., Blomster R. N.. Damratoski D., Meer W. Α., Camma-

rato L. V., Lloydia, 27, 302 (1964).
169. Shellard E. J., Phillipson J. D., Gupta D., J. Chromatogr, 32, 704 (1968).
170. Shellard E. J., Alam Μ. Z., J. Chromatogr, 33, 347 (1968).
171. Shellard E. J., Alam Μ. Ζ., J. Chromatogr., 32, 472 (1968).
172. Shellard E. J., Alam Μ. Ζ, J. Chromatogr, 32, 489 (1968).
173. Shellard E. J., Houghton P. J., Planta Med, 24, 341 (1973).
174. Kump W. G., Patel M. В., Rowson J. M., Schmid H., Helv. Chim. Acta,

47, 1497 (1964).
175. Kump C, Schmid H., Helv. Chim. Acta, 45, 1090 (1962).
176. Kump W. G., Schmid Я , Helv. Chim. Acta, 44, 1503 (1961).
177. Walser Α., Djerassi C, Helv. Chim. Acta, 48, 391 (1965).
178. Walser Α., Djerassi C, J. Chromatogr, 21, D5 (1966).
179. Agurell S., Holmstedt В., Lindgren J., Schultes R. E., Acta Chem. Scand,

23, 903 (1969).
180. Benesova V., Samek Z., Herout V., Sorm F., Collect. Czech. Chem. Com-

mun, 34, 1807 (1969).
181. Dhahir H. I., Jain N. C, Thornton J. / , Forensic Sci. Soc. J , 12, 309

(1972).
182. Phillipson J. D., Shellard E. J., J. Chromatogr, 24, 84 (1966).
183. Chalmers A. H., Culvenor С. С. J., Smith L. W., J. Chromatogr, 20, 270

(1965).
184. Sharma R. K-, Khajuria G. S., Atal С. К-, J. Chromatogr, 19, 433 (1965).
185. Klasek Α., Reichstein Т., Santavy F., Helv. Chim. Acta, 51, 1088 (1968).
186. Klasek Α., Sedmera P., Santavy F., Collect. Czech. Chem. Commun, 36,

2205 (1971).
187. Mattocks A. R., J. Chromatogr, 27, 505 (1967).

Применение тонкослойной хроматографии 453

188. Scharlemann W., Naturforsch. Z, 27b, 806 (1972).
189. Hermanek S., Schwarz V., Cekan Z, Pharmazie, 16, 566 (1961)
190. Paris R. R., Paris Л1, Bull. Soc. Chim. Fr, 1963, 1597.
191. Mathe I., Tyihak E., Herba Hungarica, 2, 35 (1963)
192. Potesilova H., Wiedermannova J., Santavy F., Collect. Czech. Chem Com-

mun, 34, 3642 (1969).
193. Haag-Berrurier M., Mathis M. C, Ann. Pharm. Fr, 31, 457 (1973)
194. Habib A. A M., Planta Med., 26, 279 (1974); through CAMAQ Bibliogr,

Serv, 35, 35154.
195. Kerry A Acta Argon. Acad. Sci. Hung, 24, 3 (1975); through CAMAQ

Bibhogr, Serv, 36, 36148.
196. Fish F., Waterman P. G., J. Pharm. Pharmacol, 23, 67 (1971)
!OQ" J t / u Л Т P- G,- J · P h a r m · Pharmacol, 23, Suppl. 132S (1971).
198. Habib M. S., Harkins K. J., Planta Med, 18, 270 (1970)
199. Massa V Gal F Susplugas Ρ Maestre G., Trav. Soc. Pharm. Montp,

30, 301 (1970); through Chem. Abstr., 75, 25448p (1971)
200. Cho Y. D., Martin R. O, Anal. Biochem, 44, 49 (1971)
201. Lepri L, Desideri P. G., Lepori M., J. Chromatogr, 116, 131 (1976).



Глава XVI

АМИНЫ

1. АЛИФАТИЧЕСКИЕ АМИНЫ

Тайхерт и др. [1] разделили ряд алкиламинов, в том числе
несколько ароматических аминов, используя для этой цели раз-
личные адсорбенты и различные системы растворителей
(табл. 16.1 и 16.2). Эти алкиламины можно анализировать хро-
матографически на слоях силикагеля, забуференного силикагеля
и целлюлозы. Растворители, пригодные для .разделения аминов,
приведены в указаных таблицах; следует отметить, что более
летучие амины нельзя хроматографировать растворителем, со-
держащим аммиак. Эти соединения обнаруживают, опрыскивая
пластинки нингидрином или обрабатывая парами иода.

Таблица 16.1

Величины ^τΧΙΟΟ аминов на пластинках нейтрального и забуференного
силикагеля в различных растворителях [1] а

Амин

Метиламин

Этиламин

к-Пропиламин

Изоамиламин

Кадаверин

Путресцин

Этаноламин

Гистамин

Тирамин

Фенилэтиламин
Бензиламин
Триптамин

Нейтральные слои

95 %-ный этанол —
25 %-ный аммиак

( 4 : 1)

.

—

—

—

3

3

3 0

41

56

' 6 6

7 0

6 0

фенол — вода

( 8 . 3 )

11

15

3 0

4 9

6

4

18

26

4 4

56

4 9

54

бутанол — уксус-
ная кислота — во-

да ( 4 : 1 : 5)

10

13

19

3 9

2

2

11

2

38

37

36

4 3
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Продолжение табл. 16.1

Забуференные слои

Амин

Метиламин

Этиламин

w-Пропиламин

Изоамиламин

Кадаверин

Путресцин

Этаноламин

Гистамин

Тирамин

Фенилэтиламин
Бензиламин
Триптамин

силикагель, забу-
ференный фосфатом
(рН 6,8), 70 %-ный

спирт

10

20

30

4 5

I

1

10

3

5 5

5 5

50

9 0

силикагель, забуференный
ацетатом натрия, бутанол —

уксусная кислота — вода
(4. 1:5)

7

14

2 3

4 4

1

1

10

3

4 0

4 2

4 2

4 5

С разрешения авторов и Deutsche Apotheker-Verlag.

Первичные, вторичные и тре-
тичные амины можно разделять
на силикагеле смесью хлоро-
форм—аммиак (39:1) и опреде-
лять титриметрически после пред-
варительного обнаружения пятен
парами иода [2]. Гидрохлориды
аминов разделяют [3], применяя
смесь хлороформ—метанол—
17 %-ный аммиак ( 2 : 2 : 1). Лау-
кнер и др. [4] разделили амины
Q—Ci 6 на слое силикагеля, про-
питанном ацетатом натрия; эти
авторы элюировали пробу цик-
логексаном, насыщенным му-
равьиной кислотой. Для разде-
ления многих аминов, встречаю-
щихся в биологических системах,
Аурес и др. [5] применили метод
двумерного анализа на целлю-
лозе. Растворителями служили
бутанол — 0,1 н. соляная кис-
лота в одном направлении и изо-

Таблица 16.2

Величины RfX.100 аминов,
полученные на слоях целлюлозы

со смесью амиловый спирт—
уксусная кислота—вода ( 4 : 1 : 5 )

[1]а

Амин

Метиламин

Этиламин

н-Пропиламин

к-Бутиламин

Изоамиламин

Этаноламин

Гистамин

Тирамин

Rf X 100

12

19

31

43

58

7

2

28

а С разрешения авторов и
Deutsche Apotheker-Verlag.
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пропанол—5 н. аммиак—вода ( 8 : 1 : 1 ) — в другом. Лейн [6]
отделил друг от друга первичные, вторичные и третичные амины
с длинной цепью на оксиде алюминия.

Фельткамп и Кох [7] провели хроматографический анализ
большого числа стереоизомеров, включая 24 циклогексиламина,
8 аминодекалинов, цис- и траяс-2-изопропилциклопентиламинов,
борниламин и изоборниламин, на слоях силикагеля G, приме-
няя элюент, содержащий 8 частей петролейного эфира и 17 ча-
стей смеси 2 частей концентрированного аммиака и 98 частей
ацетона. Основания обнаруживали смесью равных частей 0,1 н.
раствора иода и 10%-ной серной кислоты или реактивом Дра-
гендорфа, усовершенствованным Мунье.

Полиамины были разделены на слоях силикагеля и целлю-
лозы; элюентом служили насыщенные хлоридом натрия смеси
моноэтиловый эфир диэтиленгликоля (карбитол)—пропанол—
вода (14:3:3) и моноэтиловый эфир этиленгликоля (метил-
целлозольв)—пропанол—вода (14 :3 :3) . Для количествен-
ных исследований применяли смеси целлюлозы; после обра-
ботки нингидрином пятна элюировали и измеряли поглощение
элюата в области 575 нм [8]. Для соединений данной группы
приемлем также прямой денситометрический анализ [9]. В этом
случае амины разделяли на слое силикагеля, элюируя смесью
грег-бутанол—пиридин—26 %-ный аммиак ( 1 : 1 : 1 ) , насыщен-
ной газообразным аммиаком, и обнаруживали 0,08—1 %-ным
раствором фенолового красного в 60 %-ном этаноле. Эйб и др.
[10] предпочитают слои силикагеля, нанесенного на пластинки
из спеченного стекла, и смесь н-бутанол—уксусная кислота—
пиридин—вода ( 1 2 : 3 : 6 : 4 ) . Спеармин и спеармадин опреде-
ляли непосредственным измерением флуоресценции после обна-
ружения (но не опрыскиванием) флуорескамином в ацетоне
(20 мг/100 мл).

Беккетт и Хиулис [11, 12] исследовали причины многократ-
ного образования пятен при хроматографировании на бумаге

и тонких слоях целлюлозы с нейтральными или слабокислыми
элюентами. Они пришли к выводу, что этот эффект связан
с наличием карбоксильных групп в целлюлозе. Многократного
образования пятен можно избежать, предварительно обработав
целлюлозу диазометаном. Автор [13] изучал причины образо-
вания двойных пятен на слоях силикагеля или оксида алюми-
ния при разделении гидрохлорида фенфлурамина и других
аминов. Сульфаты таких двойных пятен не образуют. После
тщательного изучения был сделан вывод, что двойные пятна
возникают в результате а) «частичного гидролиза солей аминов,
вероятность которого определяется ионной силой кислоты,
б) улетучивания освобождающейся соляной кислоты; в) нали-

Применение тонкослойной хроматографии 457

чия заряженных групп в тонких слоях силикагеля и оксида
алюминия».

Уденфренд и др. [14] предложили флуорескамин (4-фенил-
спиро-[фуран-2(ЗН),Г-фталан]дион-3,3') в качестве реактива
(Т-128) для определения соединений, содержащих группу пер-
вичного амина, в области концентраций, измеряемых пикомо-
лями.

Лепри и др. [15] исследовали хроматографические свойства
30 алифатических аминов на слоях ионообменников дауэкса
50-Х4 (Na+- и Н+-формы), карбоксилметилцеллюлозы натрия
и рексина 102 (Na+- форма), используя для разделения соляную
кислоту и различные буферные и солевые растворы.

Группу аминов анализировали методом тонкослойного
электрофореза [16] на слоях силикагеля G, приготовленного
с добавкой 3%-ного раствора борной кислоты. В качестве
электролита применяли смесь 80 мл этанола, 30 мл дистиллиро-
ванной воды и 2 г кристаллического ацетата натрия. Величину
рН доводили до 12 40 %-ным раствором гидроксида натрия.
Напряженность поля составляла 10 В/см. Третичный амин три-
этаноламин обнаруживали щелочным раствором перманганата,
а остальные амины нингидрином. Хонеггер [17] описал двумер-
ное разделение группы аминов: в одном направлении проводился
электрофорез, в другом — хроматографирование.

Для облегчения разделения и идентификации первичных и
вторичных аминов на тонких слоях было предложено большое
число их производных, в том числе производные, образующиеся
при реакции с 5-(диметиламино) нафталин-1-сульфонилхлори-
дом (дансил или DANS-C1). В виде дансилпроизводных удается
обнаружить и определить очень небольшие количества (порядка
наномолей) соединений, существует, однако, ряд противопоказа-
ний к применению этого реагента: а) этот реактив нельзя счи-
тать специфичным, поскольку он реагирует с гидроксильными
группами фенольных соединений и с некоторыми аминокисло-
тами и спиртами; б) в процессе реакции образуются побочные
флуоресцирующие продукты; в) при наличии основных амино-
кислот, как, например, в природных продуктах, в процессе дан-
силирования возможна фрагментация. Тем не менее с помощью
этого реактива удобно определять первичные и вторичные
амины; Зейлер [18, 19] составил подробную сводку преиму-
ществ и недостатков использования этого реактива и описал ме-
тодику его применения. Производные аминов готовят следую-
щим образом. Смешивают раствор амина в воде с раствором
реактива в смеси ацетон—вода (3 : 1). На один объем воды дол-
жно приходиться три объема смеси ацетон—вода Реакционную
смесь насыщают бикарбонатом натрия. Реакция практически
завершается через несколько минут, если реактив предназначен
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для количественного анализа. Зейлер [19] рекомендует выдер-
живать реакционную смесь при комнатной температуре в тем-
ноте 3—4 ч или в течение ночи. В том случае когда в анализи-
руемой пробе содержится довольно много полиаминов и очень
мало аминов, продукты дансилирования пропускают через не-
большую колонку с сефадексом LH 20, элюируя хлороформом,
чтобы перед ТСХ отделить амины от полиаминов [18], после
чего амины разделяют на силикагеле, элюируя смесью хлоро-
форм—триэтиламин (5:1) [20] и хлороформ—этилацетат (3:1)
или циклогексан—этилацетат (7:3) [21]. Количественное опре-
деление проводят методом флуориметрии in situ или опрыски-
вают пятна производных аминов 20 %-ным 2,2', 2"-нитриолтри-
этанолом в изопропаноле [21]. Разделение дансилпроизводных
целесообразно вести методом двумерного разделения смесями
хлороформ—метанол (3 : 2) в одном направлении и хлороформ—
триэтиламин (5:1) в другом направлении [18], или этилаце-
тат—циклогексан (3:4) и бензол—триэтиламин (8:1) [22],
или этилацетат—циклогексан (3:2) и бензол—метанол—цикло-
гексан (17:1:2) [23]. В последнем случае производные ам-
миака и диамина элюируют с пластинки и повторно анализи-
руют пробу методом двумерной хроматографии, применяя сле-
дующие смеси: хлороформ—метанол (90 : 6) и хлороформ—три-
этиламин (5 : 1).

Авторы работ [24, 25] рекомендуют проводить определение
аминов с другим реактивом—7-хлор-4-нитробензокс-1,3-диазол,
который сам не является флуоресцентным; авторы указанных
работ считают, что этот реактив лучше DANS-C1. Он не обра-
зует флуоресцирующих продуктов гидролиза, более специфичен

по отношению к первичным и вторичным аминам, не образует
флуоресцирующих продуктов с фенолами, тиолами и анилинами
[26]. Производные аминов можно получить [25], нагревая в те-
чение 1,5 ч от 1 до 20 мкг амина в 25—550 мкл метанола
с 4—5 экв. 0,05%-ного метанольного раствора реактива и 50—-
100 мкл 0,1 Μ водного раствора бикарбоната натрия при 55 СС.
Реакционную смесь дважды разделяли хроматографически на
слое силикагеля; первоначально смесью циклогексан—этила-
цетат (1:1), а затем в перпендикулярном направлении дважды
смесью гептан—этилацетат—я-бутанол ( 8 : 1 : 1 ) , можно также
проводить разделение трижды на полиамидной пленке-11
(Macherey, Nagel), используя последний из упомянутых рас-
творителей. Количественный флуориметрический анализ прово-
дили in situ на полиамидных слоях.

К числу производных, применяемых в ТСХ, относятся и
3,5-динитробензамиды [1]. Их обычно получают реакцией с 3,5-
динитробензоилхлоридом. Разделение проводят на силикагеле
смесью хлороформ — 96 %-ный этанол (99:1) (табл. 16.3) и
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обнаруживают в УФ-свете или
опрыскивают раствором иода
в хлороформе или раствором
а-нафтиламина.

Производные 2,4-динитрофе-
нила получают следующим обра-
зом. Смешивают 5 ммоль гидро-
хлорида аммония и 5 ммоль 2,4-
динитрофторбензола в 50 мл аце-
тона с 10 ммоль бикарбоната нат-
рия в 50 мл воды при 60 °С и вы-
держивают 40 мин. Разделяют
производные на силикагеле, ис-
пользуя смесь пентан—бензол—
триэтиламин (45 : 45 : 10) [27].
Михалек [28] использовал метод
двумерного разделения. Пер-
вое разделение он проводил
-смесью хлороформ—метанол

Таблица 16.3

Величины Λ/Χ100 производных
3,5-динитробензамида и ряда

аминов, полученные на силикагеле
[1]

Амины

Метиламин

Диметиламин

Этиламин

Диэтиламин

н-Пропиламин

Изобутиламин

Изоамиламин

CHCls—96 %-ный
С 2 Н 5 О Н ( 9 9 : 1)

14

4 7

2 2

68

3 5

42

5 0

а С разрешения авторов и
(95 : 5) вдоль слоя силикагеля, Deutsche Apotheker-Verlag.
только часть которого пропита-
на нитратом серебра. Для вто-

рого разделения Михалек применил верхнюю фракцию смеси
метанол—тетралин—вода ( 9 : 1 : 1 ) ; это разделение он проводил
уже в другом направлении—поперек оставшейся части слоя,
пропитанного 5 %-ным раствором тетралина в эфире. Этот метод
позволяет разделить насыщенные, моноеновые и диеновые осно-
вания с длинной цепью и продукты их разложения.

В ТСХ используют также 4-(диметиламино)-3,5-динитробенз-
амиды [29, 30], их разделяют на смеси кизельгур—карбовакс
'(4:1) с помощью смешанного растворителя гексан—этилацетат
(7:3), и 4-(4-нитрофенилазо)бензамиды [31, 32], которые ана-
лизируют на силикагеле с применением смеси хлороформ—
•ацетон (20:1). Производные 9-изотиоцианатакридина [33] под-
вергают хроматографическому разделению на целлюлозе, элюи-
руя смесью диметилформамид—хлороформ—28 %-ный аммиак
"(5:13:3), 4-(фенилазо)бензолсульфамиды [34] анализируют
на оксиде алюминия со смесью этилацетат — петролейный эфир
(62—82 °С) (1:4); п-(Ы,Ы-диметиламино)бензол-и'-азобенза-
миды [35] разделяют на силикагеле с помощью ряда раствори-
телей, включая циклогексан—метилэтилкетон (7:3) . Производ-
ные енаминов (β-аминовинил-о-оксифенилкетоны) [36] хрома-
тографируют на силикагеле со смесями этилацетат—бензол
(1:5), хлороформ—ксилол (4:1) или ксилол—ацетон (9:1).

Зфиры м-толуолсульфокислоты [37] анализируют на силика-
геле, забуференном 0,5 н. щавелевой кислотой, применяя такие
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растворители, как а) хлороформ, б) хлороформ—ксилол (4: 1),
в) хлороформ—ксилол (19:1); на нейтральном оксиде алюми-
ния с а), б) или г) петролейный эфир—эфир (1:1), на основ-
ном или кислом оксиде алюминия с растворителями б), в)
или г).

2. АРОМАТИЧЕСКИЕ АМИНЫ

Ямамото [38] разделил о- и я-фенилендиамины методом ра-
диальной хроматографии на японской кислой глине.

Силикагель, осажденный в присутствии метилфениламина
[39], обнаруживает преимущественную адсорбцию этого сое-
динения и метилового оранжевого по сравнению с этилфенил-
амином или этиловым оранжевым. Противоположный эффект
наблюдают, готовя гель в присутствии зтилфениламина. Разде-
ление группы дифениламинов [40, 41] описано в разделе, по-
священном взрывчатым веществам.

орто-, мета- и ηαρα-Нитроанилины делили на незакреплен-
ных слоях оксида алюминия [42] и силикагеля [43]. Шварц и
др. [44] разделяли методом распределительной ТСХ гомологи-
ческие ряды динитрофениламинов; Кесвани и Вебер [45] ана-
лизировали нитроанилины и родственные соединения на сили-
кагеле G, применяя смесь гексан—ацетон (3:1) . Обнаружение
они осуществляли а) 5 %-ным раствором 1-нафтола в метаноле,
б) смесью растворов 0,1 Μ хлорида железа (III) и 0,1 Μ ферри-
цианида калия и в) последовательным опрыскиванием 5 %-ным
раствором нитрита натрия в 1 н. соляной кислоте, 5 %-ным фе-
нолом и 7 %-ным раствором карбоната натрия. Джилио-Тос и
др. [46] подробно исследовали разделение изомерных замещен-
ных в кольце анилинов на силикагеле G с пятью различными си-
стемами растворителей. В табл. 16.4 приведены величины Rf
этих соединений. Шерма и Марцони [47] разделили группу из
восьми анилинов и трех аминофенолов на имеющихся в продаже
адсорбционных слоях двух силикагелей, оксиде алюминия и
двух полиамидах. На силикагеле элюирование велось смесью
бензол—этанол (95:5), бензол—метанол (4:2) и бензол—аце-
тон (7:2); при разделении на оксиде алюминия использовали
смесь бензол—метанол (85:15); для слоев полиамидов приме-
няли смесь бензол—метанол (9:1). Обнаружение пятен осу-
ществляли обработкой раствором флуорескамина в ацетоне
(0,1 мг/мл) с последующим опрыскиванием 10 %-ным раствором
триэтиламина в метиленхлориде для стабилизации флуоресцен-
ции при количественных определениях, а также методом пря-
мой флуориметрии на слоях силикагеля. Чувствительность опре-
деления колеблется в пределах от 4 до 80 нг. Ринде и Тролл
[48] при разработке колориметрического анализа ароматиче-
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ских аминов использовали раствор 1 мг/мл флуорескамина
в ледяной уксусной кислоте, поскольку этот раствор реагирует
только с ароматическими аминами, образуя устойчивые желтые
продукты. Раствор реактива устойчив при комнатной темпера-
туре в течение многих недель. Разделение проводили на сили-
кагеле, применяя смесь хлороформ—уксусная кислота—мета-
нол (18:1:1) . Табак и др. [49] провели хроматографический
анализ смеси 10 замещенных анилинов на силикагеле, а также
на силикагеле, пропитанном комплексообразователем—оксидом
серебра. Элюентами служили петролейный эфир—этилацетат
(1:1) и петролейный эфир—этилацетат—бензол ( 6 : 3 : 1 ) .
Ясуда провел хроматографический анализ ароматических ами-
нов на слоях силикагеля, пропитанных солями марганца [50]
и ацетатом кадмия [51], и галогензамещенных анилинов на
слоях, пропитанных солями цинка [52].

Пастушка и Петрович [53] анализировали хроматографи-
чески азотосодержащие производные бензола, фенола, толуола,
хлорбензола, азобензола, бензотриазола, феназина и бензидина.
В работе этих авторов приведены величины Rf, полученные
с такими элюентами, как бензол, бензол—метанол (4:1) и бен-
зол—диоксан—уксусная кислота (90:25:4). Лепри и др. [54]
провели хроматографический анализ смеси 45 первичных аро-
матических аминов на тонких слоях ряда анионообменников:
AG1-X4(CH3COO-), AG1-X4(C1O-), дауэкс 50Х-4(Н+), цел-
лекс D (СНзСОО~~), натрийкарбоксиметилцеллюлозе и на мик-
рокристаллической целлюлозе. Двадцать аминов исследованы
методом электрофореза на тонких слоях AG 1-Х4(СН3СОО~).
Дункан и др. [55] провели хроматографический анализ смеси
девяти ароматических аминов на слоях целлюлозы, пропитан-
ных жидким ионообменником быс-(2-этилгексил) фосфатом.

Для облегчения разделения и идентификации этих соедине-
ний были также использованы производные ароматических сое-
динений. Например, Парихар и др. [56] приготовили производ-
ные 2,4-динитрофенила для хроматографического анализа смеси
11 ароматических аминов. Величины Rf были определены на си-
ликагеле, на забуференном диоксиде кремния, нейтральном, ос-
новном и кислом оксиде алюминия и на кизельгуре G с девятью
смесями растворителей. Можно также применять производные
дансила; Чепмен и др. [57] хроматографически проанализиро-
вали смесь 128 фенилалкильных производных на силикагеле,
используя следующие смеси: этилацетат—циклогексан (9:12),
четыреххлористый углерод—триэтиламин (5:1) и триэтил-
амин—н-бутилацетат (1:5). Были сняты также масс-спектры
этих производных. Чтобы получить окрашенные производные,
удобные для проведения хроматографического анализа, после
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Таблица 16 4

Величины ^,ΧΙΟΟ некоторых ароматических аминов на силикагеле [46] а

Амин

о-Толуидин

л-Толуидин

я-Толуидин

о-Аминофенол

л-Аминофенол

я-Аминофенол

о-Аминобензойная кислота

ж-Аминобензойная кислота

n-Аминобензойная кислота

о-Анизидин

лг-Анизидин

я-Анизидин

о-Нитроанилин

Л4-Нитроанилин

я-Нитроанилин

о-Фенилендиамин

Λί-Фенилендиамин

п-Фенилендиамин

о-Броманилин

ж-Броманилин

я-Броманилин

о-Хлоранилин

ж-Хлоранилин

я-Хлоранилин

А

6 2

54

4 0

3 4

2 9

6

6 2

5 0

59

6 0

51

11

6 9

6 4

58

0

0

0

81

70

61

7 8

6 8

6 0

Растворитель

Б

4 2

2 9

20

24

13

1

4 7

2 8

3 7

42

3 0

2

5 5

4 4

37

0

0

0

78

58

4 7

7 5

51

41

в

64
63
59
58
53
12
74
61
68
70
62
17
77
71
67
0
0
0

85
75
67
82
75
64

г

17

10
5
0
0
0

44
12
29
15
9
2

52
36
29
0
0
0

69
44
27
66
40
22

д

84

83

80

80

75

62

98

95

97

81

80

58

93 '

92

91

63

53

40

95

93

89

96

94

89

а С разрешения авторов и Elsevier Publishing Co.
в Α—дибутиловый эфир—этилацетат—уксусная кислота (10:10:1) ; Б—·

дибутиловый эфир—этилацетат—уксусная кислота ( 1 5 : 5 : 1 ) , В — Дибутило-
вый эфир—этилацетат—уксусная кислота ( 5 : 15: 1); Г — дибутиловый эфир—
уксусная кислота—я-гексан (20:1 4); Д — уксусная кислота—«-бутанол—
вода (1 : 4 : 5).
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диазотирования аминов проводят реакцию сочетания с 1- и
2-нафтолами и другими соединениями [58, 59].

Для обнаружения аминов при прямом хроматографическом
анализе применяется очень ямного реактивов. Барни и др. [60]
исследовали группу реактивов и нашли, что наиболее подходя-
щим является 2,3-дихлор-1,4-'нафтохинон, хотя он реагирует и
с соединениями других классов. Авторы установили, что п- (ди-
метиламино)бензальдегид позволяет обнаружить большинство
ароматических аминов и некоторые алифатические амины, при-
чем чувствительность обнаружения выше, чем с другими иссле-
дованными реактивами. Реакции диазотирования и сочетания
можно проводить непосредственно на слое (проба Т-78) [61];
эту реакцию сравнивали с действием 12 других реактивов. Ретни
[62] проводил диазотирование аминов, выдерживая пластинки
в атмосфере диоксида азота, и затем опрыскивал их 0,1 Μ рас-
твором β-нафтола и 0,1 Μ раствором триэтиламина в бензоле.
Чувствительность колебалась в пределах от 0,1 до 0,3 мкг, хотя
в некоторых случаях требовались большие количества соедине-
ний. Для обнаружения и дифференциации ариламинов и арило-
ксиаминов Стьюарт и Стернсон [63] использовали чувствитель-
ную реакцию с 9-хлоракридином (проба Т-62).

3. АЗОТСОДЕРЖАЩИЕ ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКИЕ СОЕДИНЕНИЯ

Мистрюков [64] разделил 34 первичных и вторичных амина,
главным образом производных декагидрохинолина и пергидро-
пиридина, использовав шесть различных смесей растворителей,
на незакрепленных слоях оксида алюминия с активностью III по
Брокману [65]. Чтобы заставить перемещаться по слою наибо-
лее прочно адсорбированные соединения, приходилось приме-
нять растворители, содержащие аммиак. Петрович [66—68] ана-
лизировал на силикагеле G некоторые производные хинолина,
а также некоторые другие соединения, встречающиеся в дегте
[69]. Янак и др. [70, 71] проводили анализ хинолина и других
азотсодержащих гетероциклических соединений на более поляр-
ном силикагеле. В качестве элюентов в этом случае пригодны
хлороформ, бензол и другие более полярные растворители
(табл. 16.5). Для обнаружения соединений применяли реактив
Драгендорфа [68] или тетрацианэтилен [70, 72].

Бендер и др. [73, 74] и Савицкий и др. [75] использовали
ТСХ и спектрофотофлуориметрию для определения свойств кар-
базолов и многоядерных карбазолов, выделенных из воздуха,
загрязненного дымами, содержащими выбросы дегтя.
В табл. 16.6 приведены величины Rf этих соединений, получен-
ные на оксиде алюминия с использованием смеси пентан—хло-
роформ (3:2) и гидроксида аммония. Смесь пентан—хлороформ
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Таблица 16.5

Величины /?/Х100 некоторых хинолинов и других азотсодержащих
гетероциклических соединений в различных системах

Азотсодержащие гете-
роциклические соедине-

ния

Хинолин

Изохинолин

2-Метилхинолин

4-Метилхинолин

6-Метилхинолин

7-Метилхинолин

8-Метилхинолин

1 -Метилизохинолин

З-Метилизохинолин

2,4-Диметилхинолин

2,6-Диметилхинолин

2,8-Диметилхинолин

Акридин

3,4-Бензохинолин

5,6-Бензохинолин

7,8-Бензохинолин

3,4-Бензакридин

Индол

2-Метилиндол

З-Метилиндол

5-Метилиндол

7-Метилиндол

Карбазол

2-Метилкарбазол

Силикагель Q

Длина пути разделения 10

хлоро-
форм [68]

11

12

16

13

18

16

31

11

8

11

4 7

19

19

13

4 7

7 5

бензол
[67,69]

9

7

4

2

5

17

бензол —
метанол
(95 : 5)
[67,69]

30

22

27

22

26

5 3

см

метанол
[67,69]

89

82

86

94

Незакрепленные
слои силикагеля

РНН
(Spolana

70
]

О *-

Η
χ-θ-

4 0 а

4 0 а

3 8 а

2 9 а

6 3

6 0

7 0

6 5

6 5

7 5

7 0

N. Е.)

2

3

4

4

3

3

2

2

4

0

1

6 5

6 5

6 5

6 5

6 4

7 4

77

Размытие с самого начала задней границы.
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Таблица 16.6

Ориентировочные величины ^/ХЮО некоторых многоядерных карбазолов
на оксиде алюминия [74]

Соединение

Карбазол

11Н-Бензо(а)карбазол

5Н-Бензо (Ь) карбазол

7Н-Бензо (с) карбазол

4Н-Бензо (def) карбазол

7Н-Дибензо(с, g) карбазол

П
ен

та
н

 —
 х

л
о

-
р

о
ф

о
р

м
 

(3
 :

 2
)

50

46

39

37

49

30

Г
и

д
р

о
к

си
д

ам
м

о
н

и
я

< 2

< 2

< 2

< 2

60

< 2

Флуоресцент-

ная окраска а

Синяя

Желтая

Синяя

„

»

Ч
ув

ст
в

и
те

л
ь-

н
о

ст
ь,

 м
к

г

0,02

0,02

0,006

0,2

0,01

0,025

а С 29 %-ным раствором гидроксида тетраметиламмония в метаноле.

особенно удобна для отделения группы карбазолов от много-
ядерных ароматических углеводородов, которые перемещаются
с фронтом растворителя, и фенольных соединений, остающихся
вблизи исходной точки. Гидроксид аммония в качестве раствори-
теля полезен при отделении соединений типа 4Н-бензо(гМ)кар-
базола от других карбазолов. Кроме того, 25%-ный водный
раствор Ν,Ν-диметилформамида можно использовать для отделе-
ния на слоях целлюлозы карбазола с Rf 0,4 и 4H-6eH3o(def)Kap-
базола с Rf 0,24 от остальных бензокарбазолов, у которых Rf
меньше 0,14. Соединения эти можно обнаружить по флуоресцен-
ции в УФ-свете. Чувствительность определения можно в боль-
шинстве случаев усилить, нанося микрокаплю 29%-ного рас-
твора гидроксида тетраэтиламмония в метаноле. Савицкий и
др. [76] отделяли также азогетероциклические соединения от
многоядерных ароматических углеводородов на слоях целлю-
лозы, элюируя их смесью муравьиная кислота—вода (1 : 1).
В этой системе углеводороды остаются в исходной точке, а ге-
тероциклические соединения характеризуются величинами Rf от
0,6 до 0,9. Для этих же целей можно воспользоваться и другими
комбинациями адсорбент—растворитель. Двадцать два азоге-
тероциклических соединения были разделены при использовании
следующих трех систем: 1) целлюлоза, диметилформамид—вода
(35:15); 2) целлюлоза, уксусная кислота—-вода (3:7); 3) ок-
сид алюминия, гексан—диэтиловый эфир (19 : 1). В качестве ре-
актива для обнаружения была применена трифторуксусная ки-
слота. Та же группа ученых [77, 78] провела более обширное

30 Зак. № 255



ΙΟ

I I
се

о.
<υ

о

о
со
се

63о
Ε
s

[Н
Ы

Х
 

Τ

ч
η
се
α.

к
s

ля
 

ра
зд

ел
ен

гд
и

н
ен

и
й

КС

г
ε

[е
ня

е

s
о.

н-

Stoо.

ев

jaч
ν
sα.
о
со
CJ

о.
ss
яев
Ε

кΧ©
sо
X

Н
ек

от
ор

ы
е

о

χ
s

яч
ее

)
И

К
Л

1
ро

ц
ге

те

о.

£
α.
cu

Л
ит

ас
тв

ор
ит

ел
и

α.

О)

ю
рб

со
ед

ин
ен

ия

к
Ξ

g

:к
са

н
е

CQ

О

Ε
D
С!

3

с
г>

3

э

О ,
X

•Θ·
СП

X

со

2 -
СО

С
Н

С
1

Ε
το

υ
w
яχ

ре
м

:

Μ

я
CJ
О
χ

t f

:л
ы

ч
оо.
s

Ε

00

• ·
оо

Ю

CJ
<
X

1

Ε

; 
B

z 
—

 M
eO

О

t c
ca
X

с

§
5

со

и
ΕО

ло
вы

е 
к

и
-

о
о.о.
я
с

я

оо

со"
оо

82
,

·>*

ю

<

с
a
3
ύ

и

ω Τ.

f t
JH a.

1 m
NCQ

3
3 %
ο χ
ч а.о s

С

3

(Μ

CO

Ε
оcu
S,
eo

о
Εa

Ε
—

 и
зо

-P
tO

ω
О
CJ

й
со

(Μ

to

Ό

и

ιо
и
1)

tf
я
CJ t
О
Я :

оо

Ε
О_
Ё*
2

В

н
ас

ы

со

и
ΕО

я
3 g
ιό s

" 1
cd

В g

О

и
ди

н
ы

о.

s
Ε

oo
га
со
ОО

Ν

m

t o
σ>s-^
Ε
О
Ε
2

ι
о

«з
о-

I
tA

c 
—

ω

R
К

ре
м

!

ч
SО
О
я
ч

ин
ы

оя
X

X

00

оо
оо

то
н

лк
е

S

гт
и

лэ
т

s

СО

X
и
О
О

со

и

ιСО

5

Ε
и
1

ξ
Ε

[а
сы

щ

CJ
<

-

о
со

о.
S

Ε

8

!
ЕС

СО

ек
с

о

4
:1

0
:1

);
 Ц

1
Ε
о

ι "Э

ΕSB
So

o E

s

ол
он

ы

СО

га
о.
я

Ε

53

Си
о
f
§·
с:

ен
зо

л,

из

к
я

М
И

Н

2
ее

е(
Я
CJ

О

О
Л

И
Д

И
Н

Ы

СО

га
о.
я

Ε

03
σ,

1—1

( Μ

CJ

Ε
I

Ε
О

Iсо

a

Ε
иif·

Ε
О
αι

tA
c

—
J

и

к
як

ре
м]

>=с
Sи
о
я

аз
и

н
ы

о.
С
Я

С

а

со

Ε
-M

eO

«
0
ΕО

ш
оп

и
ри

м
и

-

S £
га 5
я >=£

со
СП

СП

сп Ξ
σι

2 g
§ . ·

8

S" δ Ι 8 =

О

3
υ
ca

a

E
tA

CO

H
A

c 
(3

4
:4

1
CO

a
о
и

со

Εи
J?
иΕ
о

^·

• Φ

Ε
Ο^
Ε*
2

•я
3
Τ
οο

Ю

Ι
СО

υ
οи

со

о
ιi

CQ

Ϊ

Ε

; 
Е

Ю
:I

0
)

Ю

ю .

Ю

X

И
Д

Р

a .

О
О

Н
 —

 п
и

υ
Ε

ι

-M
eO

H
-

E
tA

c-

t ^
CQ

кр
ем

н
и

я

я
CJ
о
я

о

-Н
А

С

о,я
•е-

О
а.
с

10
:

о
Ε
и

G
о
О
со

ф
и

р 
(4

0-
гр

ол
: 

э

<и
Ε

1Ю
М

И
Н

И
Я

S

о

СО

-С
Н

С
1

аа

о

и

я
CJО
S
и
со

X

яв
та

3
X

B
z(

1 
:1

)
Η

(4
9

: 
1)

С
С н

со
о

! ч

(У
U

i f

о

υ

Ε

a.
я
•θ·
СП

f » — -

S !

'Ε"

CQ

кр
ем

н
и

я

X
CJ
О
я

""со

(2
0

(7
6

:

О ч
Е в

Ой

i l
„ и

=Я я
3 я·
Χ ι

1 ι

s i
I CQ<о

г.

ύноя

|
Ε
О

<и

χ
ω
О
и
CD

?!
оо

00

о
X
CJ

СО . .

1 3—
С

Н
С

1
i 

(4
0 

:1
0

оо
°Е
Ε
О

-

О
Ε

я

ок
са

я

N _
CQ ..

Э к
С

а
с

«а

а

а
с^

и
ри

ди
н 

-

- с

: ^

3
CQ

га
СО

о
§
2
ч
ч
0J

Ε

I
1

:с
ан

X
<и

ч

S

I
1

О

:2
:1

);
 С

Н

^ О

' «а

< а

>

С о
Ε
и

СС
Я
S
га
я

о
Ε

ю

С-

о
ю

ир
 

(1
10

—
11

•Θ-
СП

- 
п

ет
р

о
л.

та
н

ол
 -

О

кр
ем

н
и

я

чя
О

о
я

и
те

ле
й

.

ca
о
со

ац
ии

 
pa

ci
со

м
би

н;

3

п
ол

н
и

те
лы

§

Я

ве
д

3 я
§ §
СП ГО

оз те

а,
я

3

§
со
га

vo
о.

3
яS

3ч
о

гачо
Et
яя
3
о.

•Θ-

3 0 *



468 Часть II

Таблица 16.8

Величины RjXiOO производных пиридина, полученные на силикагеле G
с рядом растворителей [68] а

Производные пиридина

Пиридин

2-Метилпиридин

З-Метилпиридин

4-Метилпиридин

2,4-Диметилпиридин

2,6-Диметилпиридин

2,4,6-Триметилпиридин

2-Этилпиридин

2-н-Пропилпиридин

2-Оксипиридин

З-Оксипиридин

4-Оксипиридин

2-Аминопиридин

З-Аминопиридин

4-Аминопиридин

а-Пиридинкарбинол

β-Пиридинкарбинол

γ-Пиридинкарбинол

а-Пиридинальдегид

β-Пиридинальдегид

•у-Пиридинальдегид

α-Пиридинкарбоновая кислота

β-Пиридинкарбоновая кислота

γ-Пиридинкарбоновая кислота

α,α-Пиридинкарбоновая кислота

2-Ацетилпиридин

2-Бензоилпиридин

2-Фторпиридин

2-Хлорпиридин

2-Бромпиридин

Растворитель "

хлороформ

4

3

6

4

4

6

2

3

12

0

0

0

>о
>о
>о
>о
>о
>о
11
4
5
0
0
0
4

20
9

24
28
26

этилацетат

29

30

3 5

27

2 8

3 6

2 6

4 2

4 7

6

2 3

0

27

18

5

18

13

4

51

3 3

3 6

2

6

5

3

5 7

6 2

6 2

61

6 3

ацетон

54

5 4

5 5

4 8

4 9

59

51

6 2

6 4

20

5 3

2

5 0

A t?
4 0
1 Л
1 4

Л К
4Э
QQ
оУ
QQ
оУ

R7О/
со
Оо

ср.OD
Л
4-

а
Ό

с;
t j

с.
о

RQ

71

6 9

7 0

7 2
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Производные пиридина

З-Хлорпиридин

З^ромпиридин

З-Иодпиридин

Растворитель а

хлороформ

16

13

13

этилацетат

5 6

57

58

ацетон

6 5

6 7

7 0

а С разрешения авторов и Alfred Huethig Verlag.
6 Длина пути разделения для всех растворителей 10 см.

исследование этих и других соединений, обнаруживаемых в про-
дуктах сгорания.

При разделении гетероциклических соединений методом ТСХ
возможны самые различные комбинации растворителей и адсор-
бентов, некоторые из таких комбинаций приведены в табл. 16.7.

Работая с соединениями индола, Саджи [114] обнаружил,
что если пластинки с пробой сушат более 2 ч, наблюдаются су-
щественные потери, например, индолилуксусной кислоты. В тех
случаях, когда задержки с началом разделения не удается из-
бежать, автор советует применять слои целлюлозы, на которых
потерь соединений не происходит. При анализе индолов полезна
также двумерная ТСХ. На слоях силикагеля элюирование про-
водят следующими смесями растворителей: а) изопропанол—
25 %-ный аммиак—вода _(20 : 1 : 2); б) н-бутанол—уксусная ки-
слота—вода (15:3:5) [107]; а) метилацетат—изопропанол—
25 %-ный аммиак ( 9 : 7 : 4 ) ; б) хлороформ—метанол—96 %-ная
уксусная кислота (9 :4 :1) [115] и а) бензол—диоксан (13:7),
б) диизопропиловый эфир-—Ν,Ν-диметилформамид (4:1) [116].
Перед хроматографическим разделением индоловые кислоты
метилировали диазометаном [113, 116]. Для двумерного разде-
ления на целлюлозе используют следующие смеси: пропанол—•
вода—аммиак (75 : 25 : 2) и пропанол—вода—уксусная кислота
(75:25:2) [117]. Иори [117а] описал методику разделения не-
которых производных индола тонкослойным электрофорезом.

Для обнаружения этой группы соединений разработан ряд
реактивов. Пирролы обнаруживают реактивом Эрлиха (Т-90).Пи-
ридины обнаруживают с помощью иодидно-азидного реактива
(Т-147) и реактива Драгендорфа. В табл. 16.8 приведены вели-
чины Rf группы производных пиридина. Пиразолы обнаружи-
вают нитропруссидом натрия (Т-237) [88], пиразолоны—1 %-ным
раствором нитрата ртути, раствором иода в иодиде калия либо
смесью 10 %-ного раствора ферроцианида и 12,5 %-ной соляной
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кислоты (1:1) [90], имидазолы—иодоплатинатом. Индолы
можно обрабатывать реактивами Эрлиха (Т-90), Ван Урка
(Т-89) и Прохазки (Т-132). В табл. 16.9 приведены некоторые
величины Rf ряда индолов и указана окраска пятен, наблюда-
емая при обработке пластин реактивом Ван Урка.

4. РАЗЛИЧНЫЕ АЗОТСОДЕРЖАЩИЕ СОЕДИНЕНИЯ

Для проверки чистоты нитрофуразона Берд и Стевенс [120]
использовали ТСХ. Указанное соединение иногда содержит при-
месь 5-нитро-2-фурфуральазина. Наличие этой примеси легко
установить, поскольку она перемещается с фронтом раствори-
теля, тогда как нитрофуразон характеризуется Rf около 0,23.
Для разделения на слоях силикагеля применяли смесь бензол—
ацетон (3:2).

Обнаружение и определение N-нитрозаминов приобрело
особо важное значение вследствие возможного присутствия кан-
церогенных соединений этого класса в продуктах питания. Прей-
сман и др. [121] сумели разделить на силикагеле алкил- и арил-
нитрозамины, а также циклические нитрозамины. Элюирование
велось смесью гексан—диэтиловый эфир—дихлорметан, в пер-
вом случае соотношение компонентов смеси составляло 4 : 3 : 2 ,
во втором — 5:7:10. Предложен новый реактив для опрыски-
вания, позволяющий обнаружить 0,5 мкг нитрозамина (1—2 мкг
летучих нитрозаминов) (Т-100). При разработке микроана-

лиза этих веществ в продуктах питания Айзенбранд и др. [122]
установили 4 основных положения, которыми следует руковод-
ствоваться: а) при нанесении проб необходимо пользоваться хо-
рошо осушенным дихлорметаном; б) чтобы избежать потерь
летучих нитрозаминов, разбавленные экстракты нужно концетри-
ровать в испарителе Кудерна—Даниша; в) проводить разделе-
ние необходимо в темноте при 4 °С; г) толщина слоя адсорбента
должна быть не менее 0,6 мм. Айзенбранд и соавторы также
отмечают, что нитрозамины можно количественно извлечь с ад-
сорбента отгонкой с паром. Васундхара и др. [123] нашли, что
разделение нитрозаминов на силикатах магния происходит
лучше приэлюировании смесью петролейныйэфир (40—60°С) —
циклогексан (19:1) или толуол—дихлорметан (9:1) . Сен и
Дальпе [124] смогли обнаружить эти соединения в алкогольных
напитках, причем концентрация нитрозаминов составляла
(0,25—0,1)-10~4 %, а степень извлечения равнялась 20—100 %.

Байзер [125] выделил соединения четвертичного аммония на
слоях целлюлозы, используя метод клиновидной полосы.
Со смесью хлороформ—метанол—вода (75 : 22 : 3) было достиг-
нуто прекрасное разделение. Для обнаружения Байзер приме-
нял реактив Драгендорфа. На слоях оксида алюминия с раство-
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рителем циклогексан—хлороформ—этанол—уксусная кислота
( 4 : 3 : 2 : 1 ) Валди [126] получил для холина величину Rf, рав-
ную 0,62. При элюировании смесью циклогексан—хлороформ-
уксусная кислота ( 9 : 9 : 2 ) четвертичные аммониевые основания
неостигмин, берберин, соли [1-метил-2-(10-фенотиазинил)этил]-
триметиламмония дают следующие величины Rf. 0,47; 0,55 и 0,60.
Ньюхолл и Пирингер [127] обнаружили два соединения четвер-
тичного аммония, которые в ходе хроматографического анализа
на оксиде алюминия разлагаются с образованием своих предше-
ственников— аминов. Соединения четвертичного аммония целе-
сообразно анализировать методом двумерного разделения, про-
водя в одном направлении электрофорез, а в другом направле-
нии, перпендикулярном первому, хроматографирование [128].

Вернин и Метцгер [129] анализировали методом ТСХ произ-
водные тиазола с Cl, SCH3, ОН, NH2 или SH в положении 2
и с фенильной, п-бромфенильной, n-хлорфенильной, я-метокси-
фенильной или n-нитрофенильной группами в положении 4.

Шмид и др. [130] исследовали разделение продуктов метабо-
лизма катехинамина и серотонина. Поттер и др. [131] также
хроматографически разделяли катехинамины и их метаболиты,
а Шнайдер и Гиллис [132] изучали биосинтез катехинамина,
Мейталер и др. [133] исследовали накопление аминов тромбоци-
тами. Вахиди и Санкар [134] определяли методом распредели-
тельной хроматографии на тонких слоях целлюлозы катехин-
амины и их метаболиты. Для элюирования были использованы
три смеси растворителей: н-бутанол—ускусная кислота—вода
( 5 : 1 : 3 ) , этилацетат—уксусная кислота—вода (5 : 1,5 : 5,3)
и w-бутанол—этилацетат—уксусная кислота—вода ( 2 : 3 : 1 : 3 ) .
Во всех случаях нижнюю фракцию применяли как неподвижную.
Обнаружение веществ проводили 20%-ным раствором феноль-
ного реактива Фолина в воде. На слоях силикагеля удалось
также разделить ацетильные производные этих соединений [135,
136]. Дворжак и Хук [137] осуществили количественное опреде-
ление, пользуясь принципом тушения флуоресценции, а также
методом отражения [138] после 2-дневной экспозиции пластинок
в рассеянном дневном свете; во время выдержки происходит фо-
тохимическая реакция. Джонсон и Букма [139] разделили такие
соединения, как допа, допамин и норадреналин, на целлюлозе
MN33GF, элюируя их смесью бутанол—этанол—Л Μ уксусная
кислота ( 7 : 2 : 2 ) . Бауман и др. [140] для анализа этих соедине-
ний на целлюлозе использовали смесь метилэтилкетон—ацетон—
2,5 н. уксусная кислота ( 2 : 1 : 1). Сапира [141] применял поли-
амидные слои Волема, смеси элюентов изобутанол—уксусная
кислота—циклогексан (80:7:10) и обнаруживающие реактивы
Т-249, Т-180 и Т-114. Зайлер и Вихман [142] разделили дансил-
производные этих соединений на слоях силикагеля методом
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двумерного элюирования. Они применяли две смеси раствори-
телей: а) дважды в одном направлении хлороформ, а затем
дважды в перпендикулярном направлении смесь бутилацетат—•
циклогексан—этилацетат—триэтиламин (11:10:4:4) или
б) вначале изопропиловый эфир, чтобы удалить следы дансил-
хлорида, затем в том же направлении смесь бутилацетат—три-
этиламин (5:1), а далее в направлении, перпендикулярном пер-
вому, смесь триэтиламин—диизопропиловый эфир (5:1).

Аминоспирты анализировали на силикате магния и на нейт-
ральном оксиде алюминия со смесью н-пропанол—вода—хлоро-
форм ( 6 : 2 : 1 ) [143]. На нейтральном силикагеле аминоспирты
элюировали смесью метиленхлорид—этанол—95%-ный аммиак
(43 : 43 : 15) [144]. Эти соединения можно обнаруживать нингид-
рином, а для дальнейшей идентификации пластинку можно
опрыскать 0,2%-ным раствором ализарина в уксусной кислоте.
Фосфатидилэтаноламины можно фракционировать в соответст-
вии с числом двойных связей на диоксиде кремния, пропитанном
нитратом серебра, элюируя смесью хлороформ—метанол—
0,5 %-ная уксусная кислота (65 : 25 : 4) [145].
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Глава XVII

АМИНОКИСЛОТЫ, БЕЛКИ И ПЕПТИДЫ
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1. ПРЯМОЕ РАЗДЕЛЕНИЕ АМИНОКИСЛОТ

Одно из достоинств метода ТСХ — его быстрота. Анализ ами-
нокислот этим методом требует значительно меньше времени,,
чем хроматографирование на бумаге. Так, двумерное хромато-
графирование на бумаге длится несколько дней, тогда как мето-
дом ТСХ его можно осуществить за 4—5 ч. Другое преимущество
ТСХ — повышенная чувствительность. Например, чувствитель-
ность определения шстамина этим методом в 2 раза выше,
а чувствительность определения цистеиновой кислоты в 50 раа
выше [24]. При двумерном разделении различие в чувствитель-
ности еще больше и для отдельных кислот может возрастать
в 250—500 раз.

Нидервизер [1] обобщил работы по ТСХ аминокислот и их
производных, а Патаки [2] опубликовал книгу, посвященную ме-
тодике разделения аминокислот и пептидов.

Аминокислоты разделяют на тонких слоях крахмала, целлю-
лозы, ацетилированной целлюлозы, оксидов алюминия и каль-
ция, гидрокоида железа, активного угля, гидроксида кальция,
фосфата кальция, сульфата кальция, оксида магния, трисили-
ката магния, альгиновой кислоты, полиакрилонитрила, поли-
амида, сефадекса, кизельгура, анионо- и катионообменниках и
силикагеле. Чаще всего применяют силикагель и целлюлозу.

Обессоливание проб

Перед хроматографическим разделением природных амино-
кислот, чтобы предотвратить размывание задней границы пятен
и ее деформацию, иногда приходится удалять мешающие ана-
лизу вещества. Это в особенности относится к пробам мочи vs
гидролизатов белков или пептидов, содержащих большие коли-
чества солей. В настоящее время разработан и опробован ряд
методов обессоливания: а) электрофорез [3—5]; б) обработка
ионообменными смолами [6—11], сефадексом [12—14], нейт-
ральными полистирольными смолами (поропак Q) [15—16],
ионоудерживающими смолами [17, 18] и в) экстракция раство-
рителями [19, 20]. Хискот и др. [18] сравнили степень извлече-
ния аминокислот из ионоудерживающих смол био-рад AG 11A&

с аналогичными показателями, получаемыми при электрофорезе,
экстракции растворителями и обработке ионообменными смо-
лами, и обнаружили, что самое лучшее извлечение обеспечивают
ионоудерживающие смолы. Эти смолы, однако, непригодны для
извлечения цитратов и ацетатов [17], а также для обессолива-
ния образцов почв и гидролизатов горных пород [21]. Чтобы
удалить из образцов почв ионы Al, Ca, Mg, Na, Fe и К, Поллок
и Миямото [21] обрабатывали пробы последовательно HF,
NaOH и НС1, а в заключение проводили разделение аминокис-
лот на колонке с ионообменной смолой дауэкс AG 50W-X8 (Н+-
форма).

Томпсон и др. [22] достигали хорошего извлечения на ионо-
обменных смолах при температуре от 0 до 6°С. Основные амино-
кислоты удерживаются NH*-формой дауэкса 50-Х4, другие
аминокислоты — Н+-формой этой смолы. Для успешного приме-
нения этого метода смолы необходимо соответственно пригото-
вить.

Джекобсон [22а] рекомендует сэндвичевый диализ с исполь-
зованием полиакриламида, крахмала или агарового геля. Не-
большой кусок целлюлозы или стеклянной фильтровальной бу-
маги пропитывают исследуемой пробой и зажимают между
двумя слоями 5%-ного геля полиакриламида (толщина 3 мм).
Белки молекулярной массы 50 000 и выше практически не диф-
фундируют в гель; соли и молекулы меньшего размера диффун-
дируют в гель, который, если концентрация соли высока, можно
заменить через несколько минут. Через 15 мин пробу можно на-
нести в исходную точку. Для белков меньшей молекулярной
массы рекомендуют применять 10—20%-ный гель.

О концентрировании разбавленных растворов белков см. во
введении к гл. IV.

Разделение на Силикагеле

Бреннер и Нидервизер [23], а также Фэми и др. [24] провели
обширное исследование разделения аминокислот на силикагеле
G; они получили величины Rf для 26 соединений в различных
растворителях (табл. 17.1). Разделение осуществляли на воз-
душно-сухих пластинах силикагеля в насыщенной атмосфере.
Трудноразделимые пары соединений удалось эффективно разде-
лить методом двумерного хроматографирования с различными
растворителями. После 10-минутной сушки хроматограмм при
П0°С авторы обнаружили пятна аминокислот реактивом Т-178.
Получаемая при этом окраска пятен характерна для индивиду-
альных аминокислот. Длина пути разделения в этом случае со-
ставляет 10 см. Бенчер и др. [25] описали методику хроматогра-
фирования на пластинках меньших размеров при длине пути
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Величины i?/X 100 аминокислот,

Аминокислота

а-Аланин

β-Аланин

α-Аминомасляная ки-
слота

β-Аминомасляная ки-
слота

γ-Аминомасляная ки-

слота
а-Аминоизомасляная

кислота
β-Аминоизомасляная

кислота

а-Аминкаприловая
кислота

Аргинин

Аспарагин

Аспарагиновая кислота

Цитруллин

Цистеиновая кислота

Цистин

Диоксифенилаланин

Глутаминовая кислота

Глутамин

Глицин

Гистидин

Оксипролин

Изолейцин

Лейцин

Лизин

Метионин

Норлейцин

Норвалин

Орнитин

на
полученные

силикагеле С

Таблица 17.1

цля различных растворителей

Растворители а

А6

4 7

3 3

6 6

4

5 5

6 9

39

6 3

4 3

3 3

4 4

6 0

61

3

5 9

61

5 6

Б6

37

26

65

2

33

50

32

35

32

20

34

53

55

2

51

57

50

В6

27

27

60

8

21

14

16

45

27

22

6

20

46

47

5

40

49

38

гб

39
30

58
10

9

17
27

14

29
38

28
52
53
18
51

53
49

Дб

4 0

2 9

60

6

7

21

22

15

34

4 2

31

58

58

11

6 0

59

57

Ев

49

4 9

5 4

4 8

38

57

4 6

6

4 6

5 6

46

61

О

5 5

5 5

5 0

3 3

6 3

6 0

6 3

5

6 2

6 6

6 7

6

ж"

25
20

25

32

30

26

29

14
19

5

29
5
9

7
28
18
24
33
36
37
8

36
54
56

сО

в*

32

33

32

36

39

35

38

13

22
26
26
20
7

32
24
28
10

26
47
53
10
43

55
54
QО
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Аминокислота

Фенилаланин

Пролин

Саркозин

Серии

Таурин

Треонин

Триптофан

Тирозин

Валин

Продолжение таб. 17 1

Растворители а

А6

6 3

3 5

31

48

5 0

6 5

6 5

5 5

Б6

58

26

22

3 5

3 7

6 2

6 2

4 5

в6

49

19

17

22

25
56

56

35

Г б

5 4

3 7

34

2 7

3 7

5 5

5 5

48

Дб

6 0

3 0

31

31

4 0

58

5 8

5 6

ь"

63
48

52

59

66
69

65

56

ж"

41
45

19
22
18
45
36
29

вв

54

24

29

29

28
56

50

38

а А — 96 %-ный этанол—вода (7 :3) ; Б — н-пропанол—вода (7 :3) ; В —
н-бутанол—уксусная кислота—вода ( 4 : 1 : 1 ) ; Г — н-пропанол—34 %-ный 1И-
дроксид аммония (7 :3) ; Д — 96 %-ный этанол—34 %-ный гидроксид аммо-
ния (7 :3) ; Ε — н-пропанол—вода (1 :1) ; Ж—фенол—вода ( 3 : 1 ) . Длина
пути разделения 10 см во всех растворителях.

6 Данные работы [23].
в Данные работы [34]

разделения 6 см. Они привели также значения Rj 16 аминокис-
лот, полученные для 5 растворителей и смеси силикагеля и ки-
зельгура (4 : 11 и 1 : 1).

Для разделения аминокислот на силикагеле использ\ется
большое число систем растворителей, часть из них приведена
в табл. 17.2.

Патаки [33] исследовал разделение нескольких аминокислот
на пяти различных силикагелях и обнаружил, что при одинако-
вых условиях некоторые гели обеспечивают лучшее разделение
одних групп кислот и худшее других групп; следовательно, для
достижения оптимальных результатов следует подбирать не
только растворитель, но и сорт силикагеля.

Изучая методом Бреннера и др. [23] аминокислоты мочи,
Опиенска-Блаут и др. [34] определили величины Rf для 33 ами-
нокислот в трех растворителях (табл. 17.1). Кроме указанных
в таблице растворителей эти авторы опробовали большое число
специальных растворителей. Разделение групп лейцина и валина
проводилось смесью фенол—лг-крезол—боратный буфер при
рН 9,3 ( 1 : 1 : 1 ) . Для основных аминокислот использова-
лась смесь ацетон—пиридин—м-бутанол—вода—диэтиламин

31 Зак № 255
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Таблица 17.2

Некоторые дополнительные растворители для хроматографического
разделения аминокислот на силикагеле

Система растворителей

Этилацетат—изопропанол—вода—аммиак (20 · 20 : 25 . 1 5)

Ацетон—вода—уксусная кислота—муравьиная кислота
(50: 15. 12:3)

Фенол—вода—уксусная кислота (25 : 25 : 2,5)

Хлороформ—метанол—аммиак (30 : 30 : 7,5)

Этилацетат—пиридин—уксусная кислота—вода (30 . 20 ·6 · 11)

Толуол—укс\сная кислота—вода (30:20: 1) (проявляют
дважды)

96 %-ный этанол—вода—диэтиламин (70 . 29 . 1)

Хлороформ—муравьиная кислота (20: 1)

Хлороформ—метанол (9-1)

Изопропанол—вода (7 :3)

Изопропанол—5 %-ный аммиак (7 : 3)

Фенол—0,06 Μ боратный буфер, рН 9,3 (9-1)

Литсрат\ ра

26

26

26

26

27

28

29

3 0

3 0

31

31

32

(15:9 : 15 :8 : 10), а также пропанол—вода (7: 3)—растворитель
Бреннера—Нидервизера.

Карисано [35] разделил методом ТСХ смеси 3-метилгисти-
дина, 1-метилгистидина и гистадина с тем, чтобы выявить кито-
вый экстракт в суповых продуктах. Китовый экстракт содержит
значительные количества β-аланил-З-метилгистидина вместе
с карнозином (β-аланилгистидин), тогда как говяжий экстракт

содержит карнозин и небольшие количества ансерина (β-аланил-
1-метилгистидин) [36]. После гидролиза экстракта эти три
соединения разделяли хроматографически на силикагеле G со
смесью метанол—пиридин—вода—уксусная кислота ( 6 : 6 : 4 : 1 ) .
Величина Rst, отнесенная к гистидину, равна для 3-метилгисти-
дина 0,84, а для метилгистидина 0,86. Для лучшего разделения,
особенно когда при большом количестве гистидина наблюдается
тенденция к размыванию задней границы и наложению на пятно
3-метилгистидина, можно воспользоваться методом двумерной
ТСХ и хроматографировать в одном направлении смесью фе-
нол—этанол—вода—аммиак (3 :1 :1 :0 ,1) , а во втором направ-
лении—смесью метанол—пиридин—вода—уксусная кислота
( 6 : 6 : 4 : 1 ) . Пятно 3-метилгистидина легко отличить от пятна
1-метилгистидина после обработки реактивом Т-178. После оп-

рыскивания пластинок их нагревают в печи 1,5—2 мин при
105°С; за это время пятно 3-метилгистидина становится интен-
сивно сине-фиолетовым с желтоватым ореолом, а пятно 1-метил-
гистиднна окрашивается в светло-желтый цвет с зеленоватым
оттенком.

Рокконес [37] привел величины Rf 34 соединений, реагирую-
щих с нингидрином, выделенных из мочи и разделенных на пла-
стинках силикагеля. Этот автор вначале разделял пробы смесью
хлороформ—метанол—17 %-ный гидроксид аммония ( 2 : 2 : 1 ) ,
а затем смесью фенол—вода (3 : 1).

Эйлер и др. [38] сравнили аминокислоты в нормальной сыво-
ротке и сыворотке опухоли крыс и обнаружили, что в послед-
ней в четыре раза больше глицина.

Скибб [39] разделил и количественно определил на слоях
силикагеля аминокислоты, содержащиеся в образцах печени
птиц. Для разделения этих аминокислот он использовал ступен-
чатое элюирование сначала смесью бутанол—уксусная кис-
лота—вода ( 3 : 1 : 1 ) , а затем в том же направлении 75%-ным
фенолом. Для количественного определения пятен, которые об-
наруживали 0,25%-ным раствором нингидрина в ацетоне, ис-
пользовали метод прямой денситометрии при 525 нм. Скибб [40]
наносил слои силикагеля на пластмассовые пластинки. После
разделения и обнаружения пятен хроматограммы опрыскивают
раствором полимера Tuffilm Spray 543 (Μ. Grumbacher), чтобы
связать слой с подложкой. Далее хроматограммы разрезают на
полоски для сканирования в стандартном устройстве.

Маркуччи и Муссини [41] анализировали хроматографически
пролин, дегидропролин, некоторые оксипролины и соответствую-
щие нитрозопроизводные на слоях силикагеля. Михил и Джексон
[42] разделяли на слоях целлюлозы со смесью бутанол—уксус-
ная кислота—вода (63:27:10) пролин и оксипролин, а также
соответствующие нитрозопроизводные.

Фогт и др. [43] хроматографически разделили γ-аминомасля-
ную кислоту и другие важные аминокислоты головного мозга
на силикагеле и привели значения Rf для шести раствори-
телей.

Существует ряд комбинаций растворителей, которые при-
годны для двумерного разделения на силикагеле; ниже указаны
некоторые из этих комбинаций, успешно сочетаемые с силика-
гелем: этилацетат—изопропанол—вода—аммиак (40:40:50:3)
в одном направлении и ацетон—вода—уксусная кислота—му-
равьиная кислота (50:15:12:3) или хлороформ—метанол-
аммиак (4 :4 :1) — в другом [26]; Туоег-амиловый спирт—метил-
этилкетон—вода (6 : 2 : 2) и изопропанол—муравьиная кислота—
вода (20: 1 :5) в перпендикулярном первому направлению [44];
бутанол—уксусная кислота—вода ( 4 : 1 : 1 ) , после чего смесь

31*
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фенол—вода (3:1) (по массе), к которой добавлено 0,5 мл 5 %-
ного раствора цианида натрия [45]; пропанол—вода (16:9)
в одном направлении и бутанол—уксусная кислота—вода —
в другом [46].

Шеллард и Жолифе [29] исследовали, как меняются вели-
чины Rf аминокислот экстракта пыльцы травы при хранении
в 50 %-ном глицерине. Совокупность значений Rf в четырех рас-
творителях позволяет идентифицировать индивидуальные ами-
нокислоты даже при изменении их Rf.

Разделение на слоях целлюлозы

В работах [47—53] описано разделение аминокислот на тон-
ких слоях целлюлозы. Обычно в этом случае вполне приемлемы
растворители и реактивы для опрыскивания, применяемые в хро-
матографии на бумаге. Фон Арке и Негер [54] разработали ме-
тодику разделения и идентификации 52 аминокислот (табл. 17.3)
на слоях целлюлозы с четырьмя смесями растворителей с приме-
нением пяти цветных реакций. С этой целью были приготовлены
шесть пластинок размером 20χ20 см, покрытых целлюлозой
(всего авторы использовали четыре цветные реакции при дву-
мерной комбинации I и II). Пластинки сушили 12 ч при ком-
натной температуре в горизонтальном положении и наносили
водный раствор пробы в угол пластинки на расстоянии 25 мм от
края. Объем пробы не должен превышать 1 мкл, а общее коли-
чество данной аминокислоты не должно превышать 10 мкг.

Все шесть пластинок злюировали смесью / в одном каком-
либо направлении. (Атмосфера в камере для разделения не дол-
жна быть насыщена парами растворителей.) Раствор поднимался
до верха пластинки, после чего слои сушили 5—10 мин при 90°С
или 12 ч при комнатной температуре. Для элюирования во вто-
ром направлении использовали контрольную смесь (1 мкл), со-
державшую 0,5 мкг глицина, 1 мкг тирозина и 1 мкг норлейцина.
Эту смесь наносили вместе с пробой на первую стартовую ли-
нию, после чего проводили элюирование под прямым углом
к первому направлению. Четыре пластинки из шести обрабаты-
вали смесью растворителей //, а оставшиеся две — смесями ///
и IV. После второго разделения пластинки сушили 20 мин при
90°С, после чего опрыскивали обнаруживающими растворами.
Пять цветных реакций с реактивами Т-177, Т-153, Т-249, Т-205
и Т-239 считаются стандартными.

Кроме растворителей, приведенных в табл. 17.3, в оригиналь-
ной работе указаны 24 другие смеси растворителей, которые ис-
пользовали для разделения аминокислот на целлюлозе или си-
ликагеле, и три смеси растворителей, применяемые только при
разделении на силикагеле.

Применение тонкослойной хроматографии 4S5

Хаворс и Хиткот [55, 56] разработали новую систему разде-
ления и идентификации 76 аминокислот и других азотсодержа-
щих метаболитов в биологических жидкостях. Разделения про-
водили методом двумерного элюирования; длина пути разделе-
ния на слоях целлюлозы ΜΝ 300 составляла 13 см. Целлюлозу
предварительно очищали, как это описано в гл. III, разд. 2.
Растворители представляли собой смеси пропанол-2—бутанон—
1 н. соляная кислота (12:3:5) и 2-метилпропанол—2-бута-
нон-2—пропанон—метанол—вода—аммиак (уд. масса 0,88)
( 4 0 : 2 0 : 2 0 : 1 : 1 4 : 5 ) . Позднее [56а] состав второй смеси был
несколько изменен: 2-метилбутанол-2—бутанои—пропанон—ме-
танол—вода—аммиак (уд. масса 0,88) (10 : 4 : 2 : 1 : 3 : 1). После
первого разделения пластинки сушили 15 мин током холодного
воздуха, а затем в конвекционной печи 15 мин при 60°С, чтобы
полностью удалить следы соляной кислоты. Разделение осуще-
ствляли в камере с насыщенной атмосферой. Насыщения дости-
гали, сохраняя в резервуаре растворитель, оставшийся от опы-
тов предыдущего дня [57]; перед опытом старый растворитель
заменяли новым. Идентификацию завершали, применяя один или
несколько окрашивающих реагентов; описано 12 таких реа-
гентов. Величины Rf и многочисленные цветные реакции приве-
дены в оригинальных статьях.

Некоторые из растворителей, используемых для разделения
аминокислот на целлюлозе, приведены в табл. 17.4. К числу
растворителей, которыми проводят двумерное разделение, отно-
сятся: н-бутанол—пиридин—вода (1 :1 :1) и далее смесь
88 %-ный фенол—25 %-ный аммиак—вода (10:0,8: 1), содержа-
щая 1 мг оксихинолина на 200 мл [58]; изопропанол—муравьи-
ная кислота—вода (20 : 1 : 5) и грег-бутанол—бутанон-2—0,9 н.
аммиак—вода (25 : 15 : 7 : 3) [59]. Разделение в обоих направле-
ниях осуществляют в резервуаре с ненасыщенной атмосферой.
В камере с ненасыщенной атмосферой проводят также разделе-
ние смесью и-пропанол—вода (7:3) на расстоянии 12 см, затем
под прямым углом на расстоянии 10 см элюируют пробу смесью
изопропанол—вода (4:1), после чего повторяют разделение
в первом направлении с первым растворителем [60, 61]. После
разделения смесью метанол—хлороформ—аммиак (2 :2 :1)
в первом направлении обычно проводят элюирование смесью ме-
танол—вода—пиридин ( 2 0 : 5 : 1) в перпендикулярном направле-
нии; однако при разделении лейцина и изолейцина элюировать
в первом направлении следует смесью rper-амиловый спирт—ме-
тилэтилкетон—вода ( 6 : 2 : 2) [62].

Аминокислоты при разделении методом ТСХ в присутствии
трихлоруксусной кислоты, применяемой при депротонизации
проб сыворотки, обнаруживают аномальное поведение. Такие
помехи можно почти полностью устранить, осуществляя
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Таблица 17,4

Некоторые дополнительные растворители для хроматографического
разделения аминокислот на целлюлозе

Система растворителей

Этилацетат—пиридин—уксусная кислота—вода ( 5 : 5 : 1 : 3 )

к-Буталол—уксусная кислота—вода ( 4 : 1 : 1 ; 10 : 3 : 9)

и-Бутанол—уксусная кислота—вода—этанол (10 : 1 : 3 : 0,3;
4 : 1 : 10: 1)

етор-Бутанол—диметилкетон—уксусная кислота—вода
(10: 10 :2 :5)

н-Бутанол—диметилкетон—аммиак—вода (20 : 20 : 4 : 1)

Фенол—метанол—вода (7 : 10:3)

Коллидин—н-бутанол—ацетон—вода (2 : 10 : 10:5)

Коллидин—метанол—ацетон—вода (2 : 10 : 10:5)

к-Пропанол—вода (4:1)

Этанол—уксусная кислота—вода ( 2 : 1 : 2 )

Циклогексанол—ацетон—диэтиламин—вода ( 1 0 : 5 : 2 : 5 )

грег-Бутанол—уксусная кислота—вода ( 5 : 1 : 1 )
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предварительное двукратное элюирование эфиром, насыщенным
муравьиной кислотой [63].

Уиланд и Буку [63а] разработали микрометод для определе-
ния конфигурации аминокислоты путем хроматографического
разделения полученных из этой кислоты и,- ИЛИ LD-дипептидов.

Разделение на смешанных адсорбентах

Ллоза и др. [64] исследовали разделение 19 аминокислот на
диэтиламиноэтилцеллюлозе с 9 различными смесями раствори-
телей. Они свели в таблицу величины Rf и цветные реакции
с нингидрином. Лепри и др. [65] провели хроматографический
анализ 17 ароматических аминокислот на DEAE-целлюлозе
(целлекс D, CIO4, Bio-Rad Labs.), используя в качестве раство-
рителя 0,1 Μ раствор перхлората натрия. Феркаемст и др. [66]
провели на слоях DEAE-цюллюлозы тройное разделение 18 ами-
нокислот в одном направлении смесью н-бутанол—уксусная ки-
слота—вода ( 4 : 1 : 5 ) . Двумерные разделения осуществляли,
применяя два элюирования в одном направлении тем же раство-
рителем и смесью пиридин—вода (4:1) в направлении, перпен-
дикулярном первому. Этим методом хорошо разделяются та-
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кие пары, как глутаминовая кислота—глицин и аспарагиновая
кислота—серии.

В ряде работ рассматривается возможность использования
в ТСХ других ионообменных смол. Тийяк и др. [67] и Хазаи
и др. [68] наносили слои смолы типа дауэкс 50-Х8 на имею-
щиеся в продаже пластинки Fixion 50-X8. Для Ыа+-формы смолы
и· различных буферных растворителей удалось определить вели-
чины Rf 30 аминокислот [67], для Н+-формы смолы и подкислен-
ных растворителей определены 15 величин Rf [68]. В работе
[65] описано разделение ароматических аминокислот на ионно-
обменной смоле AG 1-X4 (СЮ4) и дауэкс 50-Х4 (Н+- и Na+-
формы). Авторы работы [69] применяли в качестве ионообмен-
ника альгеновую кислоту для разделения 31 аминокислоты.

Дикарбоновые аминокислоты разделяли на оксиде алюминия,
элюируя пробу 2 н. уксусной кислотой [70]. Монокарбоновые
кислоты при этом не разделяются и концентрируются во фронте
растворителя.

Аффонсо [70] разделил 12 аминокислот на слоях сульфата
кальция (алебастр), используя смесь ацетон—хлороформ—ук-
сусная кислота—ацетатный буфер, рН 4 (4 : 1 : 0,5 : 1,5). В обна-
руживающий раствор непосредственно добавляли нингидрин; .
величина Rf при этом не менялась.

Петрович « Петрович [72] разделяли 22 аминокислоты на
слоях рисового крахмала, содержавших в качестве связующего
гипс. В первом направлении разделение проводили смесью
н-бутанол—ацетон—диэтиламин—вода (10 :10 :2 :5) , а в дру-
гом направлении — смесями фенол—вода (3:1) в присутствии
паров аммиака, изопропанол—вода—муравьиная кислота
(20:5 :1) , изопропанол—вода—уксусная кислота—пиридин
(25 : 20 : 5 : 2) и н-бутанол—уксусная кислота—вода—пиридин
( 2 0 : 5 : 2 5 : 1). Разделение на смешанных слоях проходило мед-
леннее, чем на целлюлозе или силикагеле, но все же быстрее,
чем на бумаге. Чувствительность определения с нингидрином—
лутидином была хорошей при величине пробы порядка 0,1 мкг
(0,5 мкг для аспарагина); при двумерном разделении рекомен-
дуется наносить не менеее 0,5 мкг каждой из кислот. Кукуруз-
ный крахмал оказался непригодным.

Хорошие результаты получены при использовании смеси
(5 :2) целлюлозы с силикагелем [73—75]. Двумерное разделе-
ние проводили следующим образом. Сначала пробу элюируют
смесью фенол—вода (4:1, масса/объем), далее пластинку су-
шат ~12 ч при 40°С, после чего элюируют дважды во втором
направлении смесями бутанол—уксусная кислота—вода
(5:1 :4 , верхняя фаза) [73], или βτορ-бутанол — 80 %-ная му-
равьиная кислота—вода (15:3:2) и н-пропанол — 34 %-ный ам-
миак (67 : 33) [74], или изопропанол—муравьиная кислота—вода
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(20:1:5) и трет-бутанол—этилацетат—аммиак (0,88)—вода
( 5 : 3 : 1 : 1) [75]. Смешанные слои обеспечивают лучшие резуль-
таты, чем индивидуальные адсорбенты. Проверенные на 27 кис-
лотах [73] пятна в случае смешанных слоев были более компакт-
ными и хорошо разделенными, а чувствительность к нингидрину
была в 2 раза выше, чем на целлюлозе, и в 5 раз выше, чем на
силикагеле. Другие соединения, находившиеся в сырых экстрак-
тах и пробах мочи, не мешали разделению. Кроме того, смешан-
ные слои прочнее слоев чистого силикагеля G.

Разделение иодаминокислот

Цаппи [76] составлен обзор работ по разделению иодамино-
кислот методом ТСХ.

Шорн и Винклер [77] разделили хроматографически следую-
щие иодаминокислоты: 3-моноиодтирозин, 3,5-дииодтирозин,
3,5-дииодтиронин, 3,3',5-трииодтиронин и тироксин. Хроматогра-
фирование велось на высушенных на воздухе в течение 12 ч
слоях силикагеля с 50 различными системами растворителей.
Элюент м-бутанол—ацетон—1 н. гидроксид аммония (1 :4 :1)
обеспечивает хорошее разделение моно- и дииодтирозина и при-
емлемое разделение 3,3',5-трииодтиронина, тироксина и иодид-
иона. Лучшего разделения последних трех соединений удается
добиться при элюировании смесью ацетон—метил-л-оксибен-
зоат—1 н. гидроксид аммония (16:1 :3) . При двумерном хро-
матографировании достигается прекрасное разделение всех пе-
речисленных соединений. Количественное определение проводят
со сцинтилляционным счетчиком. Шнайдер и Шнайдер [78] ис-
следовали смеси уксусная кислота—бензол—ксилол на слоях
силикагеля, высушенных при 105°С, и установили, что лучшее
разделение обеспечивается при соотношении компонентов
6 : 2 : 2 . Были испытаны также щелочные растворители, и в этом
случае лучшее разделение было достигнуто со смесью фенол—
ацетон—1 н. гидроксид натрия (2 :7 :1) в атмосфере аммиака.
Кислотные растворители разделяют дииодтирозин и дииодтиро-
нин; основные растворители лучше разделяют дииодтиронин и
трииодтиронин. Для обнаружения авторы [78] использовали ре-
актив Мандла и Блокка [79], состоящий из смеси сульфата це-
рия и арсенита. Шталь и Пфайфл [80] также разделяли эти со-
единения на слоях силикагеля, содержащих крахмал в качестве
связующего. Обнаружение эти авторы проводили, опрыскивая
сухую хроматограмму 50 %-ной уксусной кислотой, облучая ее
10 мин коротковолновым УФ-светом и вновь опрыскивая 10%-
ной уксусной кислотой. Иод, выделяющийся в результате фото-
химической реакции, дает на хроматограмме характерное синее
пятно. Бергер и др. [81] применяли сложные слои для разделе-

Применение тонкослойной хроматографии 493

ния смеси иодид-иона, тироксина, дииодтирозипа и моноиодти-
розина. Сложные слои состояли из узкой полоски, покрытой хло-
ридом серебра, и полосы, покрытой анионообменной смолой
дауэкс 1χ2 (ОН~). Пробы наносили на слой хлорида серебра.
При элюировании 3 н. раствором гидрокепда калия в метаноле
иодид-ион оставался в исходной точке, тироксин увлекался
к границе двух слоев, а моно- и дииодпроизводные разделялись
на ионообменном слое. Массаглия и Роза [82] достигли такого
же результата, используя слои силикагеля и применяя смесь
бутанол—уксусная кислота—вода ( 4 : 1 : 5 ) . Тирозин обнаружи-
вали нингидрином, а другие радиоактивные соединения детек-
тировали счетчиком Гейгера—Мюллера.

Липиды, содержащиеся в метанольных экстрактах биологи-
ческих материалов, мешают разделению тироидных гормонов.
Чтобы избежать мешающего влияния липидов, Цаппи и др. [83]
наносили пробы на слои целлюлозы на равном расстоянии от бо-
ковых сторон пластинки и на расстоянии в 4 см от одного из
краев. С противоположного края пластины элюирование вели
хлороформом. Когда хлороформ достигал пробы у верхнего
края, он растворял липиды и смещал их вверх, тогда как амино-
кислоты оставались в местах нанесения проб. Липидные примеси
соскребали со слоя и проводили элюирование с этого же края
смесью ацетон — 0,1 н. уксусная кислота (1:4).

Холлингсфорс и др. [84] разделили на тонких слоях целлю-
лозы следующие иодаминокислоты: З-моноиод-ь-тирозин, 3,5-ди-
иод-ь-тирозин, 3,5-дииод-ь-тиронин, З',3,5-трииод-ь-тиронин и
L-тироксин, а также L-тирозин. Хорошего разделения удалось
достичь со смесью грег-бутанол — 2 н. гидроксид аммония—хло-
роформ; при этом не удалось разделить только 3,5-дииод-ь-тиро-
нин и З',3,5-трииод-ь-тиронин. Паттерсон и Клементе [85] при-
меняли хроматографию на полосках бумаги, а также на целлю-
лозных пластинках, скрепленных крахмалом, для идентификации
тироксина в добавках к кормам. Обнаружение проводили реак-
тивом Т-122.

Оиллет и Балциус [86] разделяли 5-моноиодтирозин, 3,5-ди-
иодтирозин, 3,3',5-трииод-ь-тиронин и З.З'Дб'-тетраиодтиронин
на смеси целлюлозы ΜΝ 300 и силикагеля G (4:1). Лучшими
растворителями оказались трег-амиловый спирт—диоксан—1 н.
аммиак (2 :2 :1) и этанол—метилэтилкетон—2 н. аммиак
( 1 : 4 : 1 ) .

Хамада и Ингбар [87] использовали электрофорез на слоях
адсорбента Pevicon C-870 (Mercer) для разделения тироксина и
3,3',5-трииод-ь-тиронина в свободном виде или в нормальной
сыворотке.
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Разделение методом электрофореза

Хонеггер [88] продемонстрировал разделение аминокислот
методом электрофореза на тонких слоях силикагеля G, кизель-
гура G и оксида алюминия, приготовленного на буферном рас-
творе цитрата натрия (0,1 М, рН 3,8). Напряжение составляло
460 В при токе 12,6 мА; электролитом служила смесь 2 н. ук-
сусной и 0,6 н. муравьиной кислот (1:1) . (Методика такого спо-
соба разделения рассматривается в гл. V, разд. 5.) Описана
также комбинированная методика разделения, сочетающая
электрофорез и хроматографирование: вначале в одном направ-
лении проводят электрофорез, затем пластинку высушивают
и осуществляют хроматографическое разделение в другом на-
правлении. Наибом [42] описал методику анализа аминокислот
комбинированным способом, сочетающим электрофорез и хро-
матографирование.

Билески и Тернер [89] использовали смешанный слой целлю-
лозы и силикагеля (12,5 : 5 или 5 : 2) для разделения двумерным
методом электрофорез — ТСХ. Экстракт растительной ткани на-
носили вблизи одного из углов пластинки в виде полоски
в 2,5 см. После этого опрыскивали слой буфером рН 2,0 (17 мл
90 %-ной муравьиной кислоты + 57 мл уксусной кислоты в 1 л),
смачивая исходный край в последнюю очередь. После того как
избыток буферного раствора стекал по каплям, слой соединили
тампонами с электродными камерами и проводили электрофо-
рез при 12—18°С в течение 20 мин при 1000 В (55 В/см) и 20—
30 мА. Пластинку затем сушили 15 мин при 40°С в интенсивном
потоке воздуха в атмосфере, освобожденной от аммиака. Пла-
стинки погружали в воду под прямым углом к направлению
электрофореза, следя за тем, чтобы вода покрывала всю пла-
стинку, «о не доходила на 1 см до края электрофоретических по-
лос. Через 5 мин подымающаяся вода перемещает полосы в ком-
пактно расположенные пятна у края пластинки. (При наличии
в пробе аргинина или других основных аминокислот воду заме-
няют на 1 %-ную уксусную кислоту.) После сушки пластинку
вновь элюируют, но уже в другом направлении смесью метил-
этилкетон—пиридин—вода—уксусная кислота (70:15:15:2),
чтобы разделить треонин и глутаминовую кислоту, а также уда-
лить посторонние примеси. Второе разделение проводят смесью
н-пропанол—вода—н-пропилацетат—уксусная кислота—пиридин
(120:60:20:4: 1).

Мунье и др. [89а] описали двумерное разделение на слоях
целлюлозы (20X40 см). Хроматографирование вели смесью пи-
ридин—этанол—вода (2 :2 :1) по более короткому пути, пока
цветная метка (бриллиантовый черный BN) не достигала края
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пластинки. После высушивания пластинку опрыскивали 0,025 Μ
раствором тетрабората натрия. Электрофорез проводили под
прямым углом к первому направлению в течение 3 ч при
410 В/см и обнаруживали реактивом Т-267. Разделение пепти-
дов и входящих в них аминокислот методом ТСХ прекращали
в тот момент, когда растворитель достигал края пластинки.
В статье [89а] приводятся ссылки на более ранние работы
в этой области.

Монтан и Туз-Суле [90] описали разделение аминокислот
электрофорезом на тонком слое целлюлозы со смесью пиридин—
уксусная кислота—водный буфер с рН 3,9. Пастушка и Тринкс
[91] разделяли узкую группу аминокислот методом электрофо-

реза на силикагеле G, пропитанном буферным раствором буры.
Электролитом служила смесь 80 мл этанола и 30 мл дистилли-
рованной воды, содержавшей 2 г кристаллического ацетата нат-
рия. В качестве подложки при электрофорезе аминокислот ис-
пользовали фосфорилированную целлюлозу [92] и сефадекс
G25 [93].

2. РАЗДЕЛЕНИЕ ПРОИЗВОДНЫХ АМИНОКИСЛОТ

Разделение производных аминокислот очень важно при опре-
делении строения пептидов. Для этой цели используют реакции
белков и пептидов с 2,4-динитрофторбензолом, 1-диметиламино-
нафталин-5-сульфонилхлоридом или фенилизоцианатом с после-
дующим распадом до динитрофениламинокислот, 1-диметилами-
нонафталинсульфониламинокислот (ДАНС- или ДНС-аминокис-
лоты) и фенилтиогидантоинов соответственно. Методика
приготовления этих производных описана в литературе (ДНФ
[94—97], ДАНС [98—101], ФТГ [102—106]) и здесь не рассматри-
вается. Росмус и Дейл [106а—106в] обобщили работы по мето-
дам идентификации N-концевых аминокислот в пептидах и
белках.

Динитрофениламинокислоты (ДНФ-аминокислоты)

Бреннер и др. [107] исследовали разделение производных
данной группы на силикагеле. Эти соединения не растворяются
ни в кислоте, ни в воде, не экстрагируются из раствора эфиром,
но их можно разделить хроматографически, элюируя смесью
н-пропанол—34 %-ный аммиак (7:3) (табл. 17.5). Из семи про-
изводных, приведенных в таблице, не удается разделить только
ДНФ-цистеиновую кислоту и моно-ДНФ-цистин. Однако эти сое-
динения редко сопутствуют друг другу, и, кроме того, их можно
различить по окраске, которую они дают с нингидрином. По-
скольку пробу наносят из кислого раствора, избыток кислоты
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Таблица 17.5

Идентификация ДНФ-производных аминокислот, растворимых в кислоте
и воде, на силикагеле со смесью к-пропанол—34 %-ный гидроксид

аммония ( 7 : 3 ) [107] а

ДНФ-ЗМИНОКИСЛОТЫ

Моно-ДНФ-(Цис)2

ДНФ-ЦиБОзН

а-ДНФ-Арг

ε-ДНФ-Лиз

О-ДНФ-Тир

а-ДНФ-Гис

Ди-ДНФ-Гис

Rf χ 1С0

29

29

4 3

44

49

57

6 5

Окраска

Желтая

,,

,,

,,

Бесцветная

Желтая

-

Поглощение
в УФ-свете б

+

+

-f-

+

-г

+

+

Окраска с
нингидрином

Коричневая

Желтая

,,

Коричневая

Фиолетовая

Желтая

·-

а С разрешения авторов и Birkhaeuser Verlag.
6 На флуоресцирующих слоях имеют вид темных пятен.

следует тщательно удалить; с этой целью перед проведением
хроматографического анализа пластинку нагревают 10 мин при
60°С. Для разделения более многочисленной группы кислотоне-
растворимых аминокислот, экстрагируемых эфиром, была ото-
брана группа из пяти растворителей (табл. 17.6). Растворитель
1, представляющий собой двухфазную систему, состоит из смеси
толуол—пиридин—этиленхлоргидрин—0,8 н. гидроксид аммония
( 1 0 : 3 : 6 : 6 ) [108]. Верхнюю фазу используют для разделения,
а нижнюю — для предварительной обработки слоя, которую про-
водят следующим образом. Пластинки помещают в камеру для
разделения, на дно которой налита нижняя фракция раствори-
теля. Чтобы пластинки не соприкасались с растворителем, их
закрепляют на стеклянных стержнях. Камеру выкладывают из-
нутри фильтровальной бумагой для создания в ней насыщенной
атмосферы. Чтобы слои адсорбента не касались бумаги, в ней
прорезают щели или закрепляют пластинки на стеклянных
стержнях. Пластинки выдерживают в подготовленной таким об-
разом камере примерно 12 ч, после чего извлекают и сразу на-
крывают полосками стекла, оставляя непокрытой только ниж-
нюю часть пластинок, на которую наносят пробу. Накрывать
пластинку надо для того, чтобы предотвратить испарение рас-
творителя, который испаряется очень быстро, так что Rf ме-
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няется уже спустя 2 мин. После нанесения проб пластинки сразу
же элюируют верхней фазой первой системы. Несмотря на то
что эта система часто вызывает образование «хвостов» зон, она
обеспечивает хорошее разделение.

Рис. 17.1. Двумерная хроматограмма (13X13 см) 1 мкг ДНФ-производных
аминокислот [107] (с разрешения авторов и Birkhaeuser Verlag).
Первое направление — элюирование толуольной смесью (см. текст); второе направление —
элюирование смесью хлороформ—метанол—уксусная кислота (95 : 5 : 1). Выделенные
соединения. ОН — 2,4-динитрофенол; Ди — ди-ДНФ-производные; NH2 — 2,4-ДИнитроани-
лин; AM — α-аминомасляная кислота; АК — α-аминокаприловая кислота; Ала — аланин.
Асп — аспарагиновая кислота; (ЦисЬ — цистин; Глу — глутаминовая кислота; Гли — гли-
цин; Гис — гистидин; Илей — изолейцин; Лей — лейцин; Илей — норлейцин; Лиз — лизин;
Мет — метионин; Мет-О2 — метионинсульфон; Орн — орнитин; Фен — фенилаланин; П р о —
пролин; Сар — саркозин; Сер — серии; Тр — треонин; Три — триптофан; Тир — тирозин;
Вал—'Валин; Нвал — норвалин

Поскольку одномерным хроматографированием полного раз-
деления всех производных добиться нельзя, приходится прово-
дить двумерное разделение с применением растворителей, пере-
численных в табл. 17.6. Так, например, с помощью раствори-
телей 1 и 4 можно разделить изомерные производные лейцина
и валина. Проводя двумерное разделение, нельзя допускать
окисления производных, и поэтому удаление растворителя после
первого элюирования проводят как можно быстрее. Авторы ре-
комендуют после 10-минутной выдержки на воздухе просушить
пластинку 10 мин при 60 С и затем 10—15 мин охлаждать. На
рис. 17.1 показано двумерное разделение с применением толуоль-
ной смеси в одном направлении и смеси хлороформ—метанол—
уксусная кислрта (95 : 5 : 1 ) — в другом.
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Дроверт и др. [109] описали методику разделения аминокис-
лот, меченных радиоактивными изотопами, двумерным хромато-
графированием с двумя разными растворителями. При проведе-
нии количественных определений слои пропитывали коллодием.
По окончании разделения их отделяли от подложки и измеряли
радиоактивность.

Блассу [НО] удалось разделить ДНФ-лейцин и ДНФ-изолей-
цин, применив длительное элюирование смесями толуол—2-хлор-
этанол—пиридин—25%-ный аммиак (20:12:6:1) (в одном на-
правлении) и хлороформ—грег-амиловый спирт—уксусная кис-
лота (95:5:1) (8 ч в другом направлении). С помощью
системы Бреннера и др. [107] этого сделать не удалось. Вальц
и др. [111] использовали разделение производных динитрофе-
нила для обнаружения аминокислот в моче. Общее разделение
проводили по методу Бреннера и др. [107]. Кроме основных
растворителей эти авторы применяли еще четыре вспомогатель-
ных растворителя: толуол—пиридин—этиленхлоргидрин—25 о/о-
ный гидроксид аммония (50:35:15:7), хлороформ—метанол-
уксусная кислота (70:30:5), пиридин и н-бутанол, насыщенные
25 %-ным гидроксидом аммония при комнатной температуре.
Результаты исследования показали, что разделение следует
проводить двумерным хроматографированием при многократном
элюировании.

Патаки [112, 113] применил новый метод обнаружения ами-
нокислот в систематическом анализе пептидов. Он разделял
аминокислоты на силикагеле G, используя смесь н-пропанол—·
вода (7:3), после этого высушивал пластинки и опрыскивал их
буферным раствором, содержавшим 8,4 г бикарбоната натрия
и 2,5 мл 1 н. раствора гидроксида натрия в 100 мл раствора,
и 10 %-ным (масса/объем) раствором динитрофторбензола в ме-
таноле. Затем накрывал хроматограмму чистым стеклом, закреп-
лял его двумя полосками полиэтилена, пропущенными по углам
хроматограммы, очищенным от адсорбента, и нагревал ее в тем-
ноте при 40°С в течение 1 ч. Далее он охлаждал хроматограмму
и помещал ее в баню с эфиром на 10 мин. На обработанной та-
ким образом и высушенной хроматограмме можно размечать
пятна. После разделения аминокислот в одном направлении и
превращения их в диаминофенилпроизводные их можно подверг-
нуть хроматографическому разделению в другом направлении
с одним из уже упоминавшихся растворителей.

Мунье и Сарацин [114] анализировали растворимые в эфире
ДНФ-аминокислоты, а растворимые в кислоте и воде производ-
ные сначала подвергали электрофорезу, а затем хроматографи-
ровали. Грант и Виккен [115] описали методику разделения на
смешанных слоях. Пробу элюируют 15 мин смесью изопропа-
нол—уксусная кислота—вода (15:2 :3) , далее хроматограмму
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сушат и вновь элюируют сначала в том же направлении (на
этот раз полностью) верхней фазой смеси бутанол—0,15 н. ам-
миак, а затем под прямым углом буферным 1,5 Μ раствором фос-
фата натрия (рН 6,0). Ванг и др. [116, 117] исследовали двумер-
ное хроматографирование на полиамидных слоях сначала со
смесью растворителей бензол—уксусная кислота (4:1), а затем
четыреххлористый углерод—уксусная кислота (4:1). Авторы
[116, 117] приводят также результаты, полученные с использова-
нием дополнительных растворителей.

Из-за фоточувствительности ДНФ-производных желательно
проводить их синтез и хроматографический анализ в отсутствие
прямого освещения.

Ретни [118] получал диазотированные ДНФ-производные на
тонких слоях, опрыскивая пробы сначала раствором триоксида
азота в толуоле, а затем раствором фенола и диэтиламина в то-
луоле.

Фенилтиогидантоиновые (ФТГ) аминокислоты

Эти производные аминокислот образуются при разложении
продуктов реакции белков или пептидов с фенилизотиоцианатом.
Они очень удобны при изучении структур пептидов и позволяют
отделить аминокислоты от мешающих анализу соединений.
Кроме этого, с появлением усовершенствованного автоматиче-
ского способа разделения аминокислот стал необходим метод
идентификации этих соединений, поскольку за 72—90 мин с од-
ним производным можно провести от 10 до 25 операций. В ка-
честве такого быстрого метода идентификации соединений была
предложена газовая хроматография; однако в ряде случаев ре-
зультаты анализа недостаточно однозначны и требуют подтвер-
ждения.

Бреннер и др. [107] исследовали разделение ФТГ-производ-
ных" на слоях силикагеля в четырех различных растворителях.
Патаки [119] определил этим методом величины Rf для 34 про-
изводных аминокислот (табл. 17.7). Он же усовершенствовал
этот метод [120], благодаря чему ФТГ-кислоты удается отделить
от основной части пробы, проводя два двумерных и одно одно-
мерное хроматографирование. Одно двумерное разделение осу-
ществляют смесями хлороформ—метанол (9:1) и хлороформ—•
муравьиная кислота (20:1). Для второго двухмерного разделе-
ния используют хлороформ и смесь н-гептан—1,2-дихлорэтан—
муравьиная кислота—пропионовая кислота (30 :10 :7 :6) .
Третье одномерное хроматографирование проводят со смесью
следующих растворителей: хлороформ—метанол—муравьиная
кислота (35: 15: 1).
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Таблица 17 7

Величины RfX\00 ФТГ-производных аминокислот, полученные
на силикагеле G. Длина пути разделения 18 см (среднее из шести

определений) [119] а

ФТГ-производные

α-Аминомасляная кислота
α-Аминокаприловая кислота
α-Аминоизомасляная кислота
Алании
Аргинин
Аспарагиновая кислота
Аспарагин
Цитруллин
Цистеиновая кислота
Глутаминовая кислота
Гл\тамин
Глицин
Гистидин
Оксипролин
Изолейцин
Тирозин
Лейцин
Лизин
Метионин
Метилгл>тамовая кислота
Метионинсульфоксид
Метионинс\ льфон
Метилсерин
Норлейцин
Норвалин
Орнитин
Фенилаланин
Пролин
Серии
Треонин
Триптофан
Валин
Фенилтиочочевина
Дифенилтиомочевина

Растворитель

хлороформ

26

44

27

18

0

0

0

0

0

1

0

11

1

5

3 9

3

3 9

12

3 4

23

0

2

1

4 0

34

7

3 0

6 0

1

1

14

3 3

12

42

хлороформ —
метанол (9 · 1)

79

84

80

77

1

2

34

3 4

0

5

4 0

68

4 0

64

83

59

8 1

78

81

82

54

59

51

83

81

7 2

81

89

4 3

58

71

81

6 5

82

хлороформ —
муравьиная

кислота (20 ΐ;

5 4

67

56

44

0

16

9

8

0

18

11

3 5

1

28

62

22

6 3

34

5 4

5 0

15

17

18

6 2

5 7

3 0

54

70

10

17

41

58

32

71

а С разрешения автора и Н. R. Sauerlaender and Co.

Шербулье и др. [121] провели разделение ФТГ-производных
с целью исследования структуры пептидов. Эти авторы рекомен-
дуют применять дезактивированный диоксид кремния, содержа-
щий 15 % воды.

В работах [122—124] описано разделение на слоях силика-
геля, нанесенных на пластмассовые полоски. Элюирование при
этом проводилось смесями гептан—пропионовая кислота—ди-
хлорэтан (58:17:25) и гептан—бутанол—75 %-ная муравьиная
кислота (50:30:9) [122]; верхний слой смеси бутилацетат—фор-
мамид—пропионовая кислота—вода (160:6 :3 :3) удобен при
разделении кислых аминокислотных ФТГ-производных; смеси
ксилол—метанол (8:1) полезны при идентификации пролина,
а смесь ксилол—изопропанол (7:2) —лучший из этих трех сме-
сей элюент общего назначения. Элюирование всеми перечислен-
ными смесями проводилось в камере с ненасыщенной атмосфе-
рой на полосках Eastman Chromatogram 6060 [123]. Авторы ра-
боты [124] использовали для разделения смеси гептан—дихлор-
этан—пропионовая кислота (9 :5 :6) и ксилол—метанол (8 :1) .
После разделения проб хроматограммы изучали в УФ-свете, об-
рабатывали их реактивом на основе азида иода и смесью
1,7 %-ный нингидрин—коллидин—уксусная кислота ( 1 5 : 2 : 5 ) .
В результате эти авторы смогли идентифицировать продукты
семи стадий разложения, протекающих в автомате Эдмана за
1 ч, и идентифицировать остаток.

Инглис и Никольс [125] проводили разделение на предвари-
тельно покрытых кизелыелем 60F254 алюминиевых пластинках,
на которых удается получать более четкие пятна меньшего раз-
мера, чем на слоях силикагеля. Разделение большого числа про-
изводных при этом улучшается, а цветные реакции с неполяр-
ными ФТГ-аминокислотами становятся более чувствительными.
Смесь растворителей представляет собой модификацию смеси
Эдмана Н: этиленхлорид—уксусная кислота (60:7).

Инглис и др. [126а] получали ФТГ-производные непосред-
ственно на тонких слоях, добавляя 1 мкл гептафтормасляной
кислоты к пятну аминокислоты и нагревая его в печи 10 мин
при 140°С.

Для разделения ФТГ-производных использовались также
слои полиамидов [127—132]. Саммерс и др. [128] разработали

методику разделения и обнаружения субнаномолярных количеств
этих производных путем введения бутил-ФДД [2-(4-грет-бутил-
фенил)-5-(4-дифенил)-1,3,4-оксидиазол] в качестве флуоресциру-
ющего агента в первый из растворителей системы для двумер-
ного хроматографирования. Применяя двусторонние полоски
полиамида ( 5 x 5 см), можно проводить опыты с двумя про-
бами в двух направлениях, затрачивая на это 30 мин. Кульбе
[130] модифицировал систему растворителей для этого метода
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разделения. Он предложил смесь толуол—н-пентан—уксусная
кислота (30:15:8), содержащую 250 мг бутил-ФДД в расчете
на литр, в качестве растворителя для первого разделения и
25 %-ную уксусную кислоту или 40 %-ный водный раствор пири-
дина—уксусную кислоту (9:1) для второго разделения. Нижний
предел обнаружения в области 254 нм составляет от 0,05 до
0,2 нмолей. Этим методом можно анализировать от 10 до 20 проб
в час; за то же время методом газовой хроматографии удается
проанализировать всего 2—3 пробы, которые вдобавок прихо-
дится переводить в производные, пригодные для газохроматогра-
фического анализа. Кульбе [132] предложил две системы рас-
творителей, пригодные для разделения ФТГ- или МГТ (метил-
тиогидантоин)-производных аргинина, гистидина и цистеиновой
кислот, этилацетат—н-бутанол—уксусная кислота (35: 10 : 1) и

этилацетат—грег-бутанол—уксусная кислота (35:10:1). Обе
смеси содержат флуоресцирующий реагент бутил-ПФД.

1-Диметиламино-5-нафталинсульфаниламинокислоты
(ДАНС-аминокислоты)

Зайлер и Вейхман [133] исследовали разделение 1-диметил-
амино-5-нафта л инсульфанил аминокислот (ДАНС-аминокислот)
[134] на тонких слоях силикагеля. Используя метод двумерного

хроматографирования смесями метилацетат—изопропанол—кон-
центрированный аммиак (9 :7 :4) (в одном направлении) и хло-
роформ—метанол—уксусная кислота (15 :5 : 1) или хлороформ—
этилацетат—метанол—уксусная кислота (30:50:20:1) (в дру-
гом направлении), они добились почти полного разделения смеси
30 производных аминокислот. Перед вторым элюированием пла-
стинки сушили 10 мин при 100°С. Поскольку вводимая в амино-
кислоту группа достаточно велика, метод отличается высокой
чувствительностью. Таким способом при двумерном хроматогра-
фировании удается определить 10~10 моля кислоты; желтые флу-
оресцирующие пятна становятся заметными в УФ-свете на еще
влажной хроматограмме.

Коул и др. [135] элюировали пробы на слоях силикагеля
смесью бензол—пиридин—уксусная кислота (40:10:1) в тече-
ние 1,5 ч в одном направлении и затем н-бутанолом, насыщен-
ным 0,2 н. раствором гидроксида натрия, в перпендикулярном
направлении. При разделении производных лейцина и изолей-
цина второе элюирование проводили смесью н-бутанол—хлоро-
форм (3:97).

Штегелин и Дюрантон [136] описали ступенчатое разделение
на слоях силикагеля в виде узких полосок. Смеси, предназначен-
ные для разделения в камерах с ненасыщенной атмосферой, со-
держали следующие компоненты: толуол—пиридин—уксусная
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кислота (70:30:0,8), хлороформ—грет-бутанол—уксусная кис-
лота (12:8:3) и толуол—2-хлорэтанол—25 %-ный аммиак
(30 : 50 : 2,2). Для полного разделения валина, лейцина и изолей-
цина пластинк) поворачивали на 180° и элюировали в течение
часа смесью хлороформ—грег-бутанол—уксусная кислота
(60:40:0,2).

Для разделения этих производных использовали также поли-
амидные слои. Казоли и Ди Маттео [137] элюировали пробу
в одном направлении в течение 5 мин 3 %-ной муравьиной кис-
лотой и еще 5 мин в перпендикулярном направлении смесью
бензола и уксусной кислоты (45 : 5). Чтобы разделить ДАНС-ас-
парагиновую и ДАНС-глутаминовую кислоты и ДАНС-аспарагин
и отделить ДАНС-глутаминовую кислоту от ДАНС-ОН и ДАНС-
аланин от ДАНС-МН2, проводили третье элюирование смесью
этилацетат—метанол—уксусная кислота (20 : 1 : 1) в перпендику-
лярном первому элюированию направлении. Авторы работы
[138] использовали те же два растворителя, изменив соотноше-

ния до 1,5% и 4,5:1 соответственно. Для разделения ДАНС-
аланин и ДАНС-МН2 после первого элюирования применяли
третью смесь бензол—уксусная кислота—этилацетат (22,5 : 5 : 1).
Разделение на полиамиде идет быстрее, чем на силикагеле.

Мунье и др. [139—141] анализировали аминокислоты ТСХ
на целлюлозе и сочетали ТСХ и электрофорез. В последнем слу-
чае они проводили двумерное разделение. Арно и Вард [142]
использовали эту же методику, проводя анализ на целлюлозе.
Электрофорез на целлюлозе можно проводить с буферным рас-
твором состава 0,4 % пиридина и 0,8 % уксусной кислоты (рН
4,4) при напряжении 1000 В и температуре 12—15°С [143].

Деул и Росмус [144] применяли многослойный адсорбент (си-
ликагель, оксид алюминия, полиамид), чтобы получить за один
опыт три величины Rf. Растворителями служили смеси хлоро-
форм—бензиловый спирт—уксусная кислота (70:30:3) и н-бу-
ганол—пиридин— уксусная кислота—вода (15:10:3:12).

В табл. 17.8 приведены некоторые величины Rf ДАНС-амино-
кислот.

Нельзя не упомянуть о микрометодике Шмера и Крайля
[147], предназначенной для обнаружения формильных и аце-

тильных групп в белках и пептидах. Лиофилизованную пробу
(1—2 мг) растворяют в 0,5 мл 0,1 н. соляной кислоты и сушат
в вакууме. Остаток нагревают 17 ч при 100°С в запаянной
трубке с безводным гидразином. Избыток гидразина удаляют
при пониженном давлении, а остаток обрабатывают 0,3 мл 0,2 Μ
раствора буфера—цитрата натрия (рН 3,0) и 5—10-кратным из-
бытком дансилхлорида (масса/объем) в 0,3 мл этанола. Смесь
выдерживают 24 ч при 37°С (при этих условиях α-аминогруппы
практически в реакцию не вступают). После сушки остаток
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Таблица 17 8
Величины R дднс-\н 2 Х'ОО ДА НС-производных аминокислот, полученные

с различными растворителями на силикагеле

ДАНС-аминокислоты

ДАНС-МН2

ДАНС-Илей
ДАНС-Лей
ДАНС-Ват
ДАНС-Про
ДА'НС-Фен
ДАНС-Мет
ДАНС-Ала
Ди-ДАНС-Лиз
Ди-ДАНС-Орн
Ди-Данс-Тир
ДАНС-Гли
ДАНС-Три
ДАНС-Тр
ДАНС-Гипро
ДАНС-Глу
ДАНС-Сер
ДАНС-Мет-SO
ДАНС-Мет-5О2

ДАНС-Асп
ДАНС-Асн
ДАНС-Глн
ДАНС-Орн
е-ДАНС-Лиз
ДАНС-Ци-БОзН
ДАНС-ОН
Ди-ДАНС-(Цис)2

Ди-ДАНС-Гис
ДАНС-Арг

Растворитель

[14

Л

100,0

9 0 , 5

8 7 , 5

8 2 , 5

7 8 , 5

7 3 , 0

6 6 , 0

6 2

5 5 , 0

4 9 , 0

4 7 , 0

4 4 , 0

4 1 , 0

2 5 , 0

3 0 , 0

2 4 , 0

1 9 , 0

15,0

1 4 , 0

8 , 0

8 , 0

8,0

0

0

0

0

5 , 0

4 , 0

0

5[

Б

100,0

8 3 , 5

6 7 , 5

7 5 , 0

5 1 , 5

7 1 , 0

6 9 , 0

56

8 2 , 0

7 9 , 0

4 9 , 0

4 6 , 0

6 4 , 5

4 5 , 0

3 6 , 0

0 , 5

3 6 , 0

5 8 , 0

5 7 , 0

0

2 0 , Q

2 9 , 0

14,0

2 0 , 0

4 , 0

6 7 , 0

9 , 0

4 2 , 0

2 9 , 0

[ 1-401

в

100,0
92
89
85
79
69
65
61
48

38
34
18

18
15

6
2
3

2

0

100,0
100,0
100,0
100
93
94
92
89
93

65
87
25

42
20

2
2
7

8

0

л

100,0
10J.0
99
97
96
99
99
96
96

93
95
57

85
52

60
10
14

5

0

ь

100,0
89
63
75
50
42
33
2Э
33

12
25

2

8
2

0
3
0

4

0

а Растворители А—толуол—пиридин—уксусная кислота (150.50.3,5),
Б — толуол—2-хлорэтанол—25 %-ный аммиак (100:80:6,7); В — бензол—пи-
ридин—уксусная кислота (40: 10: 1); Г — хлороформ—грет-амиловый спирт—
уксусная кислота (70 30 . 3); Д — хлороформ—грег-амиловый спирт—муравь-
иная кислота (70:30.1) ; Ε — хлороформ—трег-амиловый спирт—уксусная
кислота (70 : 30 : 0,5)

растворяют в 0,3 мл воды и трижды экстрагируют хлороформом.
Экстракт концентрируют и в аликвотной части определяют хро-
матографически на силикагеле G формил- и ацетилдансилгидра-
зин. В качестве элюентов опробованы такие смеси: а) бензол—
пиридин—уксусная кислота ( 8 : 2 : 0,5), б) метилацетат—изопро-
панол—аммиак (9 :7 :4) и в ) хлороформ—м-бутанол—уксусная
кислота (6 :3 :1) и соответственно получены следующие вели-
чины Rf. a) 0,76 (формил) и 0,70 (ацетил), б) 0,82 и 0,92,
в) 0,75 и 0,65. Двумерное разделение можно проводить со
смесью в) в первом направлении и со смесью б) во втором,
либо со смесями а) и в ) .

Карбобензокси- и грб?г-бутилоксикарбониламинокислоты
(КБО- и БОК-аминокислоты)

Эрхардт и Крамер [148] продемонстрировали применение
ТСХ при разделении КБО-аминокислот, а также соответствую-
щих производных пептидов и эфиров пептидов. Эти производные
играют важную роль в синтезе пептидов, а следовательно, весьма
важно уметь отделить их друг от друга и от непрореагировав-
ших компонентов. Для их разделения применяли различные
смеси: м-бутанол—уксусная кислота—5 %-ный гидроксид аммо-
ния, н-бутанол—уксусная кислота—вода—пиридин или гидро-
ксид аммония. Если элюент представляет собой двухфазную
смесь, то в камеру для разделения помещают обе фазы, но си-
ликагель должен при этом контактировать только с верхней фа-
зой. Эрхардт и Крамер [148] приводят список соединений с их
величинами Rf (табл. 17.9). По окончании разделения пластинки
сушат 10—15 мин при 120—150°С, после чего еще горячими
опрыскивают 0,2 %-ным раствором нингидрина в 95 %-ном м-бу-
таноле, к которому добавляют 5 % 2 н. уксусной кислоты. Это
приводит к разложению аминокислот, пептидов и гидрохлоридов
эфиров аминокислот. Пластинки затем вновь нагревают до 120—
150°С и опрыскивают насыщенным раствором бихромата калия
в концентрированной серной кислоте. При этом пятна КБО-про-
изводных пептидов или аминокислот, содержащих фенильные
группы, окрашиваются в темно-зеленый цвет. (Иногда пластинки
после опрыскивания окислительной смесью нагревают на горя-
чей плитке.)

Шелленберг [149] предложил реактив Т-168 в качестве на-
дежного средства для обнаружения N-защищенных аминокислот
и производных пептидов на слоях силикагеля. Патаки [150}
пользуется для обнаружения карбобензоксиаминокислот моди-
фицированным хлор-толуидиновым реактивом (Т-61), так как
считает, что эта реакция более чувствительна, чем реакция с би-
хроматом калия в концентрированной серной кислоте.
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Таблица 17 9

Величины RtX.100 карбобензокси(КБО)производных аминокислот, пептидов,
сложных эфиров пептидов и соединений, не образующих производных с КБО,

полученные на силикагеле G [148] а

Анализируемые соединепгя

КБО-Гли
КБО-Дигли
КБО-Тригли
КБО-Тетрагли
КБО—Дигли-этиловый эфир
КБО-Тригли-этиловый эфир
КБО-01--Ала-Гли-этиловый эфир
KBO-DL-Ала
KBO-DL-Диала
КБО-Гли-ОЬ-Ала

KBO-DL-Ала-Гли
КБО-Гли-ОЬ-Ала-Гли
КБО-И-.фен-Гли-этиловый эфир
КБО-Гли-°1--Фен-этиловый эфир
КБО-ГлиТли-°1--фен-этиловый эфир
КБОТли-ЕЧ-Фен-Гли-этиловый эфир
KBO-DL-Ала-Фен
КБО-Гли-Оь.фен
КБО-Гли-1-Илей
КБО-Гли-Ь-Лей
КБО-ГлиТли-Ь-лей
КБО-Гли-Ь-Глу
КБО-Оь.фен
Гл\-Гл\
DL-Ала-Глу
Гли-Ь-Лей
Гли
DL-Ала
DL-фен

НС1-°1--Феи-этиловый эфир
НС1Тли-этиловый эфир

Растворитель °

Л

81

6 5

57

51

82

76

81

77

7 2

68

68

61

86

84

81

83

78

72

7 5

74

71

72

74

17

21

4 3

22

27

4 5

59

4 3

Б

76

6 5

56

4 3

7 3

6 7

75

77

72

68

68

59

8 3

7 9

7 5

78

78

76

7 3

74

6 9

71

76

2 5

30

4 4

29

34

42

52

4 2

в

74
56
41
26
75
68
79
74
68
63
61
50
80
77
69
76
72
69
74
69
63
65
77
4
9

24
10
14
31
44
24

Г

6 4

56

50

4 5

74

69

77

61

5 9

56

57

54

76

76

76

7 4

61

6 5

6 7

6 5

6 5

6 2

7 5

15

2 2

41

21

27

4 6

6 5

5 3

а С разрешения авторов и Elsevier Publishing Co.
6 А — и-бутанол—ацетон—уксусная кислота—5%-ный гидроксид аммо-

ния—вода (4,5 : 1,5 : 1 : 1 : 2); Б — я-бутанол—уксусная кислота—5 %-ный ги-
дроксид аммония ( 5 , 5 : 3 : 1 : 5 ) ; 5 — н-бутанол—уксусная кислота—5 %-ный
гидроксид аммония—вода ( 6 : 1 : 1 : 2 ) ; Г — н-бутанол—уксусная кислота—
пиридин—вода ( 1 5 : 3 : 1 0 : 1 2 ) ; длительность элюирования 2 ч, длина пути
элюирования 8—10 см.

Ванг и др. [151] применяли полиамид амилан 1001 (Τόνο
Rayon Co.) для создания устойчивого к растворителям слоя на
полиэтилентерефталате для разделения этих производных. На
слоях, выпускаемых в продажу фирмой Chen Chin Trading Co.
Gallard-Schlebinger, можно провести анализ быстрее, чем на си-
ликагеле.

Швайцер и др. [152] использовали для некоторых синтезов
трег-бутилоксикарбонилпроизводные аминокислот и пептидов,
так как эта защитная группа удаляется легко и исходное соеди-
нение при этом не затрагивается (что иногда происходит при
удалении карбобензокси- и других защищающих групп). Хрома-
тографирование этих производных ведут на слоях силикагеля
и оксида алюминия; элюируют их рядом смесей, включая н-про-
панол—этилацетат—вода ( 7 : 1 : 2 ) , грег-амиловый спирт—изо-
пропанол—вода (100 : 40 : 55), н-бутанол—метилэтилкетон—ди-
циклогексиламин—вода (10:10:2 :5) , βτορ-бутанол—изопропа-
нол—хлоруксусная кислота—вода (70 мл : 10 мл : 3 г : 40 мл),
егор-бутанол—изопропанол—5% -ный диэтилбарбитурат нат-
рия—вода (20 : 3 : 2 : 12) и хлороформ—метанол—17 %-ный гид-
роксид аммония (20 : 20 : 9).

трег-Бутилоксикарбониламинокислоты дают отрицательную
пробу на нингидрин, но если пластинку после разрешения про-
греть 25 мин в печи при 125—130°С, а затем еще горячую оп-
рыскать 0,25 %-ным раствором нингидрина в бутаноле, то проба
на нингидрин будет положительной.

Динитропиридил- и нитропиримидиламинокислоты
(ДНПир- и НПм-аминокислоты)

Поскольку гидролиз, проводимый в процессе анализа пепти-
дов и белков, сопровождается заметной деструкцией N-конце-
вых групп динитрофенилпроизводных аминокислот, авторы [154]
предложили вместо ДНФ ряд других реактивов. Белло и Синьор
[155] разделили на тонких слоях силикагеля два типа производ-

ных аминокислот, а именно динитропиридил-(ДНПир) и нитро-
пиримидил (НПм) производные. Количественно извлечение этих
производных легко завершается за 15—20 мин гидролиза
концевой пептидной связи 6 н. соляной кислотой, к которой до-
бавлена 30%-ная муравьиная кислота. Разделение этих произ-
водных, которые можно извлечь из кислотных гидролизатов,
было проведено с 6 различными системами растворителей. При
Двумерном разделении в одном направлении пробу элюировали
смесью хлороформ—метанол—уксусная кислота (95:5:1),
в другом — смесью н-пропанол—30 %-ный гидроксид аммония
(7:3). ДНПир-аминокислоты хорошо видны при дневном или
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в УФ-свете, а НПм-аминокислоты можно обнаружить, опрыски-
вая пластинки 1 %-ным раствором перманганата калия и за-
тем 1 н. соляной кислотой.

Эфиры аминокислот

Муссини и Маркучи [156] анализировали на слоях силика-
геля G м-бутиловые эфиры 18 аминокислот. Разделение прово-
дили смесью бензол—н-бутанол (3 : 1); этот элюент оае вызывает
смещения основных аминокислот — лизина, гистидина и орни-
тина. Для этих эфиров применяли смесь н-бутанол—уксусная
кислота—вода (12:3 :5) . Дальнейшая работа с этой же систе-
мой позволила разделить бутилпроизводные пролина, дегидро-
пролина и оксипролина [41]. В то же время, используя систему
н-бутил—уксусная кислота—вода (12:3 :5) , удалось разделить
нитрозопроизводные этих аминокислот. Мухилл и Джексон
[42] также провели хроматографический анализ нитрозопроиз-
водных L-пролина иL -оксипролина.

3. РАЗДЕЛЕНИЕ БЕЛКОВ И ПЕПТИДОВ

Хроматографическое разделение

В литературе описаны методики разделения некоторых из
этих соединений с помощью хроматографического анализа про-
изводных, в которых активные группы защищены; дополни-
тельно следует отметить, что осуществлено также прямое раз-
деление самих этих соединений.

Фельткамп и Пфроммер [157] провели хроматографический
анализ диастереомерных дипептидов на слоях целлюлозы и си-
ликагеля. Трипептиды разделяли хроматографически на слоях
силикагеля со смесями н-бутанол—уксусная кислота—вода
( 4 : 1 : 1 или 4 : 1 : 5 ) и н-бутанол—муравьиная кислота—вода
(5 :1 :1) [158]. Для разделения пептидов пригодны самые раз-
личные комбинации растворителей, в том числе и предназначен-
ные для разделения аминокислот.

Швайцер и др. [159, 160] разделили на тонких слоях сили-
кагеля и оксида алюминия синтетические кортикотропноактив-
ные полипептиды.

Хискот и др. [161] использовали слои целлюлозы для дву-
мерного хроматографирования со смесями изопропанол—бута-
нол—1 н. соляная кислота (12:3:5) или н-бутанол—бутанон—
вода—аммиак (уд. масса 0,88) (80 : 5 : 17 : 3) для первого на-
правления и 2-метил-2-бутанол—пропанон—метанол—вода—ам-
миак (уд. масса 0,88) ( 1 0 : 4 : 2 : 1 : 3 : 1 ) для второго направле-
ния. Пептиды обнаруживали реактивом Т-176. Берне и Тернер

[162] пользовались методикой, разработанной для аминокислот
[89] (см. дискуссию, касающуюся разделения аминокислот).
Электрофорез проводили на очищенной целлюлозе MN 300 при
15°С в течение 25 мин при 50 В/см. Буферный раствор пред-

ставлял собой смесь ледяной уксусной кислоты, 98%-ной му-
равьиной кислоты и воды (17:5:280, рН 2). Пробы наносили
ла тампоны Miracloth (Calbiochem). Чтобы удалить соедине-
ния, дающие положительную реакцию с нингидрином, тампоны
промывали буферным раствором и помещали в промытую диа-
лизную трубку, разрезанную и сложенною так, чтобы тампон
Miracloth не касался непосредственно слоя. Пластинку сушили
при 30°С (при более высокой температуре усиливается адсорб-
ция высших пептидов), а затем погружали в 1 %-ный раствор
уксусной кислоты (см. «Электрофорез аминокислот»), чтобы
объединить полосы в пятна. После повторной сушки проводили
хроматографическое разделение в перпендикулярном первона-
чальному направлению, используя такие смеси, как н-бутанол—
уксусная кислота—пиридин—вода ( 5 : 1 : 4 : 4 ) , изобутанол—пи-
ридин—вода (7 :7 :6) и к-бутанол—уксусная кислота—вода
(5:1 :4 , верхняя фаза). Иногда разделению способствует много-
кратное или ступенчатое элюирование. Мунье и др. [163, 164]
применяли также двумерное разделение с низковольтным
(10 В/см) электрофорезом вдоль слоя целлюлозы (40X20 см) и
последующим хроматографическим разделением по более ко-
роткому направлению.

Фурлан и Бек [164а] сравнивают два реактива для детек-
тирования — флуорескамин и нингидрин — на примере обнару-
жения пептидов на слоях целлюлозы. В приведенном примере
при анализе фрагмента „d" фибриногена с помощью флуореска-
мина можно обнаружить не менее 35 пятен, а с помощью нин-
гидрина только 20.

Менард и др. [165] использовали ТСХ для разделения и
идентификации двух новых основных пептидов из Zizyphus
oenoplia. Виланд и Георгопулос [166] применили двумерное
хроматографирование при разделении пептидов на тонких слоях
силикагель—гипс и силикагель—крахмал. Эти же авторы осу-
ществили двумерное разделение, сочетая электрофорез и хро-
матографирование. Симонянова и Рыбак [167] провели разде-
ление белков на слоях фосфоцеллюлозы, а Гофман [168]—на
слоях гидроксиапатита. В последнем случае слои закрепляли
растворимыми в спирте полиамидами.

Для разделения аминокислот, пептидов и белков применяли
методы гель-фильтрации на сефадексе. Такой выбор весьма ло-
гичен, так как сефадекс обеспечивает разделение соединений
β соответствии с их молекулярными массами. Детерман [169]
разделял тирозин, тирозил-лейцил-глицилглутамилфенилала-
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нин, продукт конденсации пластеин и альбумин сыворотки быка
на тонких слоях сефадекса G 25, используя 0,05 Μ раствор гид-
роксида аммония. При приготовлении этих слоев сефадекс не
следует пересушивать во избежание неравномерного разделе-
ния. Слои сушат лишь до тех пор, пока зерна геля еще остаются
видимыми. Виланд и Детерман [170] описали методику гради-
ентного разделения двух лактатдегидрогеназ из бычьего сердца
на слоях DEAE-сефадекса.

Джоансон и Римо [171] разделяли на сефадексе G 75 искус-
ственную смесь из альбумина бычьей сыворотки, β-лактоглобу-
лина и α-лактальбумина. Пятна обнаруживали путем протрав-
ления в течение часа в концентрированном растворе Amido-
Black в смеси метанол—уксусная кислота—вода ( 8 : 1 : 1 ) .
Избыток красителя удаляли повторной промывкой смесью мета-
нол—уксусная кислота—вода (70:15:15). Эти же авторы
[172] разделяли белки высокой молекулярной массы на сефа-
дексе G-100 и G-200. Моррис [173] использовал также сефа-
дексы G-100 и G-200 для разделения белков с молекулярной
массой до 180 000. Для приготовления пластинок сефадекс вы-
держивали в растворителе 48 ч, чтобы гель набух; покрытые
гелем пластинки выдерживали 18 ч в горизонтальном положе-
нии в замкнутом сосуде, содержащем растворитель. После на-
несения пробы белка пластинки элюировали 0,5 Μ раствором
хлорида натрия методом непрерывного восходящего элюирова-
ния под углом 10—20°, поместив с краю тампон из фильтроваль-
ной бумаги, который поглощал бы избыточный растворитель,
покидающий пластинку. После окончания опыта слой осто-
рожно покрывали листом фильтровальной бумаги ватман 3ΜΝ,
стараясь не захватить пузырьков воздуха; покрытую пластинку
сушили 30 мин в печи при 80—90°С. Белки обнаруживали 30-
мищтным травлением в 0,2 %-ном растворе Ponceau S в 10%-
ной \кс)сной кислоте и затем промывали, чтобы удалить избы-
ток красителя. Чтобы повысить чувствительность, травление
проводят 1 %-ным нафталиновым черным 12 В или 0,01 %-ным
нигрозином в смеси метанол—вода—уксусная кислота (5 :4 :1)
с последующей промывкой смешанным растворителем. Такое
разделение обеспечивает образование компактных зон лишь со
слабым размытием задней границы. На сефадексе G-100 с успе-
хом удалось разделить цитохром с, овальбумин и тироглобулин,
а на" сефадексе — гемоглобин и гамма-глобулин (табл. 17.10).
Фазелла и др. [174] исследовали разделение пептидов и белков
на сефадексе, обработанном буферным раствором При двумер-
ном разделении хроматографирование сочетали с электрофорети-
ческим разделением. Проводя опыты со стандартными вещест-
вами известной молекулярной массы, можно грубо оценить мо-
лекулярную массу неизвестных компонентов.
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Таблица 1710

Величины ЛньХЮО белков, полученные на сефадексе G-100 и G-200
с 0,5 Μ раствором хлорида натрия [173] а

Бе ток
Молек} тяр-

ная мас-
са . 1С~3

сефадекс G-1C0 есфачекс G-2C0

Цитохром с

Рибонл'клеаза

Лизоцим

Миоглобин

сс-Химотрипсин

Трипсин

Овомукоид

Пепсин

Овальбумин

Гемоглобин

Бычий альбумин

Бычий γ-глобулин

Тироглобулин

Макроглоб\лин

13,0

13,6

14,5

16,9

22,5

23,8

27,0

35,0

45,0

68,0

65,0

180,0

650,0

1000

68

68

65

79

87

83

94

99

103

100

114

128

133

а С разрешения автора и Elsevier Publishing Co
6 Rnh = Ri (белок)/./?/ (гемоглобин)

74

74

70

80

87

86

103

104

104

100

122

154

183

186

Для обнаружения разделенных веществ на слоях сефадекса
его можно обработать непосредственно, как описано раньше;
можно также прижать к слою полоску влажного фильтра и
выдерживать 40—50 мин. Бумагу затем удаляют, сушат и оп-
рыскивают реактивом для обнаружения. Этим методом \дается
перенести с сефадекса на бумагу примерно 20 % вещества [174].

Роберте [175] использовал усовершенствованную методику
хлорирования [176] для обнаружения белков на сефадексе.
Слои сушили 5—10 мин при 37°С, выдерживали в парах хлора
10—15 мин, далее обдували потоком воздуха и опрыскивали
раствором, содержащим 20 % сульфата аммония и 5 % карбо-
ната натрия (масса/объем), чтобы удалить избыток хлора. Че-
рез 15 мин пластинки опрыскивали иодо-крахмальным раство-
ром (1 % каждого компонента, масса/объем). При этом на белом
фоне пластинок проступали синие пятна. Чувствительность оп-
ределения— менее 1 мкг белка.

3 3 Зак № 255
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Миллер и др. [177] перед гель-фильтрацией на сефадексе
окрашивали белки красителем бриллиантовый оранжевый 2RS
(Dylon). Белки (5—10 мг/мл) в фосфатном буфере (рН 7,6)
смешивали с равным объемом красителя (10 мг/мл) в том же
буфере. После 12-часовой выдержки смесь красителя и белка
наносили непосредственно на тонкий слой. Для метки пустого
объема использовали декстран оранжевый (мол. масса 2-Ю6)
[178]. Краситель не оказывает существенного влияния ни на ре-
зультаты определения молекулярной массы, ни на вели-
чину Rf.

Радола [178а, 1786] подробно рассмотрел различные ас-
пекты гель-фильтрации белков и привел ряд примеров.

Разделение методом электрофореза
и изоэлектрической фокусировки

Начало применения электрофореза этих материалов следует
отнести к 1946 г., когда Консден и др. [179] впервые продемон-
стрировали применение тонкослойного электрофореза на слоях
агара и силикагеля толщиной 1,4 мм для разделения аминокис-
лот и пептидов. Методика приготовления различных слоев и
способы разделения на них обсуждаются в гл. V, разд. 5.

В 1957 г. Виеме и Рабае [180] ввели ультрамикроэлектро-
форетический метод разделения белков. Разделение белков про-
водилось на предметных стеклах микроскопа, покрытых гелем
агара толщиной 1,5—2 мм. Таким способом удается определять
порядка 0,1 мкг белка. Анализируемый раствор белка помещают
либо в небольшое углубление, либо в желобок в геле; если
аналитик располагает лишь небольшим кусочком ткани, ее
можно нанести непосредственно на гель без предварительной
экстракции. После электрофореза, занимающего от 10 до 30 мин,
пластинки помещают на 30 мин в 5 %-ный раствор уксусной
кислоты в 70%-ном этаноле (объем/объем). Избыток фикси-
рующего раствора удаляют фильтровальной бумагой, после чего
пластинку тщательно сушат при 37°С. Травление и промывку
проводят обычным образом. В качестве примера авторы при-
водят разделение белков глазной жидкости при использовании
0,1 мл 0,02%-ного раствора белка. Пользуясь усовершенство-
ванной методикой, Виеме [181] разделял сыворотку здорового
человека по крайней мере на 9 фракций: один (или два) пре-
альбумин, альбумин, αι-глобулин, два аг-глобулина, три β-гло-
булина и непрерывный спектр γ-глобулинов. Из сыворотки боль-
ного удалось получить большее число фракций. Усовершенство-
вания, введенные Виеме, состоят в следующем: применение
высоковольтного градиента (15 В/см) для уменьшения длитель-
ности опыта и соответственно влияния диффузии. Необходимое

охлаждение достигается погружением пластинки в петролейный
эфир. Чтобы предотвратить разрыв в местах соединения с элект-
родными сосудами, контакт буферного раствора и электродных
сосудов осуществляли большими блоками агара.

Виеме [182] выделил растворимые белки, полученные пунк-
цией печени человека методом электрофореза агарового студня,
не прибегая к гомогенизации. Ахарья и др. [183], Раманатан
[184] и Попадюк [185] анализировали белки сыворотки мето-
дом электрофореза агарового студня на покровных стеклах.
Петте [186] разделил за 60 мин цереброспинальную жидкость
на 9 компонентов, используя электрофорез на агаровом студне
(на покровных стеклах).

Бин и Раш [186а] разработали вертикальную микросистему
для непрерывного электрофореза белков в гелях полиакрила-
мида. Эти гели отливали в виде параллельных слоев с различ-
ным размером пор. После электрофореза при 150 В гели окра-
шивали реактивом Т-181 а, чтобы определить общее содержание
белков. Гликопротеины обнаруживали йодной кислотой — ре-
акция Шиффа(Т-192), а липопротеины — красителем судан В
(Т-248а). Неспецифические эстеразы определяли красителем
синий прочный RR в сочетании с α-нафтолацетатом, выполняю-
щим роль субстрата. Прекрасные результаты дает использова-
ние двух различных концентраций геля (8 и 12 % ) , образующих
ступени мелкопористых гелей в одной полосе.

Ричард [187] разработал методику двумерного разделения
пептидов: в одном направлении проводится хроматографическое
разделение пробы, в другом — электрофорез. Адсорбентом слу-
жит силикагель G; перед опытом предварительно выявляют
лучший растворитель при разделении ферментативного гидро-
лизата белков. Автор методики приводит список восьми систем
растворителей. В качестве нейтральных систем можно исполь-
зовать н-пропанол или 96 %-ный этанол и воду (7:3); в каче-
стве основных систем — н-пропанол или 96 %-ный этанол и
34 %-ный гидроксид аммония (7:3) или хлороформ—метанол—
34 %-ный гидроксид аммония ( 2 : 2 : 1 ) . К кислым растворите-
лям относятся н-пропанол или 96 %-ный этанол—вода—уксус-
ная кислота (7 :2 :1) или н-бутанол—вода—уксусная кислота
( 4 : 1 : 1 ) . После выбора лучшего растворителя пробу подвер-
гают хроматографическому анализу на тонкослойной пластинке
размером 200X200 мм. Разделение предпочтительно вести ме-
тодом восходящей хроматографии, однако при неудовлетвори-
тельном разделении можно прибегнуть и к непрерывному хро-
матографированию по методике Бреннера и Нидервизера [188]
либо применить усовершенствованный прибор, описанный Ри-
чардом. Пластинки затем удаляют и после 10-минутной сушки
при 100 °С охлаждают и опрыскивают соответствующим буфе-

33*
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ром для электрофоретического разделения, которое проводится
при 950—1000 В и 30 мА. При такой высокой плотности тока
пластинку следует соответствующим образом охлаждать
(см. гл. V, разд. 5). Перед электрофоретическим опытом прове-
ряют концентрацию пробы и устанавливают время, необходимое
для анализа. Для этого наносят серию проб смесей пептидов
различной величины в середине тонкослойной пластинки раз-
мером 200X200 мч. После опрыскивания буферным раствором
пластинку помещают в прибор и в течение 30 мин ведут электро-
форетическое разделение. Далее пробную пластику сушат при
100 С и опрыскивают реактивом нингидрина, с тем чтобы опре-
делить оптимальную концентрацию и оптимальное время разде-
ления. Буферный раствор для электрофореза состоит из смеси
1 мл пиридина в 10 мл ледяной уксусной кислоты, разбавлен-
ной до 500 мл, рН 3,5. В качестве примера можно указать, что
на полученной рассмотренным способом хроматограмме фер-
ментативного гидролизата миозина наблюдается свыше 60 пятен.

После разделения белков на агаровом студне электрофоре-
зом ван дер Хельм и Хольстер [189] определяли фракции экст-
ракционным методом. Слои агара наносят на полоску из пласт-
массы, сушат фильтровальной бумагой и окрашивают 100 мл
водного раствора 0,5 г красителя амидного черного, 5 г хлорида
ртути, 5 мл уксусной кислоты. После 30-минутной обработки
пленку-промывают 5%-ной уксусной кислотой и сушат. Затем
полосы белков вырезают, элюируют 1 мл комплексона (500 мг/л)
в 0,5 н. растворе гидроксида натрия.

Из-за молекулярно-сиговых эффектов электрофорез на гелях
крахмала обычно дает больше фракций, чем соответствующий
электрофорез на агаровых студнях. Электрофорез на тонкослой-
ных гелях крахмала предпочтителен по сравнению с электрофо-
резом на обычных гелях крахмала [190]. В некоторых случаях
в тонкослойных гелях крахмала удается обнаружить фракции,
которые нельзя выявить, работая с обычными гелями крахмала.
Кроме того, если электрофорез проводится на тонких слоях, их
не нужно разрезать после электрофореза.

Электрофорез на тонких слоях геля крахмала применяли
для разделения белков сыворотки [191 —193]. Для обнаруже-
ния фракций белка слои геля крахмала окрашивали красителем
амидным черным 10 В. Обнаружение и идентификацию зон, раз-
деленных электрофоретически, осуществляют методом иммуно-
электрофореза. Корнгольд [194] использовал метод, при кото-

ром зоны, полученные электрофорезом геля крахмала, диффун-
дировали в слои агара, где они реагировали с нанесенной
антисывороткой. Для этого после завершения электрофоретиче-
ского разделения слой крахмала подрезали лезвием бритвы и
осторожно переносили на слой агарового 1,2 %-ного студня. По-
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верхность геля, находившуюся в контакте со стеклом, помещают
после агара так, чтобы не образовалось воздушных пузырьков.
Для завершения диффузии необходим час, после чего в обоих
гелях прорезают узкие щели. Такие щели или борозды можно
сделать резаком из двух лезвий бритвы. В эти борозды вносят
антисыворотку (от 0,05 до 0,2 мл) и выдерживают 24 ч при
комнатной температуре. По окончании выдержки крахмальный
гель можно удалить и сделать теневым методом снимок осадка
на агаровом студне.

Электрофорез на крахмальном геле использовали также для
разделения и идентификации гемоглобинов [195—197]. Рай-
монд и сотр. [198—200] считают целесообразным проводить
электрофорез на геле акриламида. Как и на крахмальном геле,
при этом на акриламиде можно добиться лучшего разделения,
чем на агаровом студне. Эти авторы исследовали разделение
проб сыворотки на 3—25 %-ных гелях. Эти же авторы описали
методику двумерного электрофореза. Согласно этой методике,
электрофорез проводят в одном направлении при данной кон-
центрации геля, затем полосу геля, содержащую разделенные
белки, внедряют в слой геля другой концентрации и повторяют
электрофорез в другом направлении. Эспиноза [201] использо-
вал такой же принцип и проводил в одном направлении разде-
ление на агаровом геле, а в другом — на крахмальном геле.

В этой главе говорилось о применении сефадекса для раз-
деления белков. Этой же теме посвящены работы Иохансона и
Римо [202] и Дозе и Краузе [203]. Одно из преимуществ се-
фадекса заключается в том, что разделяемые на сефадексе био-
логические препараты не теряют активности, тогда как разде-
ление на бумаге и на слоях крахмала обычно сопровождается
потерей активности.

Изоэлектрическое фокусирование является важным допол-
нением к другим методам разделения белков; многочисленные
ссылки, касающиеся этого метода, приведены в гл. V, разд. 5.
Ригетти и Драйсдейл [204] в общем обзоре по изоэлектриче-
скому фокусированию в гелях также приводят примеры работ
с тонкими слоями, особенно при двумерном разделении.

Радола [205] исследовал возможность применения различ-
ных гранулированных гелей для тонкослойного изоэлектриче-
ского фокусирования при разделении ряда белков и обнару-
жил, что лучшие результаты обеспечивает сефадекс G-75
Superfine.

Обнаружение зон проводилось следующим методом: снимали
отпечаток на бумагу и окрашивали его одной или несколькими
красками, обычно используемыми в электрофоретической ра-
боте.

Гель полиакриламида — наиболее широко используемая
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среда для изоэлектрического фокусирования белков. Методы
приготовления слоев и проведения анализа описаны в гл. V,
разд. 5. Здесь мы дадим лишь несколько примеров применения:
анализ бактериальных белков и антигены из Австралии [206],
растворимых белков экстрактов роговицы [207], L-аминоокси-
дазы [208], инсулина [209] и гормонов гликопротеинов [210].

Изоэлектрическое фокусирование в тонких слоях имеет ряд
преимуществ перед другими вариантами этой методики [211]:
обеспечивает легкость нанесения образца, позволяет применять
простые приборы, экономит дорогие амфолитные носители, по-
зволяет разделять в одинаковых условиях одновременно не-
сколько смесей, причем высокая разделительная способность при
этом сохраняется. Гели акриламида можно также окрашивать
и подвергать денситометрическому анализу и, наконец, высуши-
вать для хранения.

"При двумерном разделении белков и пептидов возможны
различные комбинации методов: электрофорез с градиентным
гелем и изоэлектрической фокусировкой [212], гель-фильтрация
с изоэлектрической фокусировкой [213], гель-фильтрация
с электрофорезом [214], двумерный электрофорез с различными
буферными системами [215—218], двумерная хроматография
с различными растворителями [219—221] и хроматография в со-
четании с электрофорезом или изоэлектрической фокусировкой.
Райт и др. [222] оценивали результаты одно- и двумерного раз-
деления сложных смесей белков, подсчитывая число разделен-
ных полос, и установили, что двумерный электрофорез на геле
акриламида дает большее число полос, чем периодический или
непрерывный градиентный электрофорез на геле акриламида,
изоэлектрическая фокусировка или изоэлектрическая фокуси-
ровка, сопровождаемая непрерывным градиентным электрофо-
резом на геле.

4. КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ АНАЛИЗ

Денситометрия in situ

В работе [223] описано непосредственное определение ами-
нокислот на тонких слоях целлюлозы сканированием при 523 нм
после опрыскивания нингидрином. Относительное стандартное
отклонение составляло 10%, предел чувствительности 0,05 мкг.
После обнаружения реактивом Т-176 зон, полученных на
слоях целлюлозы, авторы работ [224—226] измеряли изменение
отражательной способности при 490 нм; при обнаружении про-
лина или оксипролина пластинку обрабатывали реактивом
Т-152, а измерение проводили при 620 нм. Чувствительность
для большинства аминокислот составляла 0,5 нмоля. Мочу ана-
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лизировали аналогичным образом, используя реактив Эрлиха
(Т-90) [227]. Фродима и Фрай [228—229] определяли кон-
центрацию аминокислот, измеряя отражательную способность;
с этой целью пятна соскабливали со слоя и помещали материал
в ячейку. Чтобы избежать одной из сушек, нингидриновый ре-
актив растворяли в обнаруживающем растворителе.

ФТГ-аминокислоты определяли количественно на слоях си-
ликагеля, измеряя отражательную способность при 269 нм
[230]; чувствительность определения при этом составляла
0,5 нмоля.

Белки определяли денситометрически на гелях полиакрила-
мида после окрашивания красителями Coomassie Blue [231],

прочный зеленый [232] или амидный черный [233].

Измерения in situ флуоресценции и гашения

Один из методов определения ДАНС-аминокислот—измере-
ние их флуоресценции в УФ-свете. При разделении на силика-
геле чувствительность метода составляет 10~п молей [234—237].
Измерения проводят в диапазоне 490—530 нм (длина волны
возбуждающего излучения 313 нм) с воспроизводимостью 3—
5%. Поскольку выходы этих производных меняются с усло-
виями приготовления, эти условия необходимо тщательно про-
верять. Указанные соединения также чувствительны к свету,
и Пушан и Пассерон [238] подробно исследовали этот эффект.
Для получения воспроизводимых результатов экспозицию в ска-
нирующем свете следует строго стандартизовать, кроме того,
отсчеты для неизвестных и стандартных пятен должны непо-
средственно следовать один за другим. В процессе измерения
необходимо поддерживать постоянными: положение сканирую-
щего прибора, интервал между сушкой и сканированием,
объем пробы, путь, пройденный растворителем, и толщину слоя
[239, 240]. Содержание влаги в слое также влияет на флуорес-
ценцию [241], однако это влияние можно свести к минимуму,
опрыскивая слои смесью триэтаноламин—изопропанол (1:4)
[241, 242]. Чувствительность измерений на слоях полиамида
выше, но на результатах сильно сказывается качество поли-
амида.

ДНФ-аминокислоты можно также определять in situ флу-
ориметрически [239, 243].

Использование флуорескамина в качестве реактива для оп-
рыскивания в ТСХ (Т-128) позволило создать другой метод
флуоресцентного определения аминокислот in situ [244]. С этим
реактивом можно на слоях силикагеля определять 10 нг со-
единения [245, 246]. Регленд и др. [246а] пометили белки
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флуорескамином перед разделением методом дискового гель-
электрофореза и провели затем флуоресцентное сканирование.
Таким способом можно определить до 6 нг миоглобина.

Методом гашения флуоресценции были определены ДНФ- и
ФТГ-аминокислоты [239]. Относительное стандартное отклоне-
ние при этом составляло 5—7%. При сравнении пятен различ-
ных пластинок отклонения были больше.

Спектрофотометрические измерения после разделения

Для спектрофотометрических измерений концентраций ами-
нокислот, разделенных на тонких слоях, слои вначале опрыски-
вают реактивом на основе нингидрина, затем элюируют окра-
шенное соединение и измеряют поглощение при 570 нм [89,
247]. Рустоу и Хок [248] обнаруживали хроматограммы раство-
рителями, содержавшими 1,3-диметилалоксан. Красные пятна,
появляющиеся после 90-минутного нагревания при 70°С, более
устойчивы, чем пятна, окрашенные нингидрином. Окрашенные
зоны можно экстрагировать 70%-ным водным ацетоном и за-
тем измерить их поглощение при 530 нм.

В литературе описана методика элюирования и последую-
щего спектрофотометрического анализа элюатов ФТГ-[249],
ТНФ-(340 им) [250], 3-(-нитро-2-П'И|ридил)-(420 нм), 5-(нитро-
2-пиридил)- (370 нм) [251] и ДНФ-производных (360 нм) [252,
253]. Флуоресценцию экстракта ДНФ-аминокислот измеряли
также количественно при 510 нм при длине волны возбуждаю-
щего излучения 340 нм [254].

Радиоактивные определения

Для количественного определения аминокислот и их произ-
водных можно пользоваться также естественными радиоактив-
ными индикаторами. Приведем несколько примеров. Так, ис-
пользуя дансилхлорид, меченный 14С, и проводя разделение на
слоях полиамида [125], для количественного определения этих
производных в области 10~14 Μ можно воспользоваться автора-
диографией или сцинтилляционным счетом. Чувствительность
определения дансилхлорида, меченного 3Н, выше на один поря-
док [256]. Дроверт и др. [257] анализировали динитрофенил-
аминокислоты, меченные 1 4С, пропитывая хроматограммы тон-
кой пленкой коллодия, удаляя пленку и измеряя затем радио-
активность пятен. Концентрацию иодаминокислот, меченных
13Ч, измеряют непосредственно на слоях [258].
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Различные методы количественного определения

Количественное определение аминокислот проводят так же,
измеряя площади пятен; точность определения составляет от
± 4 до±6 % [259—261]. Сен и др. [262] сравнивают относи-
тельную интенсивность окраски анализируемого вещества и
стандарта.
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Глава XVIII

АНТИБИОТИКИ

1. СИСТЕМЫ КЛАССИФИКАЦИИ

Благодаря высокой разделительной способности и экспрес-
сности метод ТСХ очень удобен для разделения и идентифика-
ции антибиотиков. Икекава и др. [1] использовали слои сили-
кагеля для исследования большого числа этих соединений
(табл. 18.1). В дополнение к величинам Rf, приведенным в таб-
лице, в работе даны RfXlOO ряда антибиотиков, полученные
для смеси б^танол—уксусная кислота—вода ( 3 : 1 : 1 ) : олендо-
мицин 29, аммаромицин 38, эритромицин 39, пикромицин 41,
карбомицин 55, лейкомицин 58, тилозин 59, тертиомицин В 63,
тертиомицин А 86, унамицин А 36, амфотерицин А 33, пентами-
цин 67, актиномицин С 68, актиномицин J 73, теломицин 44,
амфомицин 53, ацидомицин 74 и энтеромицин 73. Величина
Rf бластмицина равна 0,78 для смеси хлороформ—метанол—·
17 %-ный гидроксид аммония ( 2 : 2 : 1 ) . Как правило, для разде-
ления макролидов, пептидов или противогрибковых антибиоти-
ков пригодна смесь бутанол—уксусная кислота—вода ( 3 : 1 : 1 ) .
Основные антибиотики удалось разделить, используя верхний
слой смеси хлороформ—метанол—17 %-ный гидроксид аммония
(2:1 :1) или пропанол—пиридин—уксусная кислота—вода
(15:10:3:12) . Полиеновые антибиотики элюируют смесями
этанол—гидроксид аммония—вода ( 8 : 1 : 1 ) , этанол—вода
(4:1) или этилацетат—метанол (20:3). Для элюирования
нуклеотидных антибиотиков применяли смесь этилацетат—мета-
нол (2 : 1), а для их обнаружения — реактив Т-214.

Ито и др. [2] предпочитают проводить разделение подобных
групп антибиотиков «а слоях целлюлозы (целлюлоза MN 300)
(табл. 18.2). Для обнаружения эти авторы применяют смесь
«-пропанол—пиридин—уксусная кислота—вода (15 : 10 : 3 : 12).
Другой важный обнаруживающий агент — это насыщенный во-
дой бутанол, содержащий 2 % л-толуолсульфокислоты.

Азалос и др. [3] разработали методику разделения сырых
антибиотиков по группам: пробы элюируют строго определен-
ными растворителями; при этом соединения одних групп пере-
мещаются с растворителем, а соединения других групп остаются
на стартовой линии. Первоначально набор из трех растворите-
лей позволяет разделить антибиотики на четыре основные
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Таблица 18 1

Величины /?гХ100 некоторых антибиотиков на силикагеле [1]

Антибиотики

Стрептотрицин

Неомицин В

Катен\лин

Зигомицин А

Канамицин

Паромомицин

Амыинозидин

Биомицин

Бластицидин S

Нистатин

Пимарицин

Амфотерицин

Пентамицин

Трихомицин

Бацитрацин

Антимицин А

Бластмицин

Гомомицин

Новобиоцин

Этамицин

Пиридомицин

Тиолутин
Ореотрицин
Митомицин С
Порфиромицин
Алтиомицин
Хромомицин Аз
Спирамицин

Растворители а

А

18

3 4

6 7

17

66

38

6 5

58

54

50

8

Б

26

51

60

6 2

6 5

68

6 8

11

7 0

в

52

46
54
56
55
40
40

Г

18

3 4

3 3

6 7

4 5

58

72

82

42

82

Д

13

81

80

18

64

57

45

50

78

Ε

7 0

6 3

38

48

6 5

а А — бутанол—уксусная кислота—вода ( 3 : 1 : 1 ) (см. в тексте значения
Rf для дополнительных антибиотиков в этом растворителе); Б — хлороформ—
метанол—17 %-ный гидроксид аммония ( 2 : 1 : 1), верхняя фаза; В — н-пропа-
нол—пиридин—уксусная кислота—вода ( 1 5 : 1 0 : 3 : 1 0 ) , Г —этанол—гидро-
ксид аммония—вода (8-1-1); Д — этанол—вода (4 :1) ; Ε — этилацетат—
метанол (20: 3).

34 Зак Ν» 255
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Таблица 18.2

Значения /?/Х100 и /?gX100 водорастворимых антибиотиков, полученные
на целлюлозе со смесью пропанол—пиридин—уксусная кислота—вода

(15 :10 : 3 :12) и их цветные реакции [2] а
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Антибиотик Окраска

Реактив для обнаружения ОН в

Глебомицин г

Стрептомицин д

Дигидрострептомицин д

Оксистрептомицин г

Нетропсин г

41
44

44

32

51

84

90

90

66

105

Красная

Реактив для обнаружения Η '

Амидиномицин д

Гентамицин д

Стрептомицин д

Биомицинд

Канамицин А д

В»

С е

Паромомицин д

Зигомицин д

Катенулин г

Неомицин д

Фрадиомицин д

Глюкозамин

53

35

28

20

26

21

17

15

23

15

15

15

10

10

49

108

72

57

41

53

43

35

31

47

31

31

31

20

20

100

Красновато-фиолетовая

Фиолетовая

Коричневато-фиолетовая

Фиолетовая

Красновато-фиолетовая

а С разрешения авторов и Japan Antibiotic Research Association.
о /}g = # , (антибиотик)//?/ (гидрохлорид глюкозамина).
в ОН — окисленный п^тропруссид; Η — нингидрин.
г Гидрохлорид.
д Сульфат.
s Свободная фаза.

группы, которые с помощью 11 дополнительных смесей раство-
рителей в свою очередь подразделяются на 15 подгрупп. Таким
образом была исследована группа из 84 антибиотиков. При не-
большом числе антибиотиков в каждой подгруппе их можно
дифференцировать методом ТСХ на забуференных до рН 2 или
11 слоях с помощью микробиологических или химических проб.
Величины Rf определяют только для того, чтобы выяснить, сме-
щается ли исследуемое соединение из исходной позиции. Испы-
тания проводят на листах Eastman Chromagram со слоями си-
ликагеля типа 13181 (ранее 6060). К группе I относят анти-
биотики, не смещающиеся ни в одном из трех начальных
систем растворителей: а) метанол, б) 10 %-ный метанол в хло-
роформе и в) хлороформ. Антибиотики группы II перемещаются
только с растворителем а); антибиотики группы III переме-
щаются с растворителями а) и б) и соединения группы IV пе-
ремещаются со всеми тремя растворителями. Каждую группу
антибиотиков подразделяют далее на подгруппы, элюируя спе-
циально подобранной системой растворителей. Группу I делят
на подгруппы 1а, 16 и 1в соответственно смесями пиридин—вода
(1 : 1), пиридин—вода—абсолютный этиловый спирт (1 :1 :1) и
пиридин—вода—абсолютный этиловый спирт ( 1 : 1 : 3 ) . Группу II
также делят на 3 подгруппы бутанол—метанол (1:1), хлоро-
форм—метанол (1:1) и абсолютный этиловый спирт. Группу III
также делят на подгруппы Ша, Шб и Шв, элюируя смесями
метанол—бензол (3:22), метанол—бензол (3:47) и метанол—
бензол (1:24). Из группы IV смесью метанол—бензол (1:99)
выделяют подгруппу IVa и смесью метанол—бензол—хлоро-
форм (1 :49 : 50) подгруппу IV6.

Данный метод предназначен для анализа проб сырых анти-
биотиков, он позволяет достаточно быстро установить, относится
ли содержащийся в пробе антибиотик к уже известным. Это
особенно полезно при исследовании сырых экстрактов, когда
величины Rf сильно зависят от наличия других компонентов
в смеси. При такой системе классификации в одну группу по-
падают антибиотики не обязательно близкого химического со-
става, и авторы метода считают это обстоятельство очень важ-
ным, поскольку вещества разного химического состава или стро-
ения легче обнаружить с помощью различных химических и
микробиологических проб. Иссак и др. [За] использовали этот
Же принцип для классификации 151 антибиотика, обладающего
антиопухолевыми свойствами. Они разделяли эти соединения
на силикагеле тремя начальными указанными выше смесями
растворителей и дополнительно в первую группу растворителей
включили этилацетат. Соединения делили на 5 групп в зависи-
мости от того, перемещаются они или не перемещаются этими
четырьмя растворителями, а затем на 19 подгрупп 14 дополни-
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тельными смесями растворителей. Авторы [За] применяли
также биоавтографические пробы.

В большинстве случаев при хроматографической классифи-
кации смесей антибиотиков используют метод хроматографии
на бумаге.

Парис и Теалет [4] разделили 22 антибиотика на 7 групп,
сочетая хроматографию на бумаге с электрофорезом. Шмитт
и Матис [5] разделили 42 антибиотика на 4 группы на силика-
геле G, элюируя пробы смесями: /) хлороформ—метанол—ук-
сусная кислота (45:4:1), 2) хлороформ—метанол—вода
(80 : 20 : 2,5), 3) бутанол—уксусная кислота—вода (2 :1 :1)
и 4) вода—лимоннокислый натрий—лимонная кислота
(100:20:5). Со смесью III разделение проводили на силика-
геле G, забуференном до рН 3 фосфатным буфером. Антибио-
тики близкого химического строения обычно попадают в одну
хроматографическую группу. Например, макролиды группы II
не перемещаются растворителем /, тетрациклины группы III
не перемещаются растворителями 1 и 2, а антибиотики типа
стрептомицина не перемещаются растворителями /, 2 или 3, но
легко перемещаются растворителем 4. Группа I антибиотиков
перемещается растворителями 1, 2 и 3 и в некоторых случаях 4.
Вейланд и Вейсс [6] разработали систематическую методику
идентификации антибиотиков в чувствительных дисках, которая
предусматривает химический и спектрофотометрический анализ,
ТСХ и хроматографию на бумаге 28 антибиотиков.

Хеттенраух и Шульце [7] разделяли серию антибиотиков
гликозидного строения на слоях, представляющих собой смесь
50 : 50 силикагеля G и оксида алюминия. Элюируя пробу смесью
м-пропанол—этилацетат—вода—25 %-ный гидроксид аммония
( 5 : 1 : 3 : 1 ) , они установили следующие величины Rf (по отно-
шению к паромомицину): стрептомицин 0,07, неомицин В + С
0,52, канамицин 0,70 и паромомицин 1,00. Разделение проводили
непрерывным методом на усовершенствованном приборе Брен-
нера и Нидервизера [8].

Цвидвег и др. [9] разделили 17 антибиотиков на сефадексе
G-15. Их методика исключает применение органических раство-
рителей, при неполном удалении которых в биоавтографических
пробах иногда появляются ложные зоны торможения. Пла-
стинки обрабатывают методом нисходящей хроматографии
в сэндвичевом слое под углом 30°. После разделения пластинку
прижимают на 30 мин к пластинке зернистого агара, покрытой
полоской ткани хрусталика. Инкубацию проводят при оптималь-
ной для исследуемых организмов температуре.

Вагман и Вайнштейн [10] опубликовали справочник «Хро-
матография антибиотиков», содержащий данные по разделению
методами хроматографии на бумаге, ТСХ, электрофореза, газо-

Применение тонкослойной хроматографии 533

вой хроматографии и противоточного распределения. В нем при-
ведены величины Rf для ТСХ; соединения перечислены в алфа-
витном порядке.

Асзалос и Фрост [Юа] опубликовали обзор работ по разде-
лению антибиотиков методом ТСХ.

2. МЕТАБОЛИТЫ АКТИНОМИЦЕТОВ

Метод ТСХ применяли для выделения, очистки и идентифи-
кации различных продуктов метаболизма актиномицетов [11,
12]. Бек и др. [13] приводят величины Rf для нонактина и не-
которых его гомологов, полученные на силикагеле G со смесью
хлороформ—зтилацетат (1 :2) : нонактин 0,62, монактин 0,48,
динактин 0,32 и тринактин 0,15. Бикель и др. [14] установили
значения Rf акумицина и ряда стандартных антибиотиков в трех
различных растворителях на силикагеле G (табл. 18.3). Обна-

Таблица 18.3

Величины /</Х100 акумицина и стандартных
макролидов

Антибиотик

Акумицин

Анголамицин

Тилозин

Карбомицин

Форомацидин А

Форомацидин В

Форомацидин С

Эритромицин

Нарбомицин

Пикромицин

Ланкамицин

полученные

Метанол

6 6

6 5

68

7 5

3 2

34

37

16

22

22

74

антибиотиков группы
на силикагеле G [14] а

Хлорофор.\
нол (95

3 5

18

7

4 0

2

5

6

3

12

7

37

ι — мета-
: 5)

Хлороформ—метанол
( 1 : О

82

82

81

88

59

61

6 4

29

41

36

87

С разрешения авторов и Verlag Helvetica Chimica Acta.

ружение пятен они проводили обработкой серной кислотой или
методом биоавтографии. С этой целью на поверхность заряжен-
ного бактериями слоя агарового студня помещали слои филь-
тровальной бумаги, после чего к бумаге прижимали в течение
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примерно 20 мин пластинку размером 20x20 см с усилием
около 2 кг. Слой агара инкубировали от 16 до 18 ч при 37 °С.

Кассани и др. [15] описали хроматографический анализ ак-
тиномицина на силикагеле и оксиде алюминия. Отделить группу
С от группы F можно на силикагеле с помощью ряда различ-
ных растворителей, среди которых лучшим оказалась смесь бу-
танол-—уксусная кислота—вода (10: 1:3), в этой смеси Rf для
группы F равна 0,5, а для группы С — 0,7 при длине пути разде-
ления 15 см. Отдельные соединения можно выделить на оксиде
алюминия, проводя элюирование нижним слоем смеси раство-
рителей этилацетат—сшюи-тетрахлорэтан—вода ( 3 : 1 : 3 ) ; при
этом (длина пути разделения 12,5 см) получены следующие
величины Rf. d — 0,44; С2 —0,51; С3 — 0,58;" Fi — 0,21 и F 2 —
0,35; эти соединения легко обнаружить по ярко-оранжевой
окраске при наблюдении в УФ-свете.

Кондо и др. [16] провели разделение водорастворимых ос
новных антибиотиков, продуцируемых стрептомицинами на ак-
тивном угле, используя четыре типа пластинок из нейтрального
и подкисленного активного угля с гипсом в качестве связующего
и без него. Лучшие результаты получены на подкисленном угле.
Для незакрепленных слоев суспензию готовили, смешивая 10 г
активного угля, 30 мл 0,5 н. соляной кислоты и 30 мл метанола.
Для слоев, содержащих гипс в качестве связующего, добавляли
0,5 г гипса и серную кислоту заменяли на соляную. Исследо-
вали шесть смесей; лучшие результаты получены для смеси ме-
танол—0,5 н. кислота (1:4) с добавкой соляной или серной кис-
лот в зависимости от того, какую из кислот использовали при
приготовлении золя для тонкослойного покрытия. Таким мето-
дом антибиотики были разделены на 4 группы: стрептомицин,
стрептотрицин, фрадиомицин и канамицин. Насбаумер и Шор-
дере [17] использовали тонкие слои силикагеля со смесями
н-бутанол—вода—метанол (40 : 20 : 10) +«-толуолсульфокислота
для идентификации стрептомицина и дигидрострептомицина.

Катаяма и Икеда [18] разработали методику двумерного
разделения стрептомицинов, сочетающую ТСХ на силикагеле
и последующий электрофорез. Полного разделения всех компо-
нентов удалось достичь методом ТСХ в четыре этапа, используя
/) насыщенный водой бутанол, содержащий по 2 % гс-толуол-
сульфокислоты и пиперидина (растворитель Si), с последую-
щим электрофорезом в 1 %-ном тстраборате натрия; 2) ТСХ
с 3 %-ным ацетатом натрия (растворитель S2) с последующим
электрофорезом в 1 %-ном тетраборате натрия; 3) ТСХ с S2
с последующим электрофорезом в буфере Михаэлиса—Веро-
нала, рН 8,0, и 4) ТСХ с S2 с последующим электрофорезом
в 0,04 Μ буферном растворе формиата аммония, рН 3. Соеди-
нения обнаруживали реактивом Т-239.

Стрептомицин, дигидродезоксистрептомицин и дигидростреп-
томицин делили на силикагеле, элюируя 3 %- или 4 %-ным аце-
татом натрия [19]. Стрептомицин и другие туберкулостатиче-
ские антибиотики (канамицин, БИОМИЦИН, циклозерин, рифами-
цин SV и капреомицин) разделяли вначале смесью ацетон—
2 %-ный ацетат натрия (9:1), а затем смесью н-бутанол—пи-
ридин—метанол—уксусная кислота—вода (30 :20 : 20 : 1 :30)
на силикагеле G [20].

Боровицкая [21] делила стрептомицин, неомицин, канами-
цин, паромомицин, гентамицин, мицерин (форма неомицина),
фрамицетин и линкомицин на слоях силикагель—кизель-
гур (1:2), применяя смесь метанол—этилацетат—вода—
25 %-ный аммиак—пиридин—3,85 %-ный ацетат аммония
( 1 0 : 2 : 6 : 2 : 1 :20).

Келлер-Ширлайн и Ронкари [22] исследовали гидролиз про-
дуктов ланкамицина.

3. ЭРИТРОМИЦИНЫ

Андерсон [22] разделял эти антибиотики на тонких слоях
силикагеля, элюируя смесью метиленхлорид—метанол—бензол—·
формамид (80:20:20:2—5). Влажность атмосферы лаборато-
рии определяет процентное содержание формамида в раство-
рителе. Чем выше влажность, тем меньше требуется формамида
для разделения. Так, при 20 %-ной ОВ (относительная влаж-
ность) требуется 5 объемов формамида, а при 30—40 %-ной —
3—2 объема. Пятна обнаруживали опрыскиванием 10 %-ной
фосфомолибденовой кислотой в этаноле или 50 %-ным раство-
ром серной кислоты. В обоих случаях после опрыскивания пла-
стинки нагревали на горячей плитке. Фосфомолибденовая кис-
лота— более чувствительный реактив, но обработанные ею
пятна обесцвечиваются через 1—2 ч, поэтому, если хромато-
грамму нужно сохранить, следует предпочесть обугливание сер-
ной кислотой.

Мальчевска-Конецка и др. [24] разделяли эритромицины А
и С и ангидроэритромицип на силикагеле, используя верхний
слой смеси этилацетат—изопропанол—15 %-ный ацетат аммо-
ния (9 :7-8), рН которого доведен до 10,1. Обнаружение прово-
дили смесью 0,15 %-ный раствор ксантидрола в смеси соляная
кислота—уксусная кислота (12:1). Чувствительность опреде-
ления составляла 0,05 мкг. Ричард и др. [25] использовали
смеси метанол — 0,02 н. ацетат натрия (4:1) на силикагеле G,
приготовленном с 0,02 н. ацетатом натрия, для отделения эри-
тромицина, эстолата эритромицина и этилсукцината эритроми-
цина от некоторых продуктов разложения и фармацевтических
сопутствующих продуктов. Эти же авторы определили Rf 23
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других антибиотиков. Радецка и др. [26] применили прямой
денситометрический метод для определения эритромицина и
эстолата эритромицина в капсулах с теми же разделяющими
средами. Обнаружение осуществляли реактивом Т-139. Точ-
ность данных колебалась от 2,1 до 3,4 % при чувствительности
определения 5 мкг.

Майерс и Смит [27] описали методику биоавтографического
анализа на незакрепленных слоях эритромицина и других анти-
биотиков. После завершения разделения хроматограммы сушат
и покрывают увлажненной фильтровальной бумагой, положен-
ной на чистую стеклянную пластинку. Затем хроматографиче-
ск\ю пластинку переворачивают и края фильтровальной бумаги
загибают назад, «а носитель слоя. Удалив наружную стеклянную
пластинку, прижимают бумагу, покрывающую слой, к зерни-
стому слою агара (авторы приводят подробную методику приго-
товления такого слоя агара с использованием Streptococcus
lactis) и выдерживают 2 ч при 37 °С.

Истербрук и Херсей [28] разработали метод тонкослойного
анализа эритромицина и его эфиров с Sarcina lute a ATCC
9341 в качестве организма для испытания. Площадь зоны тор-
можения измеряли, проецируя изображение на экран при 12-
кратном увеличении. Установлена линейная зависимость между
логарифмом концентрации вещества и корнем квадратным из
площади пятна. Чувствительность определения на слоях, нане-
сенных на алюминий, колеблется в пределах от 0,03 мкг для
оснований и стеаратов и до 0,05 мкг для эстолатов. Системами
разделения служили системы Ричарда и др. [25]; пластинки
предварительно промывались.

4. НЕОМИЦИНЫ

Бродаски [29] разделял сульфаты неомицинов на нейтраль-
ных и подкисленных слоях активного угля. Приготавливали слои
следующим образом: 30 г угля Nuchar (C-190-N) и 1,5 г але-
бастра взмучивали в 220 мл дистиллированной воды или воды,
подкисленной серной кислотой до рН 2. Подкисленный уголь-
ный золь до нанесения на пластинки выдерживали 16 ч. Приго-
товленные пластинки сушили на воздухе. Для детектирования
зон использовали метод диффузии в агаре, в который сделан
посев В. pumilus; эту методику применяли и при проведении ко-
личественных определений, хотя точность ее не столь велика,
как у метода радиоактивных индикаторов (см. гл. XI, разд. 6).
Величины Rf сульфатов неомицинов приведены в табл. 18.4.

Неомицины А, В и С разделили на тонких слоях целлюлозы
[30], элюируя смесью мстилэтилкетон—изопропанол—6,5 н.
аммиак ( 8 : 2 : 3 ) . Неомицин А отделяли от неомицинов В и С
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Величины

Неомицин

А

В

С

/?fX 100 неомицинсульфатов, полученные
хроматографическими системами [29]

Тотеисленный \глерод, этюенты

Н 2 О

60

10

10

0,5 н. H2SO,

61

21

4 3

а С разрешения автора и Am Chem. Soc.

Необработг

Н,О

0

0

0

Таблица IS 4

с различными
а

нный углерод элюенты

1 0 5 п. H2SO4

54

2 4

4 5

на силикагеле Η 3,85 %-ным раствором ацетата аммония [31];
неомицин С можно отделить от неомицинов А и В, применяя
в качестве элюента 3,4 %-ный раствор аммиака. Стреттон и др.
[32] разделили сульфат неомицина, сульфат полимиксина В и
цинк-бацитрацин на силикагеле G со смесью н-бутанол—уксус-
ная кислота—вода (15:11:3:19) (Я/=0,14; 0,50; 0,61)
и н-бутанол—вода—пиридин—уксусная кислота—этанол
(60 : 10 : 6 : 15 : 5) (#, = 0,05; 0,34; 0,66).

5. ПЕНИЦИЛЛИНЫ

Насбаумер [34, 35] разделил пенициллины после кислот-
ного гидролиза Анализируя продукт разложения пенициллина,
он исследовал влияние 40 различных компонентов на идентифи-
кацию пенициллинов методом ТСХ. Этот же автор [36, 37] изу-
чил возможность спектрофотометрического определения пени-
циллинов в различных фармацевтических препаратах. Прямому
анализу этих антибиотиков мешают полиэтиленгликоли и стеа-
раты натрия, однако предварительное разделение методом ТСХ
позволяет отделить пенициллины от мешающих анализу соеди-
нений. Слои для хроматографического разделения приготавли-
вают так: смешивают 20 % рисового крахмала с силикагелем G
в фосфатном буфере (рН 5,8). Элюирование проводят смесью
бутилацетат—н-бутанол—уксусная кислота—фосфатный буфер
(рН 5,8) — метанол (80 : ίδ : 40 : 24 : 5).

Фишер и Лаутнер [38] обследовали серию препаратов пе-
нициллина, используя для разделения в насыщенной атмосфере
слои силикагеля G и две смеси: ацетон—метанол (1:1) и изо-
пропанол—метанол (3:7). Результаты исследования приведены
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в табл. 18.5. Обнаружение проводилось с помощью иодоазидной
реакции (Т-147). Реактив окрашивает пластинку в коричневый
цвет, однако под каталитическим воздействием серосодержащей
группы пенициллина на пластинках появляются белые пятна
на черном фоне. В некоторых случаях наблюдается появление
вторичных пятен часто желтого цвета, которые способствуют
идентификации. Николаус и др. [39, 40] исследовали разделе-
ние псннциллинов V и G, 2,6-диметоксибензилпенициллина и

Таблица 185

Величины Rf различных пенициллиновых препаратов, полученные
на силикагеле, при длине пути разделения в насыщенной атмосфере 12 см

[38] а

Пенициллин

Калийная соль пеницил-
лина G

Калийная соль пеницил-
лина V

Кислота пенициллина V

Калийная соль а-фено-
ксиэтилпенициллина

Калийная соль пеницил-
лина Ρ

Фенилмеркаптометил-
пенициллин

Прокаинпенициллин

Ν,Ν'-Дибензилэтилендиа-
миндипенициллин G

Ν,Ν'-Дибензилэтилендиа-
миндипенициллин V

Эфир диэтиламиноэтано-
ла и гидроиодида пе-
нициллина V

Хлорбензилпирролидил-
метилбезимидазолпе-
нициллин G

Ацетон—метанол ( 1 : 1 )

Белое пятно

0 , 1 6

0 , 6 8

0 , 6 8

0 , 7 2

0 , 6 2

0 , 0 4

0 , 5 8

0 , 6 2

0 , 5 8

0 , 6 4

0 , 7 2

0 , 6 4

Желтое
пятно

0 , 5 4

0 , 5 2

0 , 5 2

0 , 5 2

0 , 9 1

а С разрешения авторов и Verlag Chemie.

Изопропанол —

Белое пятно

0 , 2 2
0 , 4 8

0 , 6 4

0 , 7 4

0 , 6 8

0 , 5 8

0 , 0 8

0 , 5 4

0 , 6 0

0 , 5 6

0 , 6 4

0 , 0 4

0 , 6 0

0 , 6 0

1,00

метанол (3 . 7)

Желтое
пятно

0 , 2 4

0 , 4 2

0 , 2 4

0 , 2 4

0 , 8 4

6-аминопенициллановой кислоты. Для обнаружения пятен ис-
пользовали биоавтографический метод. Перед проведением мик-
робиологической пробы 6-аминопенициллановую кислоту пре-
вращают в пенициллин G на слое. Для бутанола, забуференного
до рН 4,6, Rf 6-аминопенициллановой кислоты и пенициллина
V соответственно равны 0,09 и 0,23; для смеси бутанол—вода-
уксусная кислота (40:40:1) они составляют 0,26 и 0,56 соот-
ветственно. При проведении биологической пробы хроматогра-
фическ\ю пластинку помещают на пластмассовый противень,
который подрезают так, чтобы соответствующую ему пластинку
с таким слоем можно было непосредственно облить зараженным
(Bacillus subtilis) агаровым студнем. Поскольку при приготов-
лении агаровой среды применяют хлорид трифенилтетразолиния,
зараженную среду следует покрыть слоем стерильного агаро-
вого студня, чтобы предохранить от контакта с кислородом.
Для обеспечения диффузии антибиотика в слой агара покрытую
им пластинку выдерживают час в холодильнике при 0°С, после
чего в течение 16 ч при 37 °С выращивают микроорганизмы.
Зоны антибиотика светло-желтые, а зоны роста бактерий
красно-коричневые. Чувствительность определения этим мето-
дом от 0,01 до 0,1 мкг. Клайн и Голеб [41] обнаружили, что
высушенную хроматограмму желательно опрыскивать агаром
при 100 °С, применяя пистолет Де Вильбисса для разбрызгива-
ния красок под давлением воздуха 2 атм. Такое покрытие предо-
храняет пятна антибиотиков от расползания, когда пластинки
помещают на подносы и покрывают зараженной средой.

Мак-Гильверей и Стрикленд [42] разделили группу пеницил-
линов на слоях целлюлозы MN 300 и на слоях силикагеля G.
В табл. 18.6 указаны некоторые используемые для разделения
растворители и приведены величины Rf. Для разделения ампи-
циллина и гетациллина на слоях силикагеля вполне пригодна
также смесь ацетон—ускусная кислота. Эти системы не позво-
ляют отделить диклоксациллин от нафциллина или феницил-

лин от феноксимстилпенициллина. Нафциллин можно обнару-
жить по интенсивной желтой окраске, которую он дает с 50%-
ной серной кислотой. Кроме нафциллина желтую окраску дает
только метициллин, но у него другая величина RT. Биаджи и др.
[43, 44] исследовали влияние рН на разделение методом ТСХ
с обращением фаз пенициллинов и сефалоспоринов. Экстрапо-
лированные величины RM ДЛЯ пенициллинов приведены
в табл. 18.6. Аутергофф и Кинцлер [45] делили пенициллины на
силикагеле G, элюируя пробу смесью бензол—этилформиат—
муравьиная кислота (80:15:6). Продукты расщепления окса-
Циллина [46] и феноксиметилпенициллина [47] были проанали-
зированы хроматографически Корчагиным и сотрудниками [47].
Бандами и Фоетс [48] использовали 4 следующие смеси
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Таблица 18.6

Величины RM И

Соединение

Диклоксациллин

Клоксациллин

Нафциллин

Оксациллин

Фенетициллин

Феноксиметилпенициллин

Бензилпенициллин

Метициллин

Ампициллин

Карбенециллин

Метиленампициллин

Гетациллин

ЯгХЮС ряда пенициллинов

RM [43,44] а

рН2,6

1,76

1,67

1,43

1,39

1,35

1,17

0 , 8 4

0 , 7 8

0 , 1 1

- 0 , 3 7

рН7,4

1,62

1,34

1,39

1,05

1,03

0 , 8 9

0 , 5 5

0 , 4 7

0 , 0 7

- 0 , 4 6

0 , 2 8

рН 9,4

1,43

1,21

1,20

0 , 9 6

0 , 9 1

0 , 8 9

0 , 4 5

0 , 4 1

0 , 0 5

- 0 , 5 0

л

47

65
47 (37)
74
84
82
90
93
97

96

Rf X 1С0 [421

в

Б

22

38

22

49

73 ( 5 5 )

76 ( 5 6 )

90

9 3

98 ( 9 1 )

9 8

б

6 5

64

6 4

6 5

66

66

61

5 2

12

3 0

в

(37)

(28)
(18)

(12)

а Силикагель, пропитанный 5%-ным раствором силикона DC в эфире;
подвижная фаза: ацетат натрия—веронал (буфер) при указанном значении
рН и некоторое количество ацетона или без него. Величины RM рассчитаны
для нулевого содержания ацетона [43, 44].

6 Адсорбент: А— целлюлоза MN 300 с 0,1 Μ раствором хлорида натрия
в качестве элюирующего растворителя [42]; Б — целлюлоза ΜΝ 300 с 0,3 Μ
раствором лимонной кислоты, насыщенным н-бутанолом, в качестве элюирую-
щего растворителя [42]; В — силикагель со смесью изоамилацетат—метанол—
муравьиная кислота—вода (13 :4 : 1: 2) [42].

в Числа в скобках относятся к вторичным пятнам.

растворителей при разделении продуктов спонтанного химиче-
ского и ферментативного разложения пенициллинов и двух це-
фалоспоринов на силикагеле G: н-бутанол—вода—этанол—ук-
сусная кислота (5:2:1,5:1,5), н-бутанол—вода—уксусная ки-
слота ( 4 : 1 : 1), ацетон—уксусная кислота (19: 1) и 85 %-ный
ацетон.

Манни и др. [49] применили метод измерения отражатель-
ной способности in situ для определения натрийпенициллина G
в фармацевтических препаратах. После хроматографического
разделения на силикагеле со смесью ацетон—хлороформ—ук-
сусная кислота (10:9:1) авторы [49] измеряли отражательную
способность пятен в области 230 нм. Стандартное отклонение со-
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ставило 5 % для зон, содержавших 1 мкг пробы, и 1,5 % для
зон, содержавших 10 мкг. Синсхаймер и др. [50] определяли
флуоресцентным методом in situ следы пенициллина. Бензил-
пенициллин гидролизовали пенициллиназой, подвергали затем
хроматографическому разделению на силикагеле G со смесью
диметилформамид—хлороформ—28 %-ный аммиак (10:5:4) и
измеряли при 510 нм интенсивность флуоресценции пятна с Rf
0,50 (длина волны возбуждающего излучения составляла
410 нм). Интенсивность флуоресценции пятен феноксиметил-
пенициллина, полученного в результате гидролиза (Rf 0,88), из-
меряли в области 480 нм при длине волны возбуждающего
излучения 260 нм. Метициллин гидролизовали и измеряли интен-
сивность флуоресценции пятна с Rf 0,73 при 480 нм при возбуж-
дающем излучении 350 нм. Пределы чувствительности в пере-
численных выше определениях равны 3, 0,76 и 0,12 мкг соответ-
ственно. Пенициллановую кислоту определяли методом флуорес-

центной денситометрии пятна с R, 0,45 при 440 нм
с возбуждением при 350 нм [51]. В этом случае после разделе-
ния на силикагеле смесью хлороформ—этилацетат—муравьиная
кислота (60:40:1) пластинку выдерживали 3 мин в парах ам-
миака, чтобы образовался флуоресцирующий продукт. Полуко-
личественное определение пенициллинов и продуктов их пре-
вращения проводили визуально, сравнивая размеры пятен и их
окраску [52, 53].

Цефалоспорин В и некоторые из его производных анализи-
ровали хроматографически на силикагеле G, используя смесь
н-бутанол—уксусная кислота (10:1), насыщенную водой,
а также смесь н-бутанол—пиридин—уксусная кислота—вода
(17:12:4:15) [54]. Для некоторых специфических соединений
применяли различные комбинации ацетона с бензолом (1:4;
2 : 3) и толуолом (2 : 3; 1 : 4; 3 : 7; 1 : 9), а также толуола и этил-
ацетата (1 : 1). Биаджи и др. [55] разделили методом ТСХ
с обращением фаз 13 цефалоспоринов. Разделение эти авторы
проводили на силикагеле, пропитанном силиконом, применяя
буферный раствор (рН 7,4) ацетат натрия—веронал, содержав-
ший от 0 до 24 % ацетона. По полученным данным были рассчи-
таны величины RM- Бури [56] хроматографировал цефалоспо-
рин В, цефалотин и цефалоридин на слоях силикагеля, забуфе-
ренных фосфатным буфером (рН 5,8), элюируя их смесью изо-
пропанол—метанол—фосфатный буфер с рН 5,8 ( 2 : 7 : 1 ) .

6. РИФАМИЦИНЫ

Эти антибиотики разделяли с помощью ряда спиртов и аце-
тона на слоях силикагеля G [39, 57]. Ацетон оказался луч-
шим растворителем; проводя элюирование ацетоном, удается
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отделить рифамицин В от рифамицина О, рифамицин SV от ри-
фамицина S, а рифамицин В от рифамицина SV. Эти соединения
интенсивно окрашены, и поэтому при достаточно высоких кон-
центрациях их можно обнаружить на пластинках, не применяя
реактив. Однако микробиологическим методом их можно обна-
ружить при гораздо более низких концентрациях. Для 2 —
20 мкг рифамицина и дезацетилрифамицина Колос и Эйдлс [58]
приводят величины Rt (0,55 и 0,37 соответственно), полученные
при хроматографировании смесью хлороформ—этанол—0,1 н.
соляная кислота (84:15,9:0,1) на хроматографических полосах
№ 6060 фирмы Eastman. Меджи и др. [59] провели хроматогра-
фичесмий анализ группы полусинтетических рифамицинов на си-
ликагеле с ацетоном.

7. ТЕТРАЦИКЛИНЫ

Николаус и др. [39, 40] исследовали также разделение тет-
рациклинов на тонких слоях силикагеля G. Они изучили боль-
шое число растворителей; четыре лучших растворителя указаны
в табл. 18.7, там же даны соответствующие величины Rf. В до-
полнение к приведенным в таблице результатам следует ука-
зать, что окситетрациклин и диметилтетрациклин можно отде-
лить от тетрациклина, хлортетрациклина и дезокситетрациклина,
элюируя смесь 10 %-ным раствором лимонной кислоты, насы-
щенным бутанолом. Обнаруживают тетрациклины, опрыскивая
пластинки 1 н. соляной кислотой и затем нагревая их при 50 °С.
Тетрациклины обнаруживают в виде желтых пятен. Для обна-
ружения дезокситетрациклина используют реакцию сочетания
с солью диазония. При проведении микробиологической пробы
агар заражают Bacterium subtilis.

Авторы работы [60] разделяли тетрациклин, хлортетрацик-
лин, диметилхлортетрациклин и их ангидро- и эпипроизводные
на промытом кислотой кизельгуре G, пропитанном 20 %-ным
раствором полиэтиленоксидгликоля 400 в смеси глицерин —
0,1 Μ ЭДТА при рН 7 (1 : 19). Разделяющим растворителем был
органический слой смеси этилацетат — 0,1 Μ ЭДТА, рН 7 (6:1) .
При рассмотрении пластинок в длинноволновом УФ-свете можно
обнаружить 0,05 мкг антибиотика. В работе [61] описана мето-
дика разделения тетрациклинов и продуктов их превращения
на кизельгуре, пропитанном ЭДТА; величины Rf и применяв-
шиеся растворители указаны в табл. 18.7.

Количественное определение ангидротетрациклинов в разло-
жившихся таблетках тетрациклина проводили, экстрагируя зоны
ТСХ и измеряя коэффициент поглощения при 428 нм [62]. При

определении эпитетрациклина и хлортетрациклина зону первого
соскребали, элюировали 0,1 н. соляной кислотой [63] и изме-
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Таблица 18 7

Величины Λ/Χ100 некоторых тетрациклинов, полученные с
хроматографическими системами

Соединение

Тетрациклин

Хлортетрациклин

Am идротетрациклин

Окситетрациклин

Ангидрохлортетрациклин

Диметилхлортетрациклин

Метациклин

Доксициклин

4-Эпитетрациклин

Эпиангидротетрациклин

4-Эпихлортетрациклин

Силикагель а

А

36

30

0 - 2 0

5 8

0 - 2 0

Б

3 8

4 3

4 5

41

4 6

в

61
72
68
70
75

г

50
60
50
55
52

различными

Кизельг\]

Д

5 3

76

9 3

6 0

8 3

7 3

4 4

5 3

20

4 7

3 3

Ε

36

6 0

8 3

20

57

4 4

29

27

12

5 0

21

а, б

Ж

Ро

Ро

Ро

Ж

Ро

Ро

Ро-Ко

Ро-Ко

Ж

Ж-Ро

Ж-Ро

а Растворитель: А — 10 %-ная лимонная кислота [39]; Б — я-бутанол—
метанол—10 %-ная лимонная кислота ( 4 : 1 : 2 ) [39]; В — я-бутанол—мета-
нол—10 %-ная лимонная кислота ( 4 : 2 : 2 ) [39]; Г — я-бутанол—метанол—
10 %-ная лимонная кислота ( 4 : 3 : 2 ) [39]; Д — метилэтилкетон, насыщенный
буфером Мак-Ильвейна, рН 4,7 [61]; Ε — дихлорметан—этилформиат—эта-
нол ( 9 : 9 : 2 ) , насыщенный тем же буфером [61]; Ж — цветная реакция
с Т-115, Ро — розовый, Ж — желтый, Ко — коричневый. Чувствительность
1 мкг [61].

6 Кизельгур G, суспендированный в смеси 0,1 Μ раствор ЭДТА—25 %-ный
раствор ПЭГ 400 в глицерине (19:1, по объему). Пластинки сушат около

4 ч при комнатной температуре, затем предварительно элюируют раствори-
телем Д и вновь сушат [61].

ряли поглощение элюента при 356 нм. Хлортетрациклин после
элюирования 0,2 н. гидроксидом натрия измеряли по интенсив-
ности флуоресценции в области 414 нм (длина возбуждающего
излучения 356 нм). Радека и Вильсон [64] проводили определе-
ние тетрациклина в фармацевтических препаратах in situ. Хотя
этот метод менее точен, чем спектрофотометрический метод Аль-
варца Фернандеца и др. [65], он более чувствителен, требует
меньше времени и более точен, чем официальные микробиоло-
гические методы. Ван Хоек и др. [66] разработали для этой
группы соединений флуорометрический метод определения in
situ.
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8. ПЕПТИДНЫЕ АНТИБИОТИКИ

Полимиксиновые антибиотики представляют собой пептиды
очень близкого строения. Кроме аминокислот в их молек)л>
входят жирные кислоты. Иглой и др. [67, 68] разделяли поли-
миксины В, D и Μ на силикагеле G, используя смесь ацетон—·
вода—уксусная кислота—2 н. гидроксид аммония ( 1 5 : 5 : 1 : 2 ) .
Полимиксин Ε (колистин) не удается отделить от полимик-
сина В. Хоулетт и Зельцер [69] разработали метод дифферен-
циации этих двух соединений: пробу гидролизуют 5 н. соляной
кислотой в запаянной трубке 6 ч при 120°С и определяют ами-
нокислотный состав хроматографически в камере с насыщенной
атмосферой на слое силикагеля MNG, используя раствор 68 мг
иодида калия в 84 мл 90 %-ного фенола и 16 мл воды. Нингид-
риновая проба позволяет обнаружить ь-2,4-диаминомаслянук>
кислоту, ь-треонин, фенилаланин и лейцин в пробе полимик-
сина В, в то же время при хроматографировании колистина
пятно фенилаланина обнаружено не было. Хамерс и Моерлуз
[70] предпочитают проводить 22-часовой гидролиз при 110°С,.
чтобы избежать появления ложных пятен.

Хиномициновые антибиотики — это пептидные лактоны с хи-
ноксалиновым кольцом, отличающиеся друг от друга только
своей Ы-метиламино1Кислотной долей. Шой [71] подвергал хро-
матографическому разделению соединения А, В, Во, С, D и Ε
методом круговой хроматографии на оксиде алюминия, приме-
няя нижнюю фракцию смеси этилацетат—1,1,2,2-тетрахлор-
этан—вода ( 3 : 1 : 3 ) . Таким способом >далось разделить все
компоненты, кроме В и Во. Хроматографирование проводили на
флуоресцентном слое и рассматривали пластинки в УФ-свете.

Штудер и др. [72—76] при определении строения энйи-
атина В синтезировали ряд циклических пептидов с активностью
антибиотиков. В смеси бензол—эфир—метанол (17:2: 1) на си-
ликагеле энниатины А и В характеризуются Rf 0,39.

9. ПОЛИЕНОВЫЕ МАКРОЛИДНЫЕ АНТИБИОТИКИ

Икекава и др. [1] разделили шесть полиенов на силика-
геле G, используя смесь н-бутанол—уксусная кислота—вода
( 3 : 1 : 1 ) , и получили при этом следующие величины Rf ниста-
тин 0,18; пимарицин 0,34; унамицин А 0,36; амфотерицин А
0,33; пентамицин 0,67 и трихомицин 0,17. Бержи и Эбле [77]
разделили на силикагеле HF, забуференном смесью 0,2 Μ ди-
гидрофосфат калия—0,2 Μ гидрофосфат натрия (1:1), элюи-
руя пробу смесью метиленхлорид—метанол (17:3). Выделенные
компоненты характеризуются следующими величинами Rf:
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I 0,8; II 0,7; III 0,6; IV 0,5. Охаб [78] разделил на силикагеле
трихомицин, фумагиллин, натамицин, нистатин, амфотерицин
А и амфотерицин В. Лучшие результаты дают смеси этанол—•
аммиак—вода—диоксан ( 8 : 1 : 1 : 1 ) и н-бутанол—пиридин—
вода ( 3 : 2 : 1 ) . Мартин и Мак-Даниел [79] разделили комплекс
кандигексина на силикагеле G на пять компонентов со следую-
щими величинами Rf А 0,26; В 0,29; D 0,36; Ε 0,39 и F 0,43.
Комплекс кандидина удалось разделить на две фракции
с Rf 0,27 (А) и 0,32 (В). Третий компонент с Rf 0,36, о наличии
которого в сырых препаратах кандидина сообщили Боровский
и др. [80], в очищенных препаратах обнаружить не удалось.
Элюирование проводилось нижней фракцией смеси хлороформ—·
метанол—20 %-ный гидроксид аммония ( 2 : 2 : 1 ) . Количествен-
ное разделение достигается денситометрированисм in situ канди-
гексина при 340 нм и кандидина при 360 нм.

10. РАЗЛИЧНЫЕ ПРИМЕРЫ ПРИМЕНЕНИЯ

Берд и Стевенс [81] использовали ТСХ для выявления при-
месей в нитрофуразоне —синтетическом антибактериальном сое-
динении. При хроматографировании на силикагеле G смесью
бензол—ацетон Rf нитрофуразона составляет 0,23. Одна из при-
месей, 5-нитро-2-фуральдазин, перемещается с фронтом раство-
рителя, Rf другой примеси равен 0,65.

Маер и Шафнер [82] исследовали антибиотики методом
ТСХ на силикагеле со смесью хлороформ—метанол—28 %-ный
гидроксид аммония—вода ( 1 : 4 : 2 : 1 ) , дополнив ТСХ при опре-
делении некоторых ацетилпроизводных хроматографированием
на бумаге. В результате эти авторы показали, что в данный
комплекс входит 16 антибиотиков. Величины Rf большинства
компонентов приведены в табл. 18.8. Вагман и др. [83] выде-
лили из этого комплекса четыре примесных компонента
(табл. 18.8). Вильсон и др. [84] осуществили хроматографиче-
ское разделение в этой же системе некоторых примесных ком-
понентов.

Патулин, фурапираноновый антибиотик, выделенный из
ряда грибов, был подвергнут хроматографическому анализу
с применением большого числа растворителей (табл. 18.9).
Скотт и Кеннеди [85] разработали количественный метод об-
наружения этого антибиотика в яблочном соке, основанный на
установлении минимально определимой флуоресценции, когда
слой силикагеля опрыскивают 0,5%-ным раствором 3-метил-
2-бензотиазолингидразона и нагревают 15 мин при 130°С.

Фишер и Ригельман [90] разработали флуоресцентный ме-
тод определения in situ гризеофульвина и его 4'-спиртовых

35 Зак № 255
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Таблица 18 8

Величины /?/Х100 антибиотиков,
входящих в гентамициновый

комплекс

Антибиотик

Αι

А

В

X

Bi

C i 6

с 2

б

D6

Растворитель а

X

10

16

22

28

4 0

к

60

71
76
69

ζ

1 8

5 4

5 8

4 2

а X — хлороформ—метанол—
28%-ный гидроксид аммония
( 1 : 1 : 1 ) [83]; У —хлороформ-
метанол—28 %-ный гидроксид ам-

производных в плазме. Разделе-
ние проводили на силикагеле,
содержавшем 6,7 % коллоидно-
го оксида алюминия (бемит)
(Du Pont); элюентом служила
смесь безводных эфира и аце-
тона ( 3 : 2 ) . Антибиотики экстра-
гировали из плазмы эфиром.
Каднер и др. [91] использовали
смесь силикагель G—нейтраль-
ный оксид алюминия с ак-
тивностью I (30 : 2); после раз-
деления соединения элюировали
и измеряли интенсивность флуо-
ресценции при 385 нм при дли-
не возбуждающего излучения
365 нм.

Бержи и Эбле [92] раздели-
ли комплексы филипина на че-
тыре фракции: филипин II, фи-
липин III, филипин IV и комп-
лекс филипина I; последняя
фракция представляет собой

м о н и я _ В О да (1:4:2:1) [82]; Z — смесь по крайней мере пяти ком-
хлороформ — метанол — 28 % -ный понентов. Разделение проводили
гидроксид аммония (2:1:1) [82]. н а силикагеле HF, забуференном

О Ι 1/ΐΤ.ΤΛΠΪΤΑΙΙ Ί/ΛΐίΠΛΤΤΛΙΙΦ Ι 1 -—' — _ _ ~

C l a .

6 Основной компонент, D = смесью 0,2 Μ растворов одно-
и двузамещенного фосфата нат-
рия, с применением смеси мети-

ленхлорид—метанол (17:3). Перечисленным фракциям соответ-
ствуют следующие величины Rf. 0,7; 0,6; 0,5 и 0,8.

Нифимицин удалось разделить на четыре компонента Αι и
А2, Bi и В2 методом двойного элюирования смесью этилаце-
тат—этанол—вода (150:45:28) на слоях силикагеля GF. Ва-
риамицин анализировали на слоях кремневой кислоты, приме-
няя смесь метанол—хлороформ (9:1) [94]. Количественное
определение проводят, измеряя коэффициент поглощения элю-
ата при 280 нм. Клиндамицин и его метаболиты сульфоксид-
клиндамицин, N-деметилклиндамицин и сульфоксид-Ы-деметил-
клиндамицин хроматографировали на листах со слоем силика-
геля 6061 (фирма Eastman) смесью ацетон—метилэтилкетон—
вода (20,1 : 72,1 : 7,8) [95]. Пятна обнаруживали и детектиро-
вали методом биоавтографии. Методика биоавтографического
детектирования описана в гл. XI, разд. 5. Азалос и др. [3] при-
водят перечень микроорганизмов для детектирования 84 анти-
биотиков.
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Таблица 18.9

Величины /?fX100 патулина, полученные на
растворителями

Растворитель

Этанол—вода (4:1)

Толуол—этилацетат—90 %-ная му-
равьиная кислота ( 6 : 3 : 1)

Бензол—метанол—уксусная кислота
( 2 4 : 2 : 1 )

Бензол—пропионовая кислота—вода
( 2 : 2 : 1 )

Хлороформ

Толуол—Этилацетат—90 %-ная му-
равьиная кислота ( 5 : 4 : 1 )

силикагеле с различными

Данные работ

[86]

71

37

13

6 4

4

[871

76

[38]

41

21

[89J

66

[85]

5
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Глава XIX

УГЛЕВОДЫ

1. САХАРА

Разделению Сахаров и их производных методом ТСХ посвя-
щено чрезвычайно много работ, хотя первые две статьи, в кото-
рых упоминалось о возможности разделения углеводов таким
методом, были опубликованы только в 1960 г. [1, 2]. Менс-
фильд [2а], Щерц и др. [26] и Гебрегцагер и др. [2в] опубли-
ковали обзоры по ТСХ углеводов, а Мокцар и Мокцар [2г]
рассмотрели возможность определения методом ТСХ углевод-
ных боковых цепей гликопротеинов. Сахара хроматографиро-
вали на самых различных тонких слоях, включая силикат маг-
ния, силикат кальция, сульфат кальция, полиамид, сефадекс,
слои диоксида кремния, пропитанные комплексообразующими
агентами, оксид магния, силикагель, оксид алюминия, целлю-
лозу, забуференные слои силикагеля или кизельгура и даже
смеси оксидов хрома с целитом. Как видно из табл. 19.1, ни
одну систему саму по себе нельзя считать вполне удовлетвори-
тельной; часто приходится заменять растворитель, а иногда и
растворитель и адсорбент. Пастушка [3] использовал слои си-
ликагеля, пропитанные 0,1 н. раствором борной кислоты, и
смеси бензол—уксусная кислота—метанол (1 :1 :3) и метил-
этилкетон—уксусная кислота—метанол (3 :1 :1) (табл. 19.1).
Сахара обнаруживали, опрыскивая пластинку анилинфталатом
или смесью (1:1) 20 %-ной серной кислоты и 0,2%-ного рас-
твора нафторезорцина в этаноле. После опрыскивания пла-
стинки сушили при 105°С. Чувствительность определения соста-
вила 4 мкг. Поргес и Поргесова [4], используя чехословацкий
силикагель, обработанный соляной кислотой для удаления же-
леза, получили несколько более высокие величины Rf с тем же
растворителем [бензол—уксусная кислота—метанол ( 1 : 1 : 3 ) ] ,
который применял и Пастушка. При хроматографировании на
этом же адсорбенте элюирование проводили смесями ацетат—
изопропанол—уксусная кислота—вода ( 4 : 2 : 1 : 1 ) [5] и хлоро-
форм—метанол (6:4) [6]. Дополнительный перечень раство-
рителей приведен в литературе [6—9]. Слои силикагеля, пропи-
танные 0,2 Μ боратным буфером (рН 8,0), использовали со
смесями н-бутанол—уксусная кислота—вода ( 5 : 4 : 1 ) [10],
н-бутанол—вода—уксусная кислота—эфир ( 3 : 2 : 2 : 1 ) [11] и
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хлороформ—этанол (5:1) или бензол—этанол (10:1) [12].
Рагацци и Веронезе [13] получили хорошие хроматограммы
даже в присутствии значительных количеств соли. Эти авторы
осуществили хроматографирование на слоях силикагеля, про-
питанных 1/15 Μ фосфатным буфером (рН 8), с двумя смесями
н-бутанол—ацетон—вода (4 :5 :1) и н-бутанол—диоксан—вода
( 4 : 5 : 1 ) . С этими системами можно анализировать пробы, со-
держащие от 1 до 200 мкг Сахаров. Применяя многократное
элюирование смесью метилэтилкетон—уксусная кислота—вода,
насыщенной борной кислотой ( 9 : 1 : 1), Ломбард [14] разделил
пять Сахаров на тех же слоях даже в присутствии кислоты.
В работе [15] приведены величины Rf для семи моносахаридов,
полученные при хроматографировании их на диоксиде кремния,
пропитанном фосфатным буфером различной концентрации.
Лато и др. [16] приводят величины Rf для 16 моносахаридов,
7 олигосахаридов и 2 метилпроизводных; хроматографирование
велось на слоях, пропитанных фосфатом или ацетатом, с ис-
пользованием 42 смесей, 23 из которых оказались вполне при-
годными. На диоксиде кремния, пропитанном мононатрийфос-
фатом, при длине пути разделения 33 см с помощью смеси
ацетон—вода—хлороформ—метанол (8:0,5:1:1) можно разде-
лить рафинозу, лактозу, мальтозу, галактозу, сахарозу, левулозу,
арабинозу, рибозу и рамнозу. Вайдман и Фишер [17] применяли
забуференные ацетатом натрия слои силикагеля для разделе-
ния и обнаружения 2-дезоксисахаров, используя для элюирова-
ния смесь этилацетат-—пропанол-2—вода (12 : 6 : 1).

Пиффери [19] удалось отделить сахара от антоцианов и
антоцианидинов на слоях силикагеля, пропитанного основным
ацетатом свинца, при слабом подкислении раствора пробы.

Котт и др. [20] и Мазера и Каезер [21] для идентификации
Сахаров мочи и крови применяли забуференные слои диоксида
кремния. Мальтозу и глюкозу, особенно при большом содержа-
нии мальтозы, разделяли на слоях смеси 50:50 силикагеля и
оксида алюминия [21].

Валди [22] использовал слои, приготовленные смешением
20 г кизельгура G с 40 мл фосфатного буферного раствора
(равные объемы 0,1 Μ раствора фосфорной кислоты и 0,1 Μ
раствора динатрийгидрофосфата) и смесь к-бутанол—ацетон—
фосфатный буферный раствор ( 4 : 5 : 1 ) . Талукдеру [23] уда-
лось отделить фукозу от семи других нейтральных моносаха-
ридов на кизельгуре G, забуференном 0,15 Μ раствором моно-
натрийфосфата, применяя смесь этилацетат—метанол—н-бута-
нол—вода ( 1 6 : 3 : 3 : 2 ) ; разделить ксилозу и рибозу в таких
условиях не удалось.

Хей и др. [24] хроматографировали обширный ряд Сахаров
и их производных на слоях непропитанного силикагеля G.
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554 Часть II

Элюентом при этом служила смесь м-бутанол—уксусная ки-
слота—диэтиловый эфир—вода ( 9 : 6 : 3 : 1 ) , а обнаруживающим
реагентом — концентрированная серная кислота или 0,5 %-ный
раствор перманганата калия в 1 н. растворе гидроксида натрия.
После опрыскивания пластинки нагревали при 100°С. Кроме
величин Rf, приведенных в табл. 19.1, получены также R} цел-
лобиозы (0,32), изомальтозы (0,16), ламинарибиозы (0,26) и
мелибиозы (0,15). Бергельсон и др. [25] исследовали на при-
мере ряда Сахаров возможность обнаружения методом ТСХ
сс-гликолевых группировок с помощью различных реактивов.
Разделение на слоях силикагеля проводили четырьмя различ-
ными смесями. Величины Rf приведены с учетом пределов об-
наружения для четырех различных смесей. Наиболее чувстви-
тельным реактивом оказался 5 %-ный·раствор нитрата серебра
и 25 %-ный раствор гидроксида аммония.

Гарбутт [26] сравнил результаты разделения некоторых
углеводов на кизельгуре G, фильтрцеле и гифлосуперцеле
(Johns Menvile). Фильтрующие приспособления применяли
с сульфатом кальция в качестве связующего. Фильтрцел и ком-
бинация фильтрцела с гифлосуперцелом обеспечивают лучшее
разделение моносахаридов, чем казельгур G или гифлосуперцел
в отдельности. Для разделения использовали смесь н-бутанол—
пиридин—вода (15 :3 :2) . В работе приведены величины Rf,
найденные для глюкозы, мальтозы, ксилозы и двух возможных
компонентов — изомальтозы и панозы. Шталь и Кальтенбах
[27] провели разделение группы Сахаров на слоях кизельгура
G, приготовленных с 0,02 Μ раствором ацетата натрия;
элюентом служила смесь этилацетат—изопропанол—вода
(130:57:23). Полученные величины Rf даны в табл. 19.1.

Для хроматографирования Сахаров применяли также смеси
кизельгура и силикагеля; Вассерман и Ханус [28] использо-
вали смесь этих адсорбентов в соотношении 3:2 и элюент изо-
пропанол—этилацетат—вода (27:3,5:1); хроматографирование
велось в камере с насыщенной атмосферой. Прей и др. [29,
30] исследовали зависимость величин Rf Сахаров на различных
смесях кизельгура и силикагеля (в диапазоне от чистого кизель-
гура до чистого силикагеля), проверяя многочисленные комби-
нации растворителей на эффективность разделения. Лучшее
разделение было достигнуто со смесью силикагель—кизельгур
(1 :2), пропитанной 2 %-ным раствором поливинилового спирта,
и со смесью силикагель—кизельгур (1:4), пропитанной 0,02 Μ
раствором ацетата натрия; лучшими растворителями в сочетании
с этими смесями адсорбентов оказались этилацетат—ацетон—
вода (20 : 20 : 3) и этилацетат—диметилформамид—вода
(15 :3 : 1) соответственно. При разделении на слоях, забуферен-
ных ацетатом натрия, для опрыскивания применяли 2 %-ный
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раствор нафторезорцина в этаноле, содержащий 10%-ную фос-
форную кислоту. Под действием этого реактива пятна кетоз
окрашиваются в темно-красный цвет, пятна альдопентоз — в си-
не-фиолетовый, пятна альдогексоз — в голубой. Реактив нельзя
применять со слоями, пропитанными раствором поливинило-
вого спирта, поэтому для опрыскивания в последнем случае
используют смесь анилин—дифениламин—фосфорная кислота.
Альдопентозы дают при этом серо-зеленые пятна, метилальдо-
лентозы — желто-зеленые, альдогексозы — синевато-серые, а ке-
тогексозы — красновато-коричневые.

Чтобы разделение было более четким, указанные авторы при-
меняли клинообразные полосы. Разделение глюкозы, фруктозы
и сахарозы проводят двумерным хроматографированием [29]
на силикагеле G с буферным раствором борной кислоты в од-
ном направлении со смесью метилэтилкетон—уксусная кис-
лота—метанол ( 3 : 1 : 1 ) , в другом — со смесью бутанол—аце-
тон—вода ( 4 : 5 : 1 ) . Грундшобер и Прей [31] пользовались
силикагелем, забуференным 0,1 н. борной кислотой. Эти исследо-
ватели изучали методом ТСХ продукты взаимодействия углево-
дов с олефинами [32] и разработали [33] более быстрый метод
анализа Сахаров, предусматривающий хроматографирование на
слоях смеси силикагеля и кизельгура, нанесенных на пластинки
размером 75X75 мм. С увеличением размеров пластинки дли-
тельность разделения растет, а на небольших пластинках его
можно провести всего за 6—10 мин. Чтобы разделение, осуще-
ствляемое этим методом, было хорошим, количество наносимого
на пластинку вещества должно быть невелико (0,5—1 мкг).

Вайкер и Бросмер [34] обнаружили, что при хроматографи-
ческом анализе Сахаров на слоях силикагеля с применением
смеси пропанол—гидроксид аммония—вода (6 :2 :1) образу-
ются гексозамины и другие соединения, реагирующие с реакти-
вом Эльсона—Моргана; вероятно, силикагель катализирует
реакции аминирования. Если же элюент содержит пиридин,
аминосахара не образуются.

Разделению Сахаров на слоях целлюлозы посвящен ряд
статей. Бергельсон и др. [35] использовали восходящее хрома-
тографирование с тремя различными смесями: бутанол—пири-
дин—вода (10:3 :3) , бутанол—25 %-ный гидроксид аммония—
вода (16:1:2) и фенол—бутанол—уксусная кислота—вода
( 5 : 5 : 2 : 1 0 ) . Длительность разделения при этом относительно
велика: от 7 до 18 ч. Для обнаружения эти авторы применяли
анилинфталат, обеспечивающий чувствительность определения
в 0,5—1,0 мкг. Швейгер [36] разделил на слоях целлюлозы
семь Сахаров. Галактозу, глюкозу, маннозу, ксилозу, рибозу и
рамнозу разделяли на слоях цорошка целлюлозы ΜΝ 300 (тол-
щиной 0,25 мм), просушенного при 100°С, элюируя обеими
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фракциями смеси этилацетат—пиридин—вода ( 2 : 1 : 2 ) . Чтобы
разделение было полным, применяли двукратное элюирование.
Маннозу и арабинозу, которые весьма близки по свойствам,
можно разделить при повторном хроматографировании с 1 %-
ным раствором аммиака в феноле, насыщенном водой. Метше
и др. [37] анализировали глюкозу, галактозу, маннозу и ара-
бинозу методом Швейгера. Приведенные величины Rf показы-
вают, что на них влияет толщина слоя.

Грау и Швейгер [38] определяли этим методом вещества,
вызывающие набухание (полисахариды) мясных продуктов.
Пробу для хроматографирования готовят следующим образом.
Гомогенизуют 5 г мяса и, чтобы удалить жир, экстрагируют
два или три раза 20 мл петролейного эфира. После извлечения
простых Сахаров трехкратной экстракцией 20 мл 50 %-ного
этанола остаток кипятят 3 ч в 20 мл 5 %-ной серной кислоты.
Гидролизат нейтрализуют 2 Μ раствором гидроксида бария и
фильтруют. Десять миллилитров фильтрата упаривают досуха
при 30—50°С в вакууме, а остаток растворяют в 1 мл 40 %-
ного метанола. Половину этого раствора затем очищают, про-
пуская через катионнообменную (Н+) колонку, заполненную
адсорбентом Merck-I; элюентом служит вода. Первые 15 мл
элюата упаривают досуха и остаток растворяют в 0,5 мл вод-
ного метанола. Этот раствор можно наносить на тонкослойные
целлюлозные пластинки.

Фомгоф и Таккер [39], исследуя разделение простых саха-
ров на слоях целлюлозы 300 MN с девятью различными сме-
сями растворителей, установили, что при элюироваяии смесью
муравьиная кислота—метилэтилкетон—грег-бутанол—вода
( 3 : 6 : 8 : 3 ) получаются более отчетливые пятна и не образу-
ются полоски. Дамонт и др. [40] при разделении олигосахари-
дов несколько изменили соотношение компонентов в этой смеси
( 3 : 5 : 7 : 5 ) ; предложенный ими состав пригоден также для
анализа сахарозы, глюкозы и фруктозы. Вольфром и др. [41]
использовали микрокристаллическую целлюлозу авирин (аме-
риканскую вискозу) со смесями пиридин—этилацетат—уксус-
ная кислота—вода ( 5 : 5 : 1 : 3 ) и бутанол—уксусная кислота-
вода (3 :1 :1) для разделения группы из 11 Сахаров, а также
различных производных Сахаров. Линек и др. [42] хроматогра-
фировали пентозы на микрокристаллической целлюлозе со
смесью этилацетат—пиридин—вода ( 8 : 1 : 1 ) . Эту же смесь
применяли авторы работ [43, 44], но при несколько другом со-
отношении компонентов: 6 : 3 : 2 [43] и 2 : 1 :2 [44]. Кемп и Ван
Оорт [45] разделили 11 Сахаров, используя смесь пиридин—
этилацетат—уксусная кислота—вода ( 8 : 1 4 : 4 : 5 ) , которую
предварительно подкисляли. Петре и др. [46] применяли трой-
ное элюирование смесью вода—уксусная кислота—трет-бутг-
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нол—этилметилкетон ( 3 : 3 : 8 : 6 ) для разделения лактозы,
мальтозы, сахарозы, галактозы, маннозы, фруктозы, арабинозы,
ксилозы, фукозы, рибозы, рамнозы, галактуроновой, глюкуроно-
вой и маннуроновой кислот. Петрович и Канич [47] нашли, что
на слоях из рисового крахмала разделение идет плохо; они по-
лучили, однако, великолепные результаты как при одномерном,
так и при двумерном хроматографировании на слоях целлю-
лозы.

Лучшее разделение было достигнуто при двумерном раз-
делении со смесью м-бутанол—ацетон—диэтиламин—вода
( 1 0 : 1 0 : 2 : 5 ) в одном 'направлении и со смесью фенол—вода
(3:1) в атмосфере 25 %-ного аммиака в другом направлении;
таким способом удалось разделить 12 Сахаров. Используя я-бу-
танол, насыщенный смесью вода—трихлорэтилен—95 %-ный эта-
нол (3: 1 : 1), и проводя непрерывное горизонтальное разделение
на слоях целлюлозы в B-N-камере, Бергер и Агат [48] сумели
разделить моносахариды даже в присутствии больших коли-
честв сахарозы (1:100); полное разделение, однако, потребо-
вало около 19 ч.

В числе прочих адсорбентов, на которых проводилось раз-
деление углеводов, следует назвать гипс, на котором Жданов
и др. [49] хроматографировали углеводы, применяя различные
смеси хлороформа и метанола. Аффонсо [50] за 30 мин раз-
делил глюкозу, фруктозу, арабинозу, лактозу, ксилозу и ман-
нозу на полосках алебастра, элюируя пробы смесью ацетон—
бутанол—хлороформ—ацетатный буферный раствор, рН 3,6
( 5 : 4 : 1 : 1 ) . Гессе и Александер [51] для разделения смеси из
10 Сахаров применили слои оксида хрома с целитом (6:1) . По-
скольку этот адсорбент окрашен в темный цвет, по окончании
разделения на пластинки наносили (опрыскиванием) тонкий
слой кремневой кислоты, а затем опрыскивали обнаруживаю-
щим реагентом — анилинфталатом и нагревали 15 мин при
110°С. Были испробованы слои графита, однако задние гра-
ницы пятен на графите размывались. Бикофер и др. [52] ана-
лизировали смесь гексоз и пентоз на слое, состоявшем из ки-
зельгура G (6 г), оксида алюминия G (1 г) и полиакрилонит-
р'ила (5 г), смоченном 0,02 Μ раствором бифосфата натрия.
Обнаруживающим реагентом служила смесь н-амиловый
спирт—изопропанол—этилацетат—вода (11 :3 :22 :6) . Для раз-
деления мальто- и меглосахаридов [53, 54] применяли смеси
силикагель—кизельгур (3:1). Для разделения полимеров по
молекулярным массам использовали я-бутанол, этанол и воду
( 5 : 3 : 2 ) и я-пропанол, этанол и воду в различных соотноше-
ниях.

Марэ [55] провел хроматографический анализ девяти саха-
ров на слоях полиамида, элюируя их смесью этилформиат—
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метанол (8:1). В данном случае оказалось необходимым тща-
тельно контролировать температуру. Грейф и Энгельгардт [56]
исследовали разделение Сахаров на шести коммерческих об-
разцах полиамида, применяя смесь бутанол—ацетон—вода—ук-
сусная кислота ( 6 : 2 : 1 : 1 ) . При двумерном хроматографи-
ровании вторым растворителем служила смесь метилэтил-
кетон—ацетон—метанол—уксусная кислота—триметилборат
(16: 1 : 2 : 2 : 2 ) .

Штро и др. [57] разделили ряд Сахаров на кислом оксиде
алюминия с двумя растворителями (табл. 19.1). Кочетков и др.
[58] анализировали моносахариды на оксиде алюминия.

Грассгоф [59, 60] описал разделение Сахаров на силикате
магния с четырьмя различными смесями (табл. 19.1). Добавле-
ние первичного амина в растворитель уменьшает величины Rf

кетоз и не меняет или увеличивает Rf альдоз. При использова-
нии смеси, содержащей н-пропиламин, необходимо полностью
удалить амин, чтобы избежать осложнений с реакциями окра-
шивания. Для этого требуется проводить сушку около 2 ч на
воздухе и 1 ч при 130°С. Торе [61] провел разделение на сили-
кате кальция; лучший результат был получен со смесями я-бу-
танол—вода и н-бутанол—бутилацетат—вода. Этот автор ис-
пользовал забуференные и незабуференные слои; в первом слу-
чае 11 г силиката кальция (Silene EF) смешивали с 3 г целита
535 и 700 мг ацетата натрия. Эти забуференные пластинки су-
шили 20 ч при 110°С. Хорошее разделение было получено при
многократном (8-кратном) элюировании при длине пути раз-
деления 16,9 см.

Де Соуза и Панек [62] пользовались ТСХ на пластинках
кизельгура G, изучая гидролиз крахмала под действием а- и
β-амилаз. Пробы отбирали каждые 5 мин, и увеличение содер-
жания восстановленных Сахаров легко было проследить. Под
действием α-амилазы образуются глюкоза, декстрины и маль-
тоза, тогда как β-амилаза способствует образованию только
глюкозы и мальтозы.

Для улучшения разделения углеводов пользуются двумер-
ной ТСХ. На слоях силикагеля в одном направлении разделе-
ние проводят смесью хлороформ—метанол—вода (16 :9 :2) ,
а в другом [63] — смесью этилацетат—метанол—уксусная кис-
лота—вода ( 6 : 3 : 3 : 2 ) ; можно также дважды элюировать
пробу смесью бутанол—этанол—вода (5 :1 :4) и затем при 90°С
смесью бутанол—уксусная кислота—эфир—вода ( 9 : 6 : 3 : 1 )
[64]. При двумерном разделении успешно применяют также
пропитанные слои. На слоях силикагеля и кизельгура, пропи-
танных солями борной кислоты, разделение проводят смесями
изобутанол—уксусная кислота—вода ( 5 : 4 : 1 ) в одном направ-
лении и я-пропанол—вода (8,5:1,5) или н-пропанол—диметил-
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сульфоксид—вода (8,6:0,5:0,9) в другом направлении [65].
При двумерном хроматографировании слои силикагеля пропи-
тывают борной кислотой, элюентами при этом служат изопро-
панол—вода (4:1) и я-бутанол—этилацетат—изопропанол—
уксусная кислота—вода ( 7 : 2 0 : 1 2 : 7 : 6 ) , а также другие ком-
бинации растворителей. Меццетти и др. [66] исследовали боль-
шое число веществ, применяемых для пропитки двойных слоев
силикагеля, предназначенных для анализа углеводов. Лучшими
комбинациями оказались следующие, а) Слой А— силикагель,
пропитанный смесью равных объемов 0,132 Μ раствора тетра-
бората натрия, 0,204 Μ раствора борной кислоты и 0,06 Μ рас-
твора вольфрамата натрия; слой Б— силикагель, пропитанный
0,036 Μ раствором борной кислоты. Разделение на таком сдво-
енном слое проводилось смесью изопропанол—н-пропанол—
вода (14:14:5) в первом направлении, вдоль слоя А, и смесью
этилацетат—уксусная кислота—метанол—вода ( 1 2 : 3 : 3 : 2 )
или я-бутанол—этилацетат—изопропанол—уксусная кислота—
вода (7 : 20 : 12:7:6) под прямым углом к слою Б. б) Слой В —
силикагель, пропитанный 0,24 Μ раствором ацетата натрия, и
слой А в качестве двойного слоя со смесью ацетон—вода (9:1)
для слоя В и смесью метилацетат—изопропанол—вода ( 2 : 2 : 1 )
для слоя Л. Авторы приводят дополнительные комбинации,
обеспечивающие хорошее разделение.

В работах по анализу олигосахаридов содержатся сведения
и о разделении Сахаров, а ряд работ посвящен только этому
вопросу. Спичан [67] разделил сахара, образующиеся при гид-
ролизе крахмала на целлюлозе ΜΝ300 свежеприготовлен-
ной смесью уксусная кислота—этилацетат—пиридин—вода
(1 : 7 : 5:3). Чтобы удалить соли, вызывающие размывание гра-
ниц зон, Спичан экстрагировал смесь гидролизатов, высушен-
ную при температуре ниже 0°С, пиридином, растворяющим са-
хара. Дамонт и др. [40] также хроматографировали олигосаха-
риды на целлюлозе и обнаружили, что лучший растворитель—•
это смесь уксусная кислота—метилэтилкетон—грег-бутанол—
вода ( 3 : 5 : 7 : 5 ) ; эту смесь они использовали для трехкратного
разделения.

Для разделения олигосахаридов, как и для разделения про-
стых Сахаров, весьма подходящим адсорбентом является сили-
кагель. Повинг и Ирцикевич [68] проводили элюирование сме-
сями я-пропанола, изопропанола, воды, аммиака, грег-бута-
нола, н-бутанола, изоамилового спирта и этанола, взятых
в различных соотношениях, в камере для разделения с ненасы-
щенной атмосферой. Лучшим элюентом для многократного раз-
деления оказалась смесь н-пропанол—вода—аммиак (70 : 30 : 1);
-с помощью этой смеси удалось разделить гексасахариды и
.можно анализировать октасахариды. Целлоолигосахариды,
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включая целлогексозу, хроматографировали в камерах
с насыщенной атмосферой, используя смесь изопропанол—
вода—этилацетат (1 :2 :1) [69]. Обнаружение проводилось
реактивом Т-23. Гансен [70] установил, что почти все
моносахариды движутся впереди молочной кислоты, если вве-
сти ее в систему растворителей. Это обстоятельство обеспечи-
вает более эффективное разделение олигосахаридов. Использо-
ванная автором [70] смесь состояла из изопропанола, ацетона
и 1 Μ молочной кислоты ( 4 : 4 : 2 ) .

Для разделения олигосахаридов применяли также забуфе-
ренные слои силикагеля. На слоях силикагеля, приготовленных
на смеси (1:1) 0,2 Μ раствора ортофосфорной кислоты и
0,05 Μ раствора вольфрамата натрия, элюирование проводили
дважды смесью изопропанол—этилацетат—вода ( 2 : 2 : 1 ) ,
а затем в перпендикулярном первому направлению смесью бу-
танол—пиридин—вода ( 8 : 4 : 3 ) ; таким способом удалось раз-
делить группу из 9 олигосахаридов [71].

Оводов и др. [15] исследовали разделение 5 олигосахаридов
на слоях, пропитанных растворами моно- и дигидрофосфата
натрия различной концентрации, с четырьмя различными систе-
мами растворителей. Миццетти и др. [72] нашли, что пропитка
борной кислотой не всегда обеспечивает селективное разделение
олигосахаридов; в сочетании с силикагелями, пропитанными
растворами вольфраматов и молибденовой кислоты различных
концентраций при различных значениях рН, было опробовано
107 систем растворителей. Лучшие результаты были получены
для слоев с низкими значениями рН, пропитанными смесью
фосфорная кислота—вольфрамат натрия либо насыщенной мо-
либденовой кислотой. Пропитка молибденовой кислотой обес-
печивает получение хроматограмм с более высоким разреше-
нием, чем пропитка фосфовольфрамовой кислотой; в последнем
случае удается достичь лучшего разделения при двумерном
хроматографировании. Лучшее разделение (5 моно-+ 9 олиго-
сахаридов) получено при двукратном элюировании смесью
этилацетат—изопропанол—вода (10:6:3) на слоях, пропитан-
ных молибденовой кислотой.

Коллинз и Чандоркар [73], определяя олигофруктозы в ци-
кории, использовали смеси w-пропанол—этилацетат—вода с раз-
личным соотношением компонентов в зависимости от степени
полимеризации (СП) при разделении на кизельгуре G. Как
оказалось, соотношение 4 : 5 : 1 предпочтительно при СП в пре-
делах от 7 до 8, для гомологов с СП от 2 до 20 лучшие ре-
зультаты дает смесь с соотношением компонентов 6 : 2 : 2 .

Глицерин широко применяется в качестве консерванта са-
харидов в биологических жидкостях, поэтому Шеллард и Жо-
лиф [73а] исследовали влияние этого соединения на скорость
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применения простых Сахаров на слоях силикагеля и целлю-
лозы. В присутствии глицерина забуференные слои силикагеля
предпочтительнее слоев целлюлозы; кроме того, рекомендуется
разбавлять пробы перед хроматографическим анализом до со-
держания глицерина 10—20 %.

2. ПРОИЗВОДНЫЕ САХАРОВ

Фенилгидразоны, озазоны и родственные соединения

Штро и др. [57] изучали разделение не только Сахаров, но
и фенилгидразонов Сахаров на кислых слоях оксида алюминия,
применяя ряд растворителей (табл. 19.2). Для обнаружения
этих соединений слои опрыскивали раствором л-метоксибенз-
альдегид—серная кислота—этанол (1 :1 :18) . После 2—3-ми-
нутного нагревания при 110°С появляются желто-зеленые пятна.
Ринк и Герман [74] использовали разделение фенилозазонов
с целью разделения и идентификации Сахаров в моче. Полу-
чают производные следующим образом. К пробе мочи (10 мл)
прибавляют 0,4 г гидрохлорида фенилгидразина и 0,6 г ацетата
натрия и нагревают 30 мин на кипящей водяной бане. Обра-
зовавшийся кристаллический продукт охлаждают и промывают
водой, после чего растворяют в смеси диоксан—метанол ( 1 : 1).
Чтобы приготовить тонкие слои, смешивают 30 г кизельгура G
с 60 мл 0,05 Μ раствора тетрабората натрия, полученную сус-
пензию распределяют по пластинке, а затем сушат 30 мин при
80°С. Разделение проводят смесью хлороформ—диоксан—•
тетрагидрофуран — 0,1 Μ раствор тетрабората натрия
(40:20:20:1,5). Полученные значения R} приведены
в табл. 19.2. Чтобы сохранить расположение пятен, их разме-
чают сразу после сушки, поскольку желтая окраска озазонов
исчезает очень быстро. Торе [75] провел разделение фенилоза-
зонов на силикате кальция (Silene EF) с двумя растворите-
лями (табл. 19.2). Хаас и Зелигер [76] разделили группу этих
производных на слоях полиамида, элюируя их смесью диметил-
формамид—бензол (3 : 97); длина пути разделения составляла
14 см. Производные олигосахаридов отделяли от производных
моносахаридов с помощью смеси пиридин—вода (3:17). При
опрыскивании свежеприготовленным раствором диазотирован-
ной сульфаниловой кислоты в 2 н. растворе карбоната натрия
на хроматограмме появляются коричневые или красновато-ко-
ричневые пятна.

Апплегарт и др. [77] проводили хроматографический анализ
группы л-бромфенилозазонов на силикагеле со смесью бензол—·
метанол (9:1) . Озазоны имеют следующие ориентировочные
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Таблица 19.2

Величины i?/X100 некоторых производных Сахаров в различных системаха

Сахара

Арабиноза

Ксилоза

Галактоза

Манноза

Глюкоза

Рамноза

Фруктоза

Лактоза

Сорбоза

Рибоза

Мальтоза

Целлобиоза

Фенилгидразоны

Кислый оксид алюминия °

А

7 5

7 7

69

71

6 8

8 3

57]

Б

6 3

6 8

61

6 2

6 4

76

<

Кизельгур
α Β [74]

в

91
72
52

39

39
2

21
91
12

1>енилозазоны

Силен EF

Г

6 5

29

2 2

7 8

Г [751

д

50

57
57

а А — бутанол—ацетон—вода ( 4 : 5 : 1 ) ; 5 — бутанол—ацетон—вода
( 7 : 2 : 1 ) ; В — хлороформ—диоксан—тетрагидрофуран—0,1 Μ раствор тетра-
бората натрия (40:20:20:1,5); Г — хлороформ—ацетон—95%-ный этанол
( 5 : 3 . 3 ) ; Д — хлороформ—ацетон—этанол—вода ( 1 0 : 1 0 : 6 : 1 ) .

0 Длина пути разделения 10 см.
в Приготовлен с 0,05 н. раствором тетрабората натрия. С>шат 30 мин

при 80°С. Длина пути разделения 10 см.
г Гидратированный силикат кальция. Сушат 24 ч при 110°С.

величины Rf: пентозы 0,10; гексозы 0,04; монометилпентозы
0,24; монометилгексозы 0,18 и диметилпентозы 0,29.

Меркаптали Сахаров удалось разделить на силикагеле G со
смесью бензол—этанол (20 : 3). Обнаружение осуществляли
раствором п-анизидин-НС1 в 5 мл серной кислоты и 100 мл
бутанола [78].

Сложные эфиры

Методом ТСХ осуществляется также анализ сложных эфи-
ров Сахаров, в том числе ацетатов, бензоатов и эфиров жирных
кислот. Большинство анализов проведено на слоях силикагеля.
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Эфиры сахарозы и жирных кислот хроматографировали Линоу
и др. [79], Ренни [80], Вейсс и др. [81], Сахасрабудхе и Чадха
[82] и Киношита [83, 84]. В пробе пальмитата сахарозы при
элюировании смесью бензол-^этанол (3:1) найдено 11 компо-
нентов. Киношита исследовал большое число растворителей
с тем, чтобы выявить пригодность их для разделения указан-
ных веществ; лучшими из них оказались смеси метанол—хло-
роформ—уксусная кислота (3 :16 :1 и 1:8:1) и метанол—хло-
роформ—уксусная кислота—вода ( 5 : 4 0 : 4 : 1 ) . Ги [85] приме-
нял узкие хроматографические полоски Кирхнера и др. [86],
на которые наносил силикагель с 5 % крахмала. Лучшее раз-
деление из числа опробованных растворителей обеспечивает
смесь толуол—этилацетат—95 %-ный этанол ( 2 : 1 : 1). Для обна-
ружения слои опрыскивали 0,2 %-ным раствором дихлорфлуо-
ресцеина в 95 %-ном этаноле. Последний растворитель приме-
няли также при количественном анализе пальмитатов сахарозы
[81]. Низкомолекулярные сложные эфиры (моно, ди, тр« и
тетра) легче разделить методом двумерной ТСХ смесью хло-
роформ—метанол (4:1); этот метод, однако, непригоден для
количественного анализа. Высшие сложные эфиры можно раз-
делить смесью петролейный эфир—диэтиловый эфир—уксусная
кислота (75:25:1) . Когда количественное определение прово-
дится методом денситометрии, сложные эфиры обнаруживают
реактивом Т-270; чувствительность при этом составляет при-
мерно 0,3 мкг. Авторы работы [82] разделили эфиры сорбита
и жирных кислот на силикагеле, пропитанном 4 %-ным раство-
ром борной кислоты, элюируя пробу смесью бензол—диэтило-
вый эфир—метанол (15 :4 :1) .

В ряде работ [24, 87—91] описано разделение ацетилиро-
ванных Сахаров на слоях силикагеля. Дюмазер и др. [89] про-
водили хроматографирование смесью бензол—этанол (95 : 5)
на слоях силикагеля G, которые предварительно сушили 30 мин
при 140°С, и получили следующие величины Rf (по отношению
к пентаацетату глюкозы): октаацетат мальтозы 0,75; октаацетат
сахарозы 0,60; октаацетат лактозы 0,56 и октаацетат целло-
биозы 0,40. Были исследованы также ацетилпроизводные ряда
Сахаров. Мичил и Берендс [90] элюировали пробы смесью цик-
логексан—изопропиловый эфир—пиридин (4 :4 :2) и получили
следующие величины Rf на силикагеле: а-октаацетиллактоза
0,30; '2,3,4,6-тетраацетил-п -глюкоза 0,39; β-октаацетилмальтоза
0,43; β-тетраацетил-о -ксилоза 0,69; гексаацетил-D-ксилоза 0,54;
а-пентаацетил-D -альтроза 0,55; α-пентаацетил-0 -глюкоза 0,68.
Пятна этих соединений обнаруживали обугливанием концентри-
рованной серной кислотой при 110°С. Тейт и Бишоп [91]
для разделения некоторых ацетатов сахара использовали рас-
творы метанола в бензоле. Концентрацию метанола меняли
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в пределах от 2 до 10 % в зависимости от природы исследуемых
соединений. Для элюирования неполярных низкомолекулярных
ацетатов достаточно всего 2 % метанола, а для элюирования
полностью ацетилированных аминосахаров необходима более
высокая концентрация метанола — до 10%. Детектирование
ацетатов осуществляют реактивом Т-144. При такой обработке
ацетаты дают темно-пурпурные пятна на желтом фоне. Хей
и др. [24] анализировали производные Сахаров, включая аце-
таты, на слоях силикагеля; Деферрари и др. [88] для разделе-
ния производных Сахаров подобного типа применяли кремне-
вую кислоту Маллинкродта с крахмалом в качестве связую-
щего. Величины Rf ряда ацетатов, полученные этими двумя
группами исследователей, приведены в табл. 19.3. Деферрари
и сотрудники обнаруживали ацетилированные производные са-
харов реактивом Каденаса и Деферрари [92], представляющим
собой смесь нитрата серебра, аммиака и метилата натрия.
Дюмазер и др. [87] анализировали ацетаты на слоях силика-
геля G, высушенных в течение 30 мин при 140°С, используя
смесь бензол—этанол (95:5). Если принять за единицу значе-
ние Rat пентаацетилглюкозы, то октаацетилпроизводным маль-
тозы, сахарозы, лактозы и целлобиозы соответствуют следую-
щие величины Rst: 0,75; 0,60; 0,56 и 0,40. При опрыскивании
гидроксиламиновым реактивом можно обнаружить до 5 мкг
ацетатов.

Деферрари и др. [88] разделили также группу бензоилпро-
изводных Сахаров. Элюирование на слоях кремневой кислоты,
связанной крахмалом, проводилось хлороформом и бензолом
(3:7), 0,5%-ным раствором метанола в бензоле, а также этил-
ацетатом и бензолом (4:6 и 3:97). Интересно отметить, что
величины Rf аномерных ацетатов отличаются на небольшую
величину, тогда как Rf аномерных бензоатов сильно различа-
ются.

Хей и др. [24] приводят ряд величин Rf для ацеталь- и мер-
каптальпроизводных Сахаров и полиолов, разделенных на тех
же системах, что и ацетаты.

Вольфром и др. [93] разделили некоторые ацетаты на тон-
ких слоях магнезола (силикат магния), который, как принято
считать (см. гл. II, разд. 2), образует нейтральный продукт.
Элюентом в данном случае служила смесь этилацетат—бензол
(1 : 1), длина пути элюирования составляла 15—17 см.

Фосфаты гексозы и треозы анализировали на порошке цел-
люлозы методом двумерной ТСХ [94]. Лучшее разделение
было достигнуто на порошке целлюлозы MN300. Образцы, на-
несенные на пластинки, сушили 2 ч при 105°С, после чего элю-
ировали в том направлении, в котором наносили суспензию
адсорбента в органической фазе. Элюирование проводили
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Таблица 19.3

Величины RfXIOO некоторых ацетилпроизводных Сахаров

Ацетилпроизводные Сахаров

Пента-О-ацетил-а-о-галактопираноза

Пента-О-ацетил-а-О-галактофураноза

Пента-О-ацетил-Р-о-галактопираноза

Пента-О-ацетил-Р-О-галактофураноза

Пента-О-ацетил-β-ο -глюкопираноза

Пента-О-ацетил^-о-маннопираноза

Пента-О-ацетил-a-D-глюкопираноза

Тетра-О-ацетил-а-О-ликсопираноза

Тетра-О-ацетил-Р-о-ксилопираноза

Гекса-О-ацетилксилобиоза

Окта-О-ацетил-а-мальтоза

Окта-О-ацетил-Р-целлобиоза

Окта-О-ацетил-Р-ламинарибиоза

Окта-О-ацетилсахароза

Окта-О-ацетилгенциобиоза

Кремневая кислота
Маллинкродта + 10 %

крахмала а [88]

этилаце-
тат—бен-
зол (3 : 7)

6 5

5 2

5 6

4 9

68

5 7

6 6

78

71

2 7

метанол-
бензол
(2 : 98)

6 3

52

7 4

6 9

2 2

Силикагель Q
[24]

верхняя
фаза

смеси
бензол-
этанол—

вода—гид-
роксид

аммония
(200 : 47 :

15: 1)

81

81

82

84

7 2

7 9

6 4

6 2

6 3

Я-бута-
нол—ук-

сусная
кислота—
диэтило-

вый
эфир—во-
да (9 : 6 :

3 : 1 )

7 7

79

7 9

84

8 4

8 5

8 4

81

7 7

а Сушат 2 ч при П0°С; длина пути разделения 13 см.
6 Сушат 12 ч при 135°С.

смесью 60 мл грег-амилового спирта и 30 мл воды, содержащей
2 г n-толуолсульфокислоты. Разделение длится от 6 до 8 ч,
длина пути элюирования составляет 18 см. По окончании элю-
ирования пластинки сушили 12 ч на воздухе при комнатной
температуре. Второе разделение (под прямым углом к пер-
вому) проводили смесью изомасляная кислота—концентриро-
ванный гидроксид аммония—вода (66:1:33). Для обнаруже-
ния веществ применяли три последовательных опрыскивания.
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Сначала опрыскивали реактивом Т-194. После высушивания
пластинки опрыскивали реактивом Т-15 и нагревали 5—8 мин
при ПО—120°С. Нагревание прекращали, когда края целлю-
лозного слоя начинали обугливаться; еще теплые пластинки
опрыскивали реактивом Т-247. Появляющиеся при такой обра-
ботке пятна окрашены по-разному, но в процессе сушки пла-
стинок фон становится бледно-фиолетовым и различие умень-
шается. После опрыскивания концентрированным гидроксидом
аммония пятна становятся темно-синими, фон остается свет-
лым. Хотя описанным способом разделить фосфаты довольно
легко, 3- и 2-фосфоглицерино'Вые кислоты разделить таким об-
разом не удалось. Грассетти и др. [95] для разделения фосфа-
тов Сахаров предложили слои целлюлозы и смесь ацетон—аце-
тонитрил—1 н. соляная кислота (32:13:5).

Дитрих и др. [96] разделили группу фосфатов Сахаров на
слоях ECTEOLA, которые готовили взмучиванием 2 г просеян-
ного целлюлозного порошка ECTEOLA в 18 мл 0,004 Μ раствора
этилендиаминтетрауксуоной кислоты, рН 7,0. После 12-часового
высушивания пластинок при комнатной температуре их опры-
скивали 0,1 Μ раствором тетрабората аммония и высушивали.
Фосфаты Сахаров элюировали смесью 95 %-ный этанол — 0,1 Μ
тетраборат аммония, рН 9,0 (3:2), и этой же смесью при рН 10
(в последнем случае пластинки опрыскивали буфером с тем же
значением рН). Длина пути элюировашия составляла 17 см.
Обнаружение пятен осуществляли, последовательно опрыскивая
пластинки смесью бензидин—трихлоруксуоная кислота и реак-
тивом «а основе молибдата.

Простые эфиры

Прей и др. [97] исследовали ряд смесей-элюентов и условия
разделения метиловых эфиров и обнаружили, что 1-, 3- и 6-
О-метилфруктозы не удается разделить на слоях силикагеля
G со смесью бутанол—ацетон—вода ( 4 : 5 : 1 ) или этанол—аце-
тон—вода ( 4 : 5 : 1 ) . Однако эти соединения прекрасно хромато-
графируются первой из смесей на слое силикагеля G, забуфе-
ренного 0,1 н. борной кислотой (табл. 19.4). Чеше и Вульф [98]
и Хей « др. [24] анализировали некоторые метиловые эфиры
на слоях силикагеля G, применяя различные растворители
(табл. 19.4). Многократное элюирование улучшает разделение.

Вольфром и др. [93] приводят величины Rf группы 9-О-ме-
тилпроизводных Сахаров, полученные на магнезоле со смесью
метанол—бензол (7:93), и Rf другой группы метилпроизвод-
ных [41], полученные «а слоях микрокристаллической целлю-
лозы со смесью бутанон—водный азеотроп. Ги [99] провел
хроматографический анализ группы метилированных Сахаров
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Таблица 19.4

Величины /?/ХЮ0 некоторых О-метиловых эфиров Сахаров

Простые эфиры Сахаров

2-О-.Метилглюкоза

3-О-Метилглюкоза

6-О-Метилглюкоза

1 -О-]Метилфруктоза

З-О-Метилфруктоза

6-О-Метп ιφρ> ктоза

2,3-Ди-О-Метил-О -ксилоза

2,3,4-Три-О-метил-п -ксилоза

2,4-Ди-О-метил-о -глюкоза

2,6- Ди-О-метил- D-глюкоза

4,6-Ди-О-метил-о -глюкоза

2,3,4-Три-О-метил-о -глюкоза

3,4,6-Три-О-Метил-О -ι люкоза

2,3,6-Три-О-ыетил-О-глюкоза

2,4,6-Три-О-метил-О -глюкоза

2,3,6-Три-О-метил-о-галактоза

2,3,4-Три-О-метил-О -галактоза

2,4,6-Три-О-метил-о -гачактоза
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на силикагеле, применяя смеси эфир—толуол (2:1) или метил-
этилкетон—толуол (1 : 1). Метилированные гексозы хроматогра-
фически разделяли на силикагеле, элюируя смесью хлоро-
форм—вода—аммиак (500:6:3) [100]. Мид и Ли [101] анали-
зировали метиловые эфиры D-арабинозы на слоях силикагеля,
используя бутанон-2, насыщенный 3%-ным раствором гидро-
ксида аммония.
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Обнаружение этих соединений можно проводить с помощью
ряда реактивов: анилингидрофталата или хлорсульфоновой
кислоты, растворенной в уксусной кислоте (1:2) [98], 0,5%-
ного раствора перманганата калия в 1 н. растворе гидроксида
натрия (с последующим нагреванием), обугливанием серной
кислотой [24] или реактива, предложенного Преем [97], пред-
ставляющим собой смесь нафторезорцина и фосфорной кислоты.

Прей и др. [97], Хей и др. [24] и Моди и др. [102] приво-
дят величины Rf изопропилиденовых производных, полученных
при хроматографическом анализе на силикагеле.

Тейт и Бишоп [103] использовали смесь петролейный эфир
(65—110°С)—метанол (95:5) для разделения бензилпроизвод-
ных Сахаров на силикагеле. Перед проведением анализа иссле-
дуемые соединения очищали методом препаративной ТСХ,
а чтобы повысить степень разделения, проводили многократное
элюирование.

Лерфельд [104] и Каеркайнен и др. [105] хроматографиро-
вали триметилсилиловые (ТМС) эфиры некоторых Сахаров на
силикагеле. При элюировании этилацетатом удается отделить
производные аминосахаров от других ТМС-производных, а при
элюировании смесью этилацетат—уксусная кислота—гексан
(12:1:87) удается отделить нейтральные производные сахара
от соответствующих аминосахаров и производных мочевой кис-
лоты.

Аминосахара

Анализ аминосахаров проводят на слоях целлюлозы. Гентер
и Швайгер [106] разделяли глюкозамин, галактозамин и соот-
ветствующие N-ацетилпроизводные. Для разделения всех четы-
рех соединений применяли двумерное хроматографирование
с многократным (Х2) элюированием в одном направле-
нии смесью пиридин—этилацетат—уксусная кислота—вода
( 5 : 6 : 1 : 3 ) или этанол—пентанол—аммиак—вода ( 8 : 2 : 2 : 1 ) .
Пластинки перед элюированием во втором направлении опры-
скивали боратным буфером рН 8,0 (опять χ 2) и дважды элюи-
ровали смесью этилацетат·—пиридин—тетрагидрофуран—вода
( 7 : 3 : 2 : 2 ) или смесью этилацетат—изопропанол—пиридин—
вода в тех же соотношениях. Вольфром и др. [41] описали ме-
тодику хроматографического анализа группы аминосахаров на
тонких слоях микрокристаллической целлюлозы авирин (аме-
риканская вискоза) со смесью пиридин—этилацетат—уксус-
ная кислота—вода ( 5 : 5 : 1 : 3 ) .

Аминосахара можно обнаружить нингидрином; зоны ацети-
лированных производных становятся видимыми при последова-
тельном опрыскивании смесью нитрат серебра—гидроксид нат-
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рия и разбавленным раствором тиосульфата натрия [41].
Метод, предложенный авторами [106], предусматривает опры-
скивание сухой хроматограммы 0,1 Μ раствором йодной кис-
лоты в ацетоне и после 10-минутной выдержки опрыскивание
3,5 %-ным раствором метаарсенита натрия в 1 н. соляной ки-
слоте. Через 2 мин влажную пластинку опрыскивают, кроме того,
0,-6 %-ным спиртовым раствором тиобарбитуровой кислоты и
сушат 5 мин при 90°С.

Некоторые гликозамины анализировали на силикагеле, про-
питанном сульфатом меди, применяя смесь н-пропанол—ам-
миак (4: 1) [107].

Ряд N-арилгликозаминов разделили хроматографически на
а) силикагеле, б) кизельгуре, в) сульфате кальция и г) синте-
тическом цеолите X; полученные при этом величины R/ сведены
в таблицу [108]. Отчетливые пятна и высокие величины Rf
были получены на силикагеле со смесью эфир—толуол (2:1) .
Ы-2,4-динитрофенил (ДНФ) производные гексозаминов анали-
зировали на силикагеле, элюируя смесью хлороформ—мета-
нол—уксусная кислота (90:7:3) [109]. Производные дифенил-
инденонсульфонилхлорида (ДИС) и гексозаминов предложены
в качестве чувствительных средств обнаружения этих соедине-
ний. Производные разделяли на силикагеле, забуференном рас-

твором бората (рН 8,6); элюентом служила смесь хлороформ—
этилацетат—метанол—пропионовая кислота (70 : 40 : 22,5 : 0,5)
или толуол—этиленхлоргидрин—25%-ный аммиак (3 :5 :2)
[110]. После удаления элюента пластинки обрабатывали
этилатом натрия и рассматривали в УФ-свете (365 нм). Амино-
сахара можно обнаружить в количествах до 2-10~u моль.

Сахарные кислоты

В работе [15] описано разделение мочевых кислот на сили-
кагеле, пропитанном дигидрофосфатом натрия [15]. Лучшие
результаты получены на слоях, пропитанных 0,2 Μ растворами.
Элюентом служили смеси н-бутанол—этанол—0,1 Μ раствор
фосфорной кислоты (1 : 10:5) и н-бутанол—этанол—0,1 Μ рас-
твор соляной кислоты (1 :10 :5) . Группу из восьми сахарных
кислот и их лактонов анализировали на силикагеле, применяя
систему растворителей н-бутанол—уксусная кислота—вода
(2 :1 :1) [24]. Одну из групп этих соединений разделили также
на силикагеле, используя смесь ацетон—вода—бензиловый
спирт—уксусная кислота (65:26:22:5) [111]. Смесь галакту-
роновой, гулуроновой и маннуроновой кислот анализировали
на кизельгуре, пропитанном буферным 0,1 Μ раствором дигид-
рофосфата натрия, с применением в качестве растворителя
смеси ацетон—бутанол—0,1 Μ раствор дигидрофосфата натрия
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( 8 : 5 : 7 ) [112]. При обнаружении реактивом Т-171 чувствитель-
ность определения составляет 0,5 мкг. Глюкуроновую, галакту-
роновую, гулуроновую и маннуроновую кислоты, лактоны ман-
нуроновой и гулуроновой кислот разделяли методом двойного
элюирования смесью этилацетат—пиридин—вода (2 :1 :2) на
целлюлозе MN 300 HR [113].

з. ДЕКСТРИНЫ

Виденгоф [114] исследовал возможность разделения а- и
р-циклодекстринов на микрохроматопластинках. Лучшее раз-
деление было достигнуто на силикагеле G с использованием
ступенчатого элюирования. Пробу наносили на пластинку и
элюировали сначала смесью н-бутанол—уксусная кислота—
вода—пиридин—диметилформамид ( 6 : 3 : 1 : 2 : 4 ) . Затем пла-
стинку вынимали из камеры, сушили и злюировали при длине
пути разделения, равной 7з расстояния, пройденного при пер-
вом разделении. Элюентом в данном случае служила смесь
н-бутанол—уксусная кислота—вода ( 6 : 3 : 1 ) . Разделение на
слоях алусила (смесь равных количеств силикагеля G и оксида
алюминия G) дает худшие результаты; пятна не такие четкие,
как на силикагеле. Обнаружение з,он проводят обугливанием
смесью бихромат калия—серная кислота. Такео и др. [115] до-
стигли лучшего разделения циклодекстринов, применив микро-
кристаллические слои и смесь бутанол—этанол—вода ( 4 : 3 : 3 ) .
Димер и Кольбел [116] отделяли декстрины от Сахаров хрома-
тографически на слоях силикагеля, элюируя их смесью эта-
нол—ацетон—вода (50 : 40 : 9) или на слоях кизельгура, при-
меняя смесь этилацетат—изопропанол—вода (65:23,5:11,5).
Низкомолекулярные декстрины обнаруживали, опрыскивая пла-
стинки трифенилтетразолийхлоридом, анилинфосфатом или
Λί-фенилендиамингидрохлоридом. Декстрины средней молеку-
лярной массы можно обнаружить реактивом, представляющим
собой смесь анилин—дифениламин—фосфорная кислота; высо-
комолекулярные декстрины обнаруживают, опрыскивая пла-
стинки раствором иода. Вейл и Ханке [117] разделяли мальто-
декстрины, содержавшие до 10 ед. глюкозы, на слоях кизельгура
G, элюируя пробы смесью бутанол—пиридин—вода. Другой
перспективный растворитель — это смесь бутанол—этанол—вода
( 5 : 3 : 2 ) . Шеннон и Крич [118] исследовали, варьируя в широ-
ком диапазоне концентраций, пригодность смесей н-бутанол—•
пиридин—вода для разделения на кизельгуре G. Если предпо-
лагается, что анализ будет проводиться на одной пластинке, то
лучшие результаты дает разделение на большой (20X45 см)
пластинке методом ступенчатого элюирования смесью н-бута-
нол—пиридин—вода различной концентрации: 18 см смесью

Применение тонкослойной хроматографии 571

39:39:22; 25 см такой же смесью; 30 см смесью 25: 14:11 и,
наконец, 40 см смесью 7 : 2 : 1 . Перед каждым разделением
пластинку сушат. Таким способом были разделены декстрины
со степенью полимеризации (СП) до 27. Чтобы разделить маль-
тодекстрины с СП до 35, Хубер и др. [54] и Ковацевич и Ри-
чард [54а] проводили непрерывное элюирование смесями
н-пропанол—этанол—вода или я-пропанол—нитрометан—вода
( 5 : 2 : 3 ) . Браун и Андерсон [119] разделили ксило- и целло-
декстрины на кизельгуре G, элюируя пробу смесью 65 %-ный
изопропанол—этилацетат (1:1), и на кизельгуре F, элюируя
смесью изопропанол—этилацетат—вода (42:35:23) [129].
В последнем случае в группу анализируемых соединений были
включены также маннодекстрины. Для обнаружения можно
пользоваться реактивом Т-26.

Аспиналл и Миллер [121] анализировали декстрины мето-
дом гель-фильтрации на тонких слоях сефадекса G-200. Перед
нанесением пробы ее, согласно методу Дадмана и Бишопа
[122], окрашивали красителем бриллиантовый оранжевый
(Procion Brilliant Orange 2RS, Dylon). При определении моле-
кулярной массы в качестве внутреннего стандарта использо-
вали декстран 2000.

4. КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ ОПРЕДЕЛЕНИЯ

Колориметрические и спектрофотометрические методы

Бенчер и др. [123] определяли сахара, разделенные методом
ТСХ, используя усовершенствованный бензидиновый метод
Джонса и Придхэма [124]. С этой целью с пластинки соскре-
бали отдельные пятна в кювету, смешивали с 0,2 мл 60 %-ного
этанола, добавляли 2 мл 0,2 %-ного раствора бензидина в ук-
сусной кислоте и нагревали смесь на кипящей водяной бане.
Длительность нагревания каждого из видов Сахаров была раз-
личной. Пентозы нагревали 15 мин, гексозы 30 мин, а дисаха-
риды 60 мин. (При определении дисахаридов хроматограммы
сначала, до соскребания пятен, опрыскивают концентрированной
соляной кислотой.) После нагревания смесей в течение задан-
ного времени их охлаждают и разбавляют до 2,5 мл бензиди-
новым реактивом. Анализ завершают центрифугированием и
измерением поглощения при 350 нм. Параллельно проводят
контрольный опыт с холостым экстрактом силикагеля и, анали-
зируя растворы известных Сахаров, строят стандартные кривые.

Хей и др. [24] применяли фенол-сернокислотный метод
[125] и измеряли коэффициент поглощения раствора при
485 нм. Киношита и Ойяма [84] определяли концентрацию
эфиров жирных кислот и сахарозы после разделения на тонких
слоях антроном или железогидроксамовой кислотой. Ги [85]
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для количественного определения эфиров жирных кислот и са-
харозы, а также для свободных Сахаров использовал реактивы
Рое [126] на основе резорцина и соляной кислоты. Чтобы из-
бежать помех, связанных с применением тонких слоев силика-
геля с крахмалом в качестве связующего, Ги элюировал пятна
диметилформамидом, который не извлекает мешающих приме-
сей из крахмала и способствует лучшему элюированию саха-
ров с тонких слоев. Проводить разделение на слоях силикагеля
G нецелесообразно, поскольку степень извлечения сахарозы
невелика. Скотт [127] обнаружил, что степень извлечения кси-
лозы зависит от сорта силикагеля: для силикагеля Η степень из-
влечения составляет 93,1 %, для силикагеля GF 94,6 %, для си-
ликагеля AR-7 96 % и для кизельгура 97,7 %.

Вольфром и др. [128] пользовались в качестве адсорбента
восстановленной боргидридом микрокристаллической целлюло-
зой (см. гл. III, разд. 2), чтобы устранить влияние волокон
целлюлозы при восстановлении Сахаров анилингидрофталатом.

Гвин [129] проводил количественное определение восстанов-
ленных Сахаров модифицированной Парком и Джонсоном [130]
феррицианидной пробой. Эта проба чувствительна и позволяет
определить до 0,01 мкг Сахаров с самой большой степенью вос-
становления. Волокна целлюлозы определению не мешают.

Восстановленные сахара можно элюировать со слоев и об-
рабатывать тетразолиновым синим (Т-255). Поглощение фор-
мазанов измеряют при 615 нм [130а].

Эссер [131] разработал количественный метод определения
аминосахаров. Обработанное нингидрином пятно соскабливают
в раствор ацетата кадмия в метаноле и измеряют поглощение
комплекса при 494 нм.

Определение in situ

Осуществить количественное определение Сахаров методом
прямой денситометрии можно только после того, как на тонких
слоях будут получены видимые зоны Сахаров. С этой целью
применяют самые различные методы. В частности, пластинки
можно опрыскивать свежеприготовленной смесью 1 г анилина,
1 г дифениламина, 10 мл фосфорной кислоты и 100 мл этанола.
После сушки на воздухе пластинки нагревают при 110°С около
60 мин и охлаждают 20 мин перед сканированием в денсито-
метре [53, 132].

Хроматограммы на слоях силикагеля опрыскивали смесью
равных объемов 2,5 %-ного водного раствора щавелевой кис-
лоты и 1,86 %-ного раствора анилина в ацетоне. После сушки
пластинки сканировали денситометром [133] или промеряли
методом отражательной денситометрии [134]. Конечно, этот
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метод вполне пригоден только для восстановленных Сахаров,
однако его использовали и для проб гидролизатов. Пятна аль-
доз опрыскивают [135] смесью 1,5 г виннокаменной кислоты,
0,93 мл анилина и 100 мл бутанола, насыщенного водой; это
лучший реактив при денситометрическом определении.

Бухаров и Карнеева [136] исследовали ряд реактивов, пред-
назначенных для обнаружения пятен углеводов перед денсито-
метрическим определением. Как оказалось, и восстановленные
сахара, и дезоксисахара, и альдопентозы лучше всего обнару-
живать следующим способом. Пластинки опрыскивают 1 %-ным
раствором иодата калия, нагревают 15—20 мин при 100—120°С
и опрыскивают смесью 0,1 н. раствора нитрата серебра в ме-
таноле, гидроксида аммония и 2 н. раствора гидроксида нат-
рия ( 1 : 1 : 2 ) , после чего нагревают ИК-лампой и измеряют
отраженный свет, используя фильтр (540 нм).

Один из методов обнаружения различных типов соедине-
ний— обугливание зон. Прюден и др. [137] опрыскивали слои
силикагеля, содержащие сахара, раствором 1 г сульфата церия
в 100 мл 10 %-ной серной кислоты.. Чтобы обуглить сахара,
пластинки затем нагревали 15 мин при 110°С. Как и в ТСХ
вообще, при обнаружении Сахаров очень важно, чтобы опрыс-
кивание реактивом было равномерным. Лерфельд и Гудвин
[138] исследовали четыре реактива для обугливания и пришли
к выводу, что наиболее устойчивые результаты дает обработка
сульфурилхлоридом. Согласно рекомендуемой этими авто-
рами методике [139], пластинки выдерживают 15 мин в парах
сульфурилхлорида и еще 15 мин в парах воды. Обугливание
осуществляют, нагревая пластинки 30 мин при 150°С.

Губитц и др. [140] разработали флуоресцентно-денситомет-
рический метод анализа сахарных кислот в фармацевтических
препаратах. После завершения разделения хроматограмму по-
гружают в смесь 25 мл 2 %-ного раствора тетраацетата свинца
в ледяной уксусной кислоте (масса/объем) и 25 мл 1 %-ного
раствора 2,7-дихлорфлуоресцеина в абсолютном этаноле
(масса/объем), разбавленном до 1 л сухим бензолом. Пла-
стинки выдерживают в темноте 30 мин и затем 30 мин сушат
при 50°С в вакуумном сушильном шкафу. Флуоресценцию из-
меряют при 530 нм. Другой пример прямого флуоресцентного
определения Сахаров приведен в гл. XI, разд. 2.

Различные методы

Пастушка [3] разработал объемный метод определения са-
харов, описанный в гл. XI, разд. 1.

При определении содержания рафинозы в черной патоке
[142] и маннита в сорбите [142] пятна исследуемых соединений
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сравниваются с пятнами стандартов. Лато и др. [143] исполь-
зовали этот метод для определения Сахаров в моче.

Наибом [144] обнаружил линейную зависимость между
площадями пятен Сахаров и десятичным логарифмом массы
тонкого (0,2—0,35 мм) слоя; для толстых слоев найдена ли-
нейная зависимость между массой и корнем квадратным из
площади пятна.

Количественное определение Сахаров можно также прово-
дить методом меченых атомов. Так, Шеннон и Крич [118] и
Гал [145] применяли сцинтилляционные методы для определе-
ния мальтосахаридов [118] и моносахаридов [145].

5. ЭЛЕКТРОФОРЕЗ УГЛЕВОДОВ

Аркел и др. [146] анализировали мукополисахариды микро-
электрофоретическим методом Виеме [147, 148]. Поскольку
поступающий в продажу агар загрязнен красителями, по мо-
дифицированной [149] методике Араки [150] получают агар,
не содержащий сульфата (агарозу). Электрофорез проводят
в 0,9%-ной агарозе с использованием барбитуратного буфер-
ного раствора с рН 8,6 при напряженности 20 В/см. Электро-
форетическое разделение завершается примерно через 7 мин.
После этого тонкослойные пластинки погружают на час
в 0,1 %-ный раствор цетавлона, чтобы осадить мукополисаха-
риды. Чтобы условия осаждения были оптимальными, Аркел и
сотрудники рекомендуют использовать цетавлон в физиологи-
ческих солевых растворах. Зоны разделенных соединений обна-
руживают, окрашивая пластинки толуидиновым синим. С этой
целью 40 мг красителя растворяют в смеси 20 мл дистиллиро-
ванной воды и 80 мл сухого ацетона. Пластинки выдерживают
в этой смеси 15 мин, после чего ополаскивают 1 %-ным раство-
ром уксусной кислоты до обесцвечивания фона. Эти же авторы
описали другой метод окрашивания, а также метод окрашива-
ния белков и мукополисахаридов.

Стефанович [151] изучал электрофорез группы углеводов
(моно-, ди-, три- и полисахаридов) на силикагеле G, забуфе-
ренном при рН 10,2, смесью на основе борной кислоты и кар-
боната натрия. Электрофорез проводили при 400 В и 80 мА
обычно в течение 60 мин. Все углеводы движутся в сторону ка-
тода; это и другие обстоятельства приводят к заключению, что
движение обусловлено электроосмосом. Однако результаты
испытания метода показали, что он пригоден только для
лиза углеводов.
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Глава XX

КАРБОНИЛЬНЫЕ СОЕДИНЕНИЯ

1. НЕПОСРЕДСТВЕННОЕ РАЗДЕЛЕНИЕ

Маркузе и сотр. [1, 2] провели обширное исследование раз-
деления алкилальдегидов и кетонов на силикагеле G, активи-
рованном 30 мин при 120°С. В табл. 20.1 приведены вели-
чины Rf ряда этих соединений. Для альдегидов с использова-
нием бензола в качестве элюента получены следующие

Таблица 20.1

Величины Л!/Х100 некоторых алифатических кетонов,
полученные на силикагеле G [2] а

Кетон

Тридеканаль

Пентадеканон-2

Тридеканон-3

Тридеканон-4

Додеканон-5

Тридеканон-6

Тридеканон-7

Пентадеканон-8

Гептадеканон-9

Генэйкозанон-10

Генэйкозанон-11

Трикозанон-12

Гептакозанон-13

Гептакозанон-14

Петролейный
эфир—диэти-
ловый эфир

(98 : 2) б

3 2

21

32

3 5

38

4 2

4 5

4 7

5 0

57

6 0

6 4

Бензол

6 5

3 7

5 6

61

6 4

6 7

68

7 3

7 7

80 в

84

87

8 1 В

87

а С разрешения авторов и Industrieverlag von
Hernhaussen К. G.

6 Длина пути разделения 10 см.
" Данные работы [1].
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величины Rf. пентаналь 0,53; гептаналь 0,55; октаналь 0,56;
нонаналь 0,59, деканаль 0,62; ундеканаль 0,63; додеканаль 0,64;
тридеканаль 0,65; тетрадеканаль 0,66. С тем же растворителем
получены Rf ряда алканон-3-ов: нонанон 0,47; деканон 0,50;
ундеканон 0,52; додеканон 0,54; тридеканон 0,56; гексадеканон
0,62; октадеканон 0,66; эйкозанон 0,68. На слоях, пропитанных
ундеканом, можно достичь лучшего разделения. Результаты
испытания ряда смесей растворителей показали, что лучшее
разделение альдегидов от С1 0 до С и достигается со смесью
метанол—вода (7:3). При разделении более высокомолеку-
лярных альдегидов содержание воды уменьшают. При разде-
лении кетонов на пропитанных слоях лучшим растворителем
оказалась смесь метанол—вода (9:1) . Разделение можно
также проводить со смесью ацетонитрил—вода или уксусная
кислота. Альдегиды отделяют от кетонов, а также выявляют го-
мологи в смесях обеих групп соединений методом двумерного
элюирования. Сначала проводят разделение на непропитанных
слоях силикагеля; после удаления растворителя с пластинки
неиспользованную ее часть (выше линии старта) пропитывают
ундеканом и повторяют разделение, но уже с другим раство-
рителем и в перпендикулярном первому разделению направле-
нии. Для двумерного хроматографирования альдегидов Сю—Си
используют смеси петролейный эфир—диэтиловый эфир—
уксусная кислота (97:2:1) и метанол—вода—уксусная кис-
лота ( 7 : 3 : 2 ) . Кетоны с кетогруппой в положении 3 с таким
же, как и у альдегидов, числом атомов углерода Сю—Сго хро-
матографируют бензолом в одном направлении и метанолом —•
в другом. При двумерном хроматографировании альдегидов и
кетонов с одновременным разделением индивидуальных гомо-
логов применяют ряд комбинаций растворителей, например
смесь бензол—уксусная кислота (99:1) или петролейный
эфир—диэтиловый эфир (98:2) в одном направлении и смеси
ацетонитрил—уксусная кислота (3:1) или метанол—вода
( 9 : 1 ) — в другом. Авторы рассмотрели возможность примене-
ния многих реактивов для обнаружения карбонильных групп
и выбрали 10 %-ный раствор фосфомолибденовой кислоты в эта-
ноле. После опрыскивания этим реактивом пластинки нагре-
вают при 120°С.

Махадеван и др. [3] отделяли диметилацетали альдегидов
от метиловых эфиров и высших жирных альдегидов методом
ТСХ на силикагеле G. Чтобы разделить метиловые эфиры и
альдегиды, проводили второе элюирование смесью петролей-
ный эфир (30—60°С) — диэтиловый эфир—уксусная кислота
(90:10:1) в другом направлении. Насыщенные альдегиды от-
деляли от ненасыщенных на силикагеле, пропитанном нитратом
серебра, с помощью смеси петролейный эфир—диэтиловый
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эфир (19:6); при этом насыщенные альдегиды движутся вместе
с фронтом растворителя. Ненасыщенные альдегиды разделя-
лись в соответствии со степенью их ненасыщенности. Менее
ненасыщенные соединения характеризуются более высокими
величинами Rf. Насыщенные альдегиды удаляют эфиром и
разделяют на пропитанном силиконом силикагеле методом рас-
пределительной хроматографии с обращенной фазой.

Элюирование проводят трижды, все 3 раза 85 %-ным вод-
ным ацетоном, насыщенным до 90 % силиконом.

Для разделения группы β-дикарбонильных соединений
Борднер и др. [4] использовали слой силикагеля, замешанный
на крахмале, и элюирующую смесь бензол—этилацетат. Для
разделения алифатических компонентов приемлема смесь бен-
зол—этилацетат (7:3), а при разделении ароматических
соединений хорошие результаты полечены с теми же раствори-
телями при соотношении 1:1. Кучера [5], применяя незакреп-
ленные слои оксида алюминия и смесь гексан—ацетон (4:1),
определил величины Rf ряда дикетонов: диацетил 0,76; аце-
тилацетон 0,03; ацетонилацетон 0,40 и форон 0,86. Саито и Су-
зуки [6] провели хромотографический анализ десяти β-дике-
тонов в четыреххлористом углероде, толуоле, бензоле, дихлор-
метане и диэтиловом эфире.

Дар и Мизра [7] исследовали группу из 93 а, β-ненасыщен-
ных карбонильных соединений на силикагеле G со смесью пет-
ролейный эфир (40—60°С)—этилацетат (5:1). Хроматогра-
фическое разделение проводили в камере с насыщенной атмо-
сферой. Другую группу из 20 соединений разделяли, используя
смесь бензол—петролейный эфир (40—60°С) (2:3) [8].

Петрович [9] хроматографировал группу оксиальдегидов на
пластинках с силикагелем, элюентом служила смесь бензол —
метанол (95:5), длина пути разделения составляла 12 см. По-
лученные величны RT приведены в табл. 20.2. Германек
и др. [10] разделяли оксиальдегиды на незакрепленных слоях
оксида алюминия (табл. 20. 2). Прей и др. [11] анализировали
оксиальдегиды на слоях силикагеля, забуференных 0,1 н. раст-
вором борной кислоты. Растворителями для забуференных
слоев служили смеси бутанол—вода (9:1) и бутанол—аце-
тон—вода ( 4 : 5 : 1 ) . Для обнаружения этих соединений ис-
пользовали аммиачный раствор нитрата серебра.

Хавла и др. [12] разделили группу из 6 оксиксантонов на
силикагеле G, пропитанном 2 %-ным нитробензолом. Разделе-
ние проводили в камере с насыщенной атмосферой смесью бен-
зол—ксилол—этилформиат—муравьиная кислота ( 3 : 7 : 8 : 2 ) .
По окончании разделения соединения обнаруживали иодом,
спиртовым раствором хлорида железа (III) или 15 %-ной
серной кислотой. Салех [13] разделил методом ТСХ на
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силикагеле DS-5 (фирма CAMAG) 25 природных оксиксантонов,
используя 35 смесей растворителей. Полученные им величины Rt

приведены в указанной статье. Аренде [14] предпочитал для
ксантонов применять особо чистый силикагель с добавкой 2 %
двунатриевой соли ЭДТА, поскольку это позволяет предотвра-
тить размытие задней границы пятна. Связующим служила
смесь кукурузного крахмала и тапиоки, элюентом — смесь ме-
тиленхлорид—этилацетат (19:1).

Кнаппе и др. [15] анализировали смесь замещенных 2-окси-
бензофенонов на слоях кизельгура, оксида алюминия, порошке
целлюлозы или силикагеле, пропитанных полиэфиром триэти-
ленгликоля и адипиновой кислоты. Пропитывающие реагенты
прибавляли к суспензии адсорбента и тщательно перемеши-
вали. Если адсорбент — неорганическое соединение, то 30 г
такого адсорбента смешивали с 12 г раствора полиэфира (от
SO до 82 % полиэфира триэтиленгликоля и адипиновой кислоты
в метилгликоле), 25 мл воды, 25 мл этанола и 0,05 г диэтилди-
тиокарбамата натрия. После нанесения слоев пластинки су-
шили 30 мин при 105°С. Если носитель — целлюлоза, то 15 г
порошка целлюлозы MN300 смешивали с 6,2 г раствора поли-
эфира, 0,05 г диэтилдитиокарбамата натрия, 35 мл воды и 35 мл
спирта. Слои сушили при той же температуре. Разделение про-
водили смесью Λί-ксилола и муравьиной кислоты (98 : 2), на-
сыщенной полиэфиром. Дурижянова и Белуж [16] привели ве-
личины Rf для 38 производных 2-оксибензофенона, полученные
на силикагеле G со смесью четыреххлористый углерод—этанол
(120:1), полиамидах со смесью хлороформ—уксусная кислота
(4:1), силикагеле G (пропитанном борной кислотой) со сме-
сями гептан—этанол (3:1), четыреххлористый углерод—эта-
нол (120:1) и хлороформ—бензол (4:1). Для обнаружения
применяли диазотированную сульфаниловую кислоту. Либоз-
вар и др. [17] использовали тонкие слои оксида алюминия для
контроля за классическим синтезом хлорамфеникола. Чистоту
л-нитрофенона проверяли по протеканию бромирования, окси-
метилирования α-ацетамидо-я-нитроацетофенона, восстановле-
нию ос-ацетамидо-р-окси-я-нитроацетофенона и дихлорацетили-
рованию о-т/?ео-1-п-нитрофенилпропандиола-1,3.

Хейфиц и др. [18] разделили группу из 15 алкилциклогекса-
нонов на слоях нейтрального оксида алюминия, элюируя ком-
поненты смесью бензол—петролейный эфир (1:3) . Обнаружи-
вающим реагентом служили пары иода.

Корэ и др. [19] разделяли некоторые ацетали и соответст-
вующие альдегиды на тонких слоях силикагеля 15 %-ным раст-
вором этилацетата в гексане. Обнаружение компонентов осу-
ществляли, опрыскивая хроматограммы насыщенным раствором
2,4-динитрофенилгидразина в 2 н. соляной кислоте. Махадеван
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и др· [3] анализировали диметилацетали высших жирных аль-
дегидов на пластинках силикагеля G, пропитанного силиконом,
используя 85 %-ный водный ацетон, насыщенный до 90 % сили-
коном. Разделение на слоях силикагеля, пропитанных нитра-
том серебра, со смесью петролейный эфир (30—60°С) —
диэтиловый эфир (22 : 3) протекало в соответствии со степенью
ненасыщенности. Циклические ацетали длинноцепочечных аль-
дегидов отделяли от свободных альдегидов и примесей на си-
ликагеле, элюируя пробу ксилолом [20]. Кулоневич и др. [21]
разделяли циклические ацетали 2-фуральдегида и сходные аль-
дегиды на незакрепленных слоях оксида алюминия, применяя
смесь ацетон—бензол (1 : 10). Таким способом было выделено
несколько цис—гранс-изомеров. Висванатан и др. [21а]
хроматографически проанализировали диметилацетали додека-
наля, гексадеканаля и цис, цис, ^мс-9,12,15-октадекатриеналя и
диэтил-, дипропил-, диаллил-, дибутил-, диизобутил-, дипентил-
и диизопентилацетали гексадеканаля на силикагеле G, исполь-
зуя толуол в качестве элюента. В результате эти авторы выя-
вили четыре пары соединений, разделить которые можно только
другими методами ТСХ. Корэ и др. [19] хроматографировали
22 ацеталя и альдегида на хроматографических полосах Кирх-
нера [24]. Разделение проводили на силикагеле с алебастром
в качестве связующего (так называемый силикагель G), при-
меняя для элюирования 15 %-ный раствор этилацетата в гек-
сане.

2. РАЗДЕЛЕНИЕ КАРБОНИЛЬНЫХ ПРОИЗВОДНЫХ

2,4-Динитрофенилгидразоны

Оное [23] первым осуществил в 1952 г. разделение алифа-
тических 2,4-динитрофенилгидразонов методом ТСХ. Мето-
дом хроматографических полос, предложенным Кирхнером
и др. [24], Оное провел разделение ряда 2,4-динитрофенилгид-
разонов, включая динитрофенилгидразоны «-алифатических аль-
дегидов до Сю. Разделение он проводил на силикагеле, про-
питанном 2,5%-ным раствором поливинилового спирта. В на-
стоящее время для разделения этих соединений предложено
много различных хроматографических систем. Лаба и Монт
в 1953 г. [25] применяли слои силикагеля с бентонитом (4:1)
и использовали методику ступенчатого элюирования с тремя
различными смесями растворителей. Росмус и Дейл [26] опи-
сали разделение на незакрепленных слоях оксида алюминия
ряда карбонилов 2,4-динитрофенилгидразонов; элюирование
проводилось смесью бензол—гексан (1:1). Борде и Ми-
шель [27] разделили смесь 0,02 мкмоль ацетона, метилэтилке-

I

тона и метилпропилкетона на силикагеле с 5 различными си-
стемами растворителей; Пайлер и др. [28] также применил
силикагель для разделения и идентификации низкомолекуляр-
ных карбонильных производных, содержащихся в сигаретном
дыме. Ринк и Герман [29] разделили 2,4-динитрофенилгидра-
зоны ацетона и ацетоуксусной кислоты, выделенной из мочи,
на ацетилированной целлюлозе со смесями метанол—вода—
25 %-ный раствор гидроксида аммония (90:10:3) и м-пропа-
н о л —раствор карбоната аммония (2,5:1). Раствор карбоната
аммония готовили, смешивая два объема 10 %-ного раствора
карбоната аммония с одним объемом 5 н. раствора гидроксида
аммония. Донт и др. [30] проанализировали группу 2,4-динит-
рофенилгидразонов девяти альдегидов, встречающихся в пи-
щевых продуктах (табл. 20.3). Величины RB (величины R}, отне-

Таблица 203

Величины R% группы 2,4-динитрофенилгидразонов
девяти альдегидов, обнаруженных в пищевых
продуктах (адсорбент — силикагель G) [30] 6

Алыегит

Ванилин

Вератровый альдегид

Этилванилин

Салицилальдегид

Коричный альдегид

Бензальдегид

а-Ионон

β-Ионон

Анисовый альдегид

Бензол—пет-
ролейный

эфир (3 : 1)

0 , 0 6

0 , 0

0 , 0

0 , 5 0

0 , 8 3

1,06

1,40

1,41

Бензол —
этилацетат

(95 5)

0 , 1 7

0 , 4 5

Полосы

0,85

1,04

1,03

1,14

1,14

0,88

а Re = Rf (соединение)/R/ (цинковый желтый).
6 С разрешения авторов и W. Heffer and Sons.

сенные к цинковому желтому) приведены для силикагеля
с двумя различными смесями растворителей, которые можно
с успехом использовать и для двумерного разделения.

Мелитц и др. [31] применили группу растворителей для
анализа 2,4-динитрофенилгидразонов. Результаты работы пока-
зали, что на пластинках силикагеля производные алифатиче-



586 Часть II

ских альдегидов и кетонов до примерно Сю можно разде-
лить смесью четыреххлористый углерод—гексан—этилацетат
(10:2 :1) . Карбонильные соединения большей молекулярной
массы удается разделить смесью петролейный эфир (40—
60°С) — диизопропиловый эфир (22:3), а ароматические кар-
бонильные соединения—смесью бензол—гексан (3:2) . В со-
став природных продуктов, используемых для придания пище
аромата, часто входят такие карбонильные соединения, кото-
рые не удается разделить хроматографически. Поэтому авторы
работы [31] стремились найти цветные реакции, которые по-
зволили бы идентифицировать такие соединения, как, напри-
мер, капроновый альдегид, 2-гексеналь и метилпропилкетон,
2,4-динитрофенилгидразоны которых со смесью четыреххло-
ристый углерод—гексан—этилацетат дают RB 0,88—0,89.
Однако при опрыскивании хроматограммы смесью 0,2 %-ного
раствора феррицианида калия и 0,01 %-ного раствора гекса-
гндрата хлорида железа (III) в 2 н. соляной кислоте (Т-201)
эти соединения можно отличить друг от друга. Под действием
указанного реактива пятно метилпропилкетона сначала стано-
вится зеленовато-синим, затем быстро синеет; пятно 2-гексе-
наля не меняет окраски, но становится более интенсивным,
а пятно капронового альдегида спустя длительный промежуток
времени становится оливково-зеленым, а после 15-минутной
выдержки синеет. Анализ данных, полученных для всей серии
соединений, позволяет сделать следующие выводы [31]. «Во-
первых, зоны ДНФГ-производных насыщенных кетонов окра-
шиваются сразу же. Во-вторых, ДНФГ-производные насыщен-
ных альдегидов реагируют медленнее и чаще всего их зоны
окрашиваются в оливково-зеленый цвет (после 15-минутной
выдержки они становятся синими). В-третьих, зоны ДНФГ-
производных ненасыщенных карбонильных соединений до Сю
не окрашиваются,, но их первоначальный цвет становится более
интенсивным. Более высокомолекулярные соединения реаги-
руют спустя длительное время; их зоны окрашиваются в слабо-
желтый цвет». В табл. 20.4 приведены величины Rf исследо-
ванных соединений и указаны цветные реакции.

Авинен и Фаворская [32] описали микрометод получения
2,4-динитрофенилгидразонов альдегидов и кетонов с последую-
щей их идентификацией методом ТСХ. Получают эти производ-
ные следующим образом: 13—17 мг карбонильного соединения
кипятят 25—30 мин в колбе с обратным холодильником на во-
дяной бане с 25 мл раствора предварительно очищенного 2,4-ди-
нитрофенилгидразина. Чтобы получить 50 мл раствора послед-
него, 100 мг гидразина и 550 мг щавелевой кислоты растворяют
в метаноле. В работе [32] приведены величины Rf ряда соеди-
нений. Вильденхайн и Хенсеке [33] описали методику получе-
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ния ДНФГ-производных фенольных карбонильных соединений,
концентрация котрых мала. Методика эта ценна тем, что авто-
рам ее удалось подобрать такие условия [34], при которых
влияние ОН-группы, затрудняющей этерификацию, не сказы-
вается. Ронкайнен и Бруммер [35] исследовали синтез ДНФГ-
производных в сильно разбавленных растворах, в первую оче-
редь в спиртовых. б«с-Гидразоны дикарбонитов можно осадить,
а моногидразоны альдегидов и кетокислот выделяют адсорб-
цией на активном угле с последующей экстракцией в приборе
Сокслета сначала метилформиатом и дихлорметаном (для из-
влечения производных альдегидов), а затем в атмосфере азота
при пониженном давлении (17 мм рт. ст.) азеотропной смесью
пиридин—вода (для извлечения производных кетокислот). На
этой последней стадии производные щавелевоуксусной кислоты
декарбоксилируются главным образом в гидразоны пировино-
градной кислоты. Крашке и Эдварде [36] проверяли предло-
женную Шварцем и др. [37] методику получения с количест-
венным выходом ДНФГ-производных путем пропускания рас-
твора, содержащего карбонильные соединения, через колонку,
заполненную смесью динитрофенилгидразин—фосфорная кис-
лота—целит. Авторы работы [36] подчеркивают необходимость
наличия устойчивого, не содержащего примесей карбонильных
соединений растворителя, поскольку некоторые образцы пет-
ролейного эфира образуют ДНФГ-производные при прохожде-
нии через колонку Шварца. Метод ТСХ, предложенный Крашке
и Эдвардсом [38] (как поясняется далее в тексте), использо-
вали для разделения «чистых» производных: предварительно их
методом Сзоны [39] отделяли от непрореагировавшего реак-
тива и примесей. Шварц и др. [40] освобождали 2,4-ДНФГ-
производные от избытка реактива, пропуская через колонку,
заполненную свежеобработанной катионообменной смолой AG
50W-X4; в качестве элюентов эти исследователи использовали
очищенный метанол и не содержащий примесей карбонильных
соединений бензол. Степень извлечения контрольной пробы
2,4-ДНФГ-производного составляет 98—101 %; 1 г сухой смолы
удерживает 100 мг реактива.

Шевченко и Фаворская [41] распространили метод Авинена
и Фаворской [32] на разделение изомерных ДНФГ-кетонов.
Хроматографирование велось на слоях оксида алюминия со
смесью циклогексан—диэтиловый эфир (4:1) . При этом были
получены следующие величины Rf. изобутилметилкетон 0,31;
диэтилкетон 0,32; метилбутилкетон 0,30; метилпропилкетон 0,27;
изопропилэтилкетон 0,41; этилпропилкетон 0,39; циклопента-
нон 0,20; пинаколон 0,41; циклогексанон 0,24 и изопропилметил-
кетон 0,31. В тех случаях, когда соединения не удавалось



а Таблица 20.4
Величины RB и цветные реакции 2,4-динитрофенилгидразонов ряда карбонильных соединений, полученные

на силикагеле G [31] б

Карбонильное соединение

Метаналь

Этаналь

Пропаналь

2-Метилпропаналь

Бутаналь

2-Метилбутаналь

Пентаналь

Гексаналь

Гептаналь

Октаиаль

Нонаналь

Деканаль

Додеканаль

Ацетон

Метилэтилкетон

Метил пропилкетон

Циклогсксан

Четыреххло-
ристый

углерод—
гексан—этил-

ацетат
(10 : 2 : I)

0 , 4 0

0 , 4 6

0 , 6 4

0 , 8 2

0 , 7 4

0 , 8 2

0 , 8 1

0 , 8 8

0 , 9 3

0 , 9 8

0 , 9 9

1,03

1,07

0 , 6 1

0 , 7 8

0 , 8 9

0 , 7 5

Петролейный
эфир

(40—60° С) —
диизопроии-
ловый эфир

(22 : 3)

0 , 2 3

0 , 2 6

0 , 3 1

0 , 6 5

0 , 5 6

0 , 6 9

0 , 6 8

0 , 7 5

0 , 7 9

0 , 8 4

0 , 8 6

0 , 8 9

0 , 9 1

0 , 2 5

0 , 6 9

0 , 8 1

0 , 6 1

Время,
необходимое
для проявле-

ния окраски в ,
с

20

3 0

30

50

3 0

4 0

3 0

4 5

4 5

4 5

50

5 0

50

15

15

2 5

10

Окраска

Зеленая

Нежно-зеленая

Зеленовато-синяя

Зеленая

Замечания

120 с, слабо-зеленая, 180 с,
синяя

То же

120 с зеленая, 180 с, слабо-
зеленая, 230 с, синяя

То же

100 с, зеленая, 180 с, синяя,
120 с, зеленая, 170 с, слабо-
зеленая, 230 с, синяя

То же

25 с, синяя

То же

30 с, синяя

а-Ионон

fii-Карвон

d-Карвон

а-Ионон

Акролеин

Кротоновый альдегид

транс-Гексен-2-аль

Гексен-2-аль

Децеп-2-аль

Додецен-1-аль

Цитраль

Фурфураль

Анисовый альдегид

Бензальдегид

Ацетофенон

1,11
τ то
1,13

1,15

1,20

0 , 6 2

0 , 6 7

0 , 8 8

0 , 8 9

1,06

1,10

0 , 9 8
1,05

0 , 4 3

0 , 5 0

0 , 7 6

0 , 9 6

1 , 2 3

1,25

1,22

1,32

0 , 4 2

0 , 4 5

0 , 7 5

0 , 7 6

0 , 9 7

1,04

0 , 7 9
0 , 9 6

0 , 2 1

0 , 2 1

70

10

4 5

270

10

10

10

10

3 0 0

10

10

10

10

10

Грязно-зеленая

Углубление
окраски

Грязно-зеленая

Зеленая

Углубление
окраски

То же

Углубление окра-
ски, через 5 мин
очень слабое ок-
рашивание

Углубление
окраски

Очень слабое зе-
леное окраши-
вание

Углубление
окраски

Углубление
окраски

То же

»

270 с, грязно-желто-зеленая

120 с, серая, 240 с, синяя

То же

а Re = Rf (соединение)/^/ (масляный желтый).
6 С разрешения авторов и Alfred Heuthig Verlag.
в Реактив для опрыскивания: 0,2 %-ный раствор Кз[Ре(С1Ч)б]+0,01 5-ный раствор FeCl3-6H2O в 2 н. НС1.
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разделить одномерным хроматографированием, применяли дву-
мерное разделение.

ДНФГ-производные хроматографируют также на активиро-
ванном оксиде магния. Шварц и Парке [42] использовали слои,
состоявшие из 15 г сисорба 43 (активированный оксид магния,
Fisher) и 6 г целита. Адсорбенты суспендировали в 45 мл 95 %-
ного этанола и наносили на стеклянные пластинки, которые
сушили вначале на воздухе, а затем 16—20 ч при 100°С. Приме-
няя смесь хлороформ—гексан (17:3), можно разделить ДНФГ-
производные на классы; пятна этих соединений окрашены по-
разному, поэтому их легко идентифицировать. Производные
метилкетона дают серые пятна, у этих соединений самые вы-
сокие Rf; пятна производных насыщенных альдегидов окрашены
в рыжевато-коричневый цвет, величины Rf несколько ниже;
далее следуют 2-ненасыщенные альдегиды, они дают пятна
ржаво-красного цвета и, наконец, альдегиды с двумя ненасы-
щенными связями (2, 4), они образуют лавандовые пятна и
у них самые низкие величины Rf. Иногда наблюдается перекры-
вание зон, но их можно различить по окраске. Шварц и др. [43]
распространили этот метод на дикарбонил-б«с-(2,4-динитрофе-
нилгидразоны). В этом случае оксид магния обрабатывают, на-
гревая 16 ч в муфельной печи при 525±25°С, а целит 545,
с которым его смешивают, сушат 24 ч при 100°С. Соединения
наносят на пластинки из этилацетатных растворов и элюирова-
ние ведут в направлении, параллельном направлению нанесения
суспензии. Элюентом служит смесь ацетон—бензол—метанол;
соотношение компонентов подбирают так, чтобы обеспечить
лучшее разделение с каждой партией оксида магния. Состав
смесей варьирует в пределах от 75 : 23 : 2 до 75 : 15 : 10. И в этом
случае различие в окраске пятен соединений разных классов
существенно помогает идентификации. Производные 2,3-дике-
тона дают фиолетовые пятна, а α-кетоальдегиды и глиоксали —
синие. Метод очень чувствителен и позволяет определить от
0,01 до 0,02 мкг диацетил-бис-(2,4-динитрофенилгидразона).

Шварц и др. [44] усовершенствовали свою методику. В но-
вом ее варианте адсорбентом служит смесь оксид магния — це-
лит (3:7) . При разделении монокарбонильных соединений
пластинки сушат 48 ч на воздухе, а затем элюируют смесью
гексан—хлороформ (19:5). Пластинки, предназначенные
для разделения дикарбонильных производных, сушат 30 мин
на воздухе и час при 100°С, после чего элюируют смесью хло-
роформ—метанол (19:1). Слои микроцела Т-38 (фирма
Johns Manvile) готовят из суспензий 15 г адсорбента в растворе
12,5 мл полиоксиэтилена в 70 мл этанола. Пластинки высуши-
вают на воздухе, после чего нагревают 5 мин при 100°С. Произ-
водные 1,2-дикетона разделяют смесью бензол — гексан (3 :2) ,
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другие производные α-кетонов элюируют этой же смесью, но
при соотношении компонентов 1 :3 ; 2,4-ненасыщенные альде-
гиды элюируют гексаном. Все эти растворители насыщают тем
веществом, которым пропитан адсорбент. Гидразоны карбони-
лов от СБ ДО СИ хроматографируют на высушенных на воздухе
слоях микроцела Т-38, приготовленного на полиэтиленоксиде,
который для этого растворяют в 65 мл 1 %-ного раствора гид-
роксида калия в метаноле. Элюентом служит гексан, насыщен-
ный полиэтиленоксидом.

Кобб [45] также анализировал дикарбонильные б«с-произ-
водные. В этом случае в качестве адсорбентов использовали
смеси сисорб 43 — силикагель G (1:1) и сисорб 43 — целит —
сульфат кальция (10:8,5: 1,5). Элюентами служили смесь хло-
роформ— тетрагидрофуран — метанол (15:4:1) и бензол, на-
сыщенный смесью этаноламин — 8%-ный метанол. Окраску
пятен усиливали, опрыскивая пластинки 10 %-ным раствором
гидроксида калия в этаноле. Кобб и др. [46] применяли также
методику Либби и Дейя [47] с обращением фаз: разделение
велось на слоях силикагеля, пропитанных минеральным маслом,
со смесью диоксан—вода (6 :4) . Непрерывное злюирование
(край пластинки погружен в элюент) обеспечивает хорошее
разделение гомологических рядов производных 2,3-дикетонов
и насыщенных а-кетоальдегидов.

Примерно в одно время опубликованы две методики систе-
матического разделения 2,4-динитрофенилгидразонов [48, 49].
Хотя эти методики значительно различаются, у них есть ряд
общих особенностей; в них сочетаются распределительная и
адсорбционная хроматография и используются слои, пропитан-
ные нитратом серебра. Урбах [49] разделял соединения на
классы на слоях оксида алюминия G, которые сушил 15 мин
при 115°С, после чего до употребления хранил в открытом со-
суде. Используя смесь петролейный эфир (30—40°С) —диэти-
ловый эфир (96:4), можно разделить на соответствующие
группы насыщенные нормальные альдегиды, насыщенные нор-
мальные 2-кетоны и нормальные 3-кетоны с ненасыщенной

'связью в положении 1. Однако первый член каждого ряда ке-
тонов характеризуется величиной Rf, значительно более низкой,
чем у других членов ряда. Так, у метилвинилкетона Rf такая
же, как и у метилэтилкетона, а у производных ацетона Rf такая
же, как у насыщенных альдегидов. Для разделения альдегидов
на классы целесообразнее пользоваться реакцией с нитратом
серебра, которое образует с ненасыщенными соединениями ком-
плексы.

С помощью методики Урбаха удалось разделить изомерные
соединения с одинаковым числом атомов углерода, но различ-
ной степенью ненасыщенности. Урбах готовил тонкие слои,
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смешивая 30 г оксида алюминия G и 7 г нитрата серебра
в 50 мл воды. После того как связующее (алебастр) затверде-
вало, пластинки сушили в печи при 115—135°С. Высушенные
пластинки выдерживали на воздухе в течение примерно 12 ч,
защитив их от попадания яркого света. Слои, пропитанные ни-
тратом серебра, элюировали смесью петролейный эфир (30—
40°С)—диэтиловый эфир (21:4). Используя многократное
(Х2) элюирование, в этой системе можно разделить на группы
2,4-ДНФГ-производные насыщенных и ненасыщенных (в поло-
жениях 2 и 2 и 4) альдегидов. Сначала лучше удалить произ-
водные кетонов, с этой целью первое хроматографирование
проводят на слоях оксида алюминия. Члены одного гомологи-
ческого ряда разделяют методом распределительной хромато-
графии. Слои кизельгура пропитывают, погружая в 10%-ный
раствор 2-феноксиэтанола в ацетоне. После удаления ацетона
и нанесения проб, растворенных в диэтиловом эфире, проводят
элюирование петролейным эфиром (100—120°С). Чтобы улуч-
шить разделение, пробу элюируют несколько раз; так, напри-
мер, элюируют «а 9 см и один, четвертый, раз на расстояние
11 см. Такая методика обеспечивает разделение отдельных чле-
нов любого гомологического ряда. Если смеси, однако, содер-
жат члены более чем одного гомологического ряда, возможно
перекрывание пятен в одном измерении. При двумерном хро-
матографировании смеси раствор смешанных 2,4-динитрофенил-
гидразонов наносят обычным способом в угол пластинки с ок-
сидом алюминия. Элюирование смесью петролейный эфир—ди-
этиловый эфир (96 :4) ведут до края пластинки; таким образом,
длина пути разделения составляет примерно 16 см. Пластинку
извлекают из камеры, дают растворителю испариться и затем
вновь погружают в тот же растворитель и проводят повторное
элюирование в том же направлении и на то же расстояние. За-
тем пластинку извлекают и после испарения растворителя про-
питывают, погружая в 10 %-ный раствор феноксиэтанола в аце-
тоне. Необходимо следить за тем, чтобы при пропитке не смы-
лись пятна, полученные в результате первого разделения. Аце-
тон испаряют и проводят разделение в другом направлении
петролейным эфиром (100— 120°С). На этой первой пластинке
удается идентифицировать все кетоны, за исключением ацетона,
который не подчиняется общей закономерности и обнаружи-
вается с низшими альдегидами. Для разделения и идентифика-
ции альдегидов готовят вторую пластинку со слоем оксида алю-
миния G и исходную смесь разделяют на этой пластинке смесью
петролейный эфир (30—40°С) —диэтиловый эфир (96:4). По-
скольку на второй пластинке необходимо отделить кетоны от
альдегидов, для достижения четкого разделения этих соедине-
ний может потребоваться многократное (2 и более раз) элюи-
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рование. После проведения такой операции альдегиды извле-
кают, экстрагируя диэтиловым эфиром. Экстракт концентри-
руют и наносят на пластинку оксида алюминия, пропитанную
нитратом серебра. Разделение в первом направлении проводят
смесью петролейный эфир (30—40°С) —диэтиловый эфир
(21:4). При разделении в другом направлении пластинку сна-

чала пропитывают 10%-ным раствором феноксиэтанола в аце-
тоне и после этого элюируют петролейным эфиром (100—
120°С).

Для разделения на классы 2,4-динитрофенилгидразонов
Бедингз и Вассинк [48] использовали слои основного карбоната
цинка, содержащего в качестве связующего материала амило-
лектин, а также слои кизельгура, пропитанные нитратом се-
ребра. Если хроматографирование ведется на слоях карбоната
цинка, важно, чтобы атмосфера камеры была совершенно су-
хой, поскольку даже небольшое количество влаги дезактиви-
рует адсорбент. Для устранения влаги пластинки перед упот-
реблением подвергают повторной активации, нагревая полчаса
при 110°С. Кроме того, после нанесения пятен пластинки по-
мещают в камеру и пропускают через нее в течение 0,5—1 ч
сухой воздух.

На слоях карбоната цинка пробу лучше элюировать смесью
петролейный эфир—бензол—пиридин ( 7 : 1 : 2 ) , содержащей
0,1 % абсолютного этанола. В сочетании с кизельгуром, про-
питанным нитратом серебра, применяют петролейный эфир
(60—70°С). Для разделения соединений одного класса на инди-

видуальные компоненты в соответствии с длиной углеродной
цепи применяют распределительную хроматографию; адсорбен-
том при этом служит карбонат цинка, пропитанный карбовак-
сом 400, а элюентом — петролейный эфир (100—120°С). Ав-
торы [48] обнаружили, что пропитанный карбоваксом кизель-
гур в сочетании с тем же растворителем вполне пригоден для
разделений в соответствии с длиной цепи. Величины Rf соеди-
нений различных классов, расположенных в порядке увеличе-
ния длины цепи, приведены в табл. 20.5.

Если анализируется сложная смесь, сначала проводят, как
описано выше, предварительное разделение методом тонкослой-
ной распределительной хроматографии, в результате которого
вещества делятся на три группы: с короткой цепью (низкие

величины Rf), с умеренно длинной цепью (средние величины Rf)
и с длинной цепью (высокие величины Rf). Каждую из этих
трех групп разделяют на классы методом адсорбционной хрома-
тографии на слоях карбоната цинка или на слоях кизельгура,
пропитанных нитратом серебра. Далее объединенные элюаты
фракций с одинаковыми величинами Rt анализируют мето-
дом распределительной хроматографии на пластинках со

38 Зак № 255
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Таблица 205

Величины Rf ДНФГ-производных ряда нормальных углеводородов [48] а

Число
атомов

углерода
в цепи

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

алканов

0 , 0 5

0 , 0 9

0 , 1 3

0 , 1 7

0 , 2 3

0 , 2 8

0 , 3 5

0 , 4 2

0 , 4 9

—

ДНФГ-производные

алкеналей-2

,—

0 , 0 6

0 , 1 0

0 , 1 5

0 , 2 0

0 , 2 5

0 , 3 1

0 , 3 7

0 , 4 1

алкандиепз-
лей-2,4

,—

—

г—

0 , 0 6

0 , 0 9

—

0 , 1 2

—

0 , 2 2

алканонов-2

,—

0 , 1 8

0 , 2 9

0 , 3 2

0 , 4 6

0 , 5 5

0 , 6 3

0 , 6 9

—

—

алкен-2-онов-4

,—

—

—

0 , 1 8

0 , 4 3

0 , 5 0

—

—

0 , 7 7

—

а С разрешения авторов и издателей.
6 Разделение проводилось на пластинках карбоната цинка (250 мкм),

пропитанных карбоваксом 400. Степень пропитки 2 5 % . Подвижная фаза —
петролейный эфир с τ кип 100—120°С.

слоем карбоната цинка, пропитанным карбоваксом. На этой
стадии происходит деление на отдельные компоненты в со-
ответствии с длиной цепи. Такое разделение сложных смесей
показано на рис. 20.1. Бедингз исследовал продукты окисления
линолеата аммония [50], анализируя их 2,4-ДНФГ-производ-
ные на слоях карбоната цинка. Он опубликовал описание ка-
меры с регулируемой атмосферой [51], предназначенной для
разделения карбонильных производных, подобных только что
описанным.

Байер и Каргл [52] также использовали слои карбоната
цинка, но с чистым пиридином для разделения группы из 20 про-
изводных на три фкласса: 1) вещества, дающие желтовато-
коричневые пятна {Rf от 0,63 до 0,95); II) вещества, дающие
розовато-пурпурные пятна {Rf от 0,07 до 0,68, обнаруживаю-
щие тенденцию к образованию полос); III) вещества, дающие
на слое карбоната цинка пятна от красного до синего или фио-
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летового цвета {Rf от 0 до 0,13). Все вещества третьей группы —
бис-производные. Соединения I класса хроматографируют да-
лее на силикагеле смесью этилацетат — гексан (1:4) (а) в од-
ном направлении и ксилолом в другом направлении. Соедине-
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Рис 20 1 Разделение сложной смеси 2,4-ДНФ-производных [48] (с разрешения
авторов и издательства).

А — предварительное разделение методом ТСХ на соединения с длинной (д), средней (ср)
и короткой (к) цепью углеродных атомов Б — разделение фракций на классы методом
адсорбционной ТСХ В — определение длины углеродной цепи членов каждого из классов*
методом распределительной ТСХ
/ — контрочьная смесь алканов (Сз—Сэ включительно), 2 — объединенные фракции (<Э-Ь
+с+к) алканонов, 3 — контрольная смесь алканалей (С2—Сю включительно), 4 — объеди-
ненные фракции (д+с+к) алканалей, 5 — контрольная смесь 2 алкеналей (С4—Си вклю-
чительно) 6 — объединенные фракции (с3+к3) 2 алкеналей, 7 — контрольная смесь 2,4-
алкадиеналей (Сб, С?, С9, Си), 8 — объединенные фракции (ct+K,) 2,4 алкадиеналей.

ния II класса разделяют, элюируя смесью {а) в одном направ-
лении и ди-гг-бутиловым эфиром в перпендикулярном направ-
лении Соединения III класса злюируют смесью лутидин —
гексан (1 :4)

Мейджбум [53] несколько модифицировал метод Бедингза
и Вассинки [48] Он, в частности, изменил концентрацию кар-
бовакса 400 на кизельгуре G до 33,3 %, что улучшило разделе-
ние, и повторно анализировал элюат на пропитанном нитратом
серебра силикагеле, используя бензол как элюент Величина RH
(скорость элюирования относительно скорости элюирования
ДНФГ-гексаналя) определена для 12 насыщенных и 62 нена-
сыщенных альдегидов и 8 кетонов Мейджбум [53а] разделял
ненасыщенные альдегиды и 2,4-ДНФГ-производные метилке-
тонов на этом же адсорбенте, элюируя пробу смесью четырех-

38*



596 Часть II

хлористый углерод — гексан — этилацетат (10:2 :1) , после
чего экстрагировал зоны ДНФГ-производных насыщенных аль-
дегидов Сю—С]2 и метилкетонов С8, Сд и Сц.

Краске и Эдварде [54] применили смесь оксид магния —
микроцелл Τ 38 (2:3) при разделении 2,4-ДНФГ-производных
вначале на классы соединений, а затем на отдельные компо-
ненты в соответствии с длиной цепи. После часовой активации
слоя при 60°С пробы наносили в виде полос в таком же на-
правлении, в каком наносили пасту. Разделение проводили
в перпендикулярном указанному направлению, элюируя пробу
смесью петролейный эфир (40—70°С)—хлороформ (17:7)
в камере с насыщенной атмосферой. Далее полосы концентри-
ровали, используя правую грань в качестве нижней части хро-
матограммы. Разделение смесью хлороформ — SVR (4:1) вели
до тех пор, пока растворитель не достигал края исходной по-
лосы. Эту операцию повторяли, сжимая в верхней части плас-
тинки ДНФГ-производные в полосы. Третье разделение вели
в том же направлении 20 %-ным карбоваксом 400 в хлороформе
до тех пор, пока растворитель не поднимался за линию ДНФГ-
производных. Пропитанные таким образом пластинки сушили,
поворачивали на 180°С и, элюируя петролейным эфиром, раз-
деляли пробу на компоненты в соответствии с длиной цепи.
Перед последним хроматографированием можно нанести вдоль
неиспользованного края слоя известные вещества. Если перед
приготовлением суспензии сушить оксид магния 12 ч при 110°С,
тенденция к размыванию задних границ пятен при разделении
веществ в соответствии с длиной цепи снижается. Величины Rf
уменьшаются в следующем ряду: кетоны>алканали>алкен-2-
али>алкадиен-2,4-али. Соединения можно далее дифференциро-
вать по классам, опрыскивая пластинки 10 %-ным раствором
гидроксида калия в 80%-ном этаноле. Алканоны окрашива-
ются в серо-коричневый и коричневый цвета, алкен-2-али —
в коричневый и красновато-коричневый, а алкадиен-2,4-али —
в розовато-лиловый. Разделение на классы недостаточно чет-
кое; компоненты с самой короткой цепью характеризуются
практически такими же величинами Rf, как и компоненты сле-
дующего класса.

Авторы [55] для разделения изомеров положения и геомет-
рических изомеров 2,4-динитрофенилгидразонов гексеналей и
гептеналей применяли слои силикагеля, пропитанные 30 %-ным
раствором нитрата серебра. Элюентом служил бензол. Денти
и Лубоц [56] применяли слои силикагеля и оксида алюминия,
пропитанные нитратом серебра, а также необработанные ад-
сорбенты и смеси бензол — петролейный эфир (40—70°С)
(3:2), бензол-н-гексан (1:1), хлороформ — петролейный эфир
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(3:1), а также циклогексан — нитробензол — петролейный
эфир (6 :3 :2) для анализа группы карбонильных соединений.

Нано и Санцин [57] разделили группу низкомолекулярных
производных карбонилов на нейтральном оксиде алюминия
(Woelm), элюируя пробу смесью циклогексан — нитробензол
(2:1) или гексан — хлороформ — нитробензол ( 8 : 2 : 1 ) ; Нано
[58] распространил этот метод и на другие соединения. Пред-
ложена методика количественного определения, предусмат-
ривающая извлечение разделенных компонентов хлороформом
с последующим измерением поглощения элюата. В табл. 20.6
приведены величины Rf различных соединений, исследованных
в шести различных растворителях.

Джарт и Биглер [59] приводят величины Ru отнесенные
к бутаналю, для 70 ДНФГ-производных, полученные на оксиде
алюминия со смесью этилацетат — петролейный эфир (62—
82°С), насыщенный водой (3:20). Корэ и др. [60] хроматогра-
фировали группу производных смесями н-гексан — этанол
(17:3) или н-гептан — этанол (4:1) на слоях оксида алюми-
ния со степенью активности II или IV.

Бирн [61] в своей работе подчеркивает, насколько важно,
чтобы стартовое пятно было маленьким. Когда нерастворимое
вещество, например грмс-(ДНФГ)-мезоксальдегид, наносят на
пластинку из смеси летучих растворителей, вещество часто
осаждается на адсорбенте и при последующем элюировании
остается в исходной точке или распределяется в виде полосы.
В такой ситуации рекомендуется использовать в качестве рас-
творителя пробы нитробензол; его удаляют повторным элюи-
рованием петролейным эфиром (80—100°С), который смещает
нитросоединения к верхнему краю пластинки, откуда эти со-
единения перед обнаружением хроматограммы удаляют. Бирн
провел хроматографический анализ группы из 41 карбонильного
производного на силикагеле G и оксиде алюминия со смесями
петролейный эфир (80—100°С)—диэтиловый эфир (7:3), бен-
зол— тетрагидрофуран (от 98:2 до 7:3) и бензол — тетра-
гидрофуран — уксусная кислота (15 :9 : 1). Соединения, не пол-
ностью разделяющиеся при хроматографировании обычным
методом, анализируют горизонтальной ТСХ. Пластинки опрыс-
кивают этаноламином, который дает более характерное и более
прочное окрашивание, чем гидроксид натрия или калия.

Либби и Дей [47] анализировали некоторые нормальные
насыщенные альдегиды и кетоны методом хроматографии с об-
ращением фаз на слоях силикагеля, пропитанных минераль-
ным маслом. Пропитку слоев проводили, погружая пластинки
в 10%-ный раствор минерального масла в петролейном эфире.
Для элюирования 'применяли смесь диоксан—вода (13 : 7). В тех
случаях, когда необходимо было дополнительное разделение,
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Таблица 20.6

Величины R°t 2,4-ДНФГ-производных ряда карбонильных соединений,

полученные в различных растворителях [58] б

Карбонильное
соединение

Формальдегид

Ацетальдегид

Пропионовый аль-
дегид

Масляный альде-
гид

н-Валериановый
альдегид

Коричный аль-
дегид

Энантовый альде-
гид

Каприловый аль-
дегид

Гликолевый аль-
дегид

Глиоксаль в

Гликолевая ки-
слота

Акриловый альде-
гид

Глицериновый
альдегид

Диоксиацетон

Ацетон
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Мезоксалевая ки-
слота (диэтило-
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применяли метод непрерывного их хроматографирования, про-
тягивая пластинки через щель крышки Сарана. Анет [62], изу-
чал разложение углеводов и выделил некоторые оксипроиз-
водные карбонильных соединений. Хроматографирование он
проводил на слоях оксида алюминия и силикагеля, элюентом
служили толуол и смесь толуола и этилацетата. В работе [62]
приведены величины Rf 16 соединений.

Описано хроматографическое разделение замещенных
ДНФГ-производных бензальдегида на полосках силикагеля
(фирма Eastman Cromatogram) и на силикагеле G, нанесен-
ном на стеклянные пластинки, с использованием в качестве
элюента бензола [63] и на карбонате цинка с применением
смеси сероуглерод—хлороформ (9 : 1) [64]. Ямадзаки и др. [65]
анализировали эти соединения методом двумерного хроматогра-
фирования на кизельгуре. Для первого направления слои про-
питывали 5—20 %-ным полиэтиленгликолем (ПЭГ-200) и элюи-
ровали пробы смесью циклогексан — диэтиловый эфир (7 :3) .
Затем пластинки пропитывали 10 %-ным раствором тетралина
в петролейном эфире и элюировали в перпендикулярном на-
правлении смесью 90%-ный метанол — бензол — уксусная ки-
слота— диметилформамид ( 1 0 : 1 : 1 : 1 ) . В сочетании с этой же
смесью растворителей использовали также кизельгур, пропи-
танный диметилформамидом в одном направлении и тетрали-
ном — в другом. Такеучи и др. [66] исследовали влияние пред-
варительно адсорбированных растворителей на величины Rf
карбонильных соединений.

Стереоизомеры замещенных ДНФГ-производных бензофе-
нона разделяли на необработанном силикагеле [67, 68] и на си-
ликагеле, пропитанном диметилформамидом [69]. сс-Замещен-
ные ДНФГ-производные карбонилов анализировали хромато-
графически на оксиде алюминия, пропитанном нитратом
серебра [70]. Некоторые производные с разветвленной углерод-
ной цепью удается таким способом отделить от неразветвлен-
ных производных с такой же длиной цепи. Денти и Лубоц [71]
приводят величины Rf 17 производных, полученные ,на оксиде
алюминия и силикагеле с пропиткой и без пропитки нитратом
серебра с четырьмя элюентами. В работе Бруммера и Меллера-
Пеннинга [72] даны величины Rs, отнесенные к цинковому жел-
тому, для 247 производных, разделенных на силикагеле G
смесью петролейный эфир (40—60°С)—хлороформ—-этилаце-
тат ( 3 0 : 3 : 1). Описаны также анализы 2,4-ДНФГ-производных,
включая бмс-гидразоны дикарбонилов [73], 32 ароматических
кетонов и альдегидов (табл. 20.7) [74], циклокетонов [75, 76],
алифатических ненасыщенных альдегидов [77], карбонильных
соединений в спиртных напитках [78—82] и фенольных карбо-
нильных соединений [33, 83] (см. также т. 2, гл. XXX, разд. 3).
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Таблица 20.7

Величины Rf и R,t (отнесенные к вератровому альдегиду)Х100
2,4-ДНФГ-производных некоторых ароматических карбоксильных соединений,
полученные на слоях силикагеля с добавкой крахмала в качестве связующего.

Растворитель: этилацетат—петролейный эфир (75—120°С) ( 1 : 2 ) ;
длина пути разделения 14 см [47] а

2,4-ДНФГ-производное

Бензальдегид
Салицилальдегид
лг-Оксибензальдегид
ft-Оксибензальдегид
Протокатехиновый альдегид
2,4-Диоксибензальдегид
2,5-Диоксибензальдегид
Анисовый альдегид
о-Метоксибензальдегид
ж-Метоксибензальдегид
Ванилин
Сиреневый альде1 ид
З-Этокси-4-оксибензальдегид
И^ованилин
о-Ванилин
Вератровый альдегид
2,4-Диметоксибензальдегид
3,5-Диметоксибензальдегид
2,5-Диметоксибензальдегид
2,3-Диметоксибензальдегид
п-Этоксибензальдегид
Ацетилванилин
4-Этокси-З-метоксибензальдегид
Коричный альдегид
n-Кумаровый альдегид
Конифериловый альдегид
Горчичный альдегид
я-Оксибензилацетон
д-Метоксибензилацетон
Ацетованилон
Ацетосиреневый кетон
2,4-Диоксиацетофенон

Rf χ 1С0

60

4 8

32

3 0

2

23

21

48

49

50

23

5

32

2 3

3 2

34

41

4 7

4 5

47

5 3

3 3

4 2

6 0

3 3

27

15

3 2

4 9

23

0

26

Rst X 100

177

141

94

88

6

68

6 2

141

144

147

68

15

9 4

68

9 4

100

121

138

133

138

156

9 7

124

177

9 7

8 0

4 4

9 4

144

6 8

0

76

С разрешения автора и Elsevier Publishing Co.
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Эдварде [83а] разделил изомеры ДНФГ-производных нор-
мальных альдегидов от С3 до С9 на кизельгуре G, пропитанном
2-феноксиэтанолом, с гептаном в качестве растворителя.

Оксимы

Пежкович-Тадич и др. [84—87] исследовали разделение ме-
тодом ТСХ изомерных пар оксимов (табл. 20.8). Этот метод
оказался удобным для выделения чистых изомеров, которые
часто трудно выделить другим способом, например кристалли-

Таблица 20.8

Величины i?/X100 изомерных оксимов, полученные на силикагеле G
со смесью бензол—этилацетат ( 5 : 1 ) . Длина пути разделения 14 см

(для алифатических соединенийХ2) [84—86]

Соединение

я-Толуальдоксим

га-Аниса льдоксим

я-Ку мина льдоксим

о-Нитробенза льдоксим

л-Нитробензальдоксим

п-Нитробенза льдоксим

Бензальдоксим

Бензоиноксим

Анизоиноксим

Формальдоксим

Ацетальдоксим

Пропиональдоксим

Бутиральдоксим

Валеральдоксим

Гексанальоксим

Гептанальоксим

Октанальоксим

Нонанальоксим

Деканальоксим

Изобутиральдоксим

Изовалеральдоксим

Изомеры

сын

54

42

54

47

52

53

50

14

5

45,0

16,4

48,6

50,7

54,3

57,1

60,0

62,9

65,7

68,6

57,1

52,8

ант и

33

27

37

40

35

34

32

37

23

9,3

42,8

44,3

46,4

47,8

50,0

51,4

53,6

55,7

47,1

45,7
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зацией. Изомерные соединения хроматографировали на слоях
силикагеля G, элюируя смесью бензол — этилацетат (5:1) .
Нанесение проб на пластинки проводили из раствора в тетра-
гидрофуране. Для обнаружения оксимов пластинку опрыски-
вали 0,5 %-ным раствором хлорида меди. α-Бензальдоксим не
дает цветной реакции с этим реактивом, однако в результате
опрыскивания пластинки насыщенным спиртовым раствором
моногидрата ацетата меди с последующим 10-минутным нагре-
ванием при 100°С появляется зеленое окрашивание. Алифати-
ческие оксимы обнаруживают иодом; исключение составляет
лишь син-ацетальдоксим, который обнаруживают спиртовым
раствором нитрата серебра. Тоул и др. [88] приводят список
13 растворителей, предназначенных для разделения различных

групп моно- и диоксимов дикетонов на силикагеле. Унтерхальт
[89—92] опубликовал ряд работ по ТСХ ненасыщенных оксимов.
Для разделения он использовал силикагель G и смесь бензол —
этилацетат (3 : 1).

Прочие производные

Корэ и Иванова [93] анализировали хроматографически
бисульфитные производные карбонильных соединений на си-
ликагеле, элюируя их смесью бензол—этанол (17:3); обна-
ружение в этом случае они проводили 2,4-динитрофенилгидра-
зином. Кемп и О'Брайен [94] разделяли семикарбазоны наибо-
лее распространенных альдегидов на силикагеле, используя
девять различных смесей растворителей. В работе [95] описана
методика разделения изоникотингидразонов на силикагеле
с шестью растворителями. Одной из лучших оказалась смесь
бензол—этанол—этилацетат (2 :1 :1) . Соединения обнаружи-
вали 0,5 %-ным раствором иода в хлороформе. Чтобы диффе-
ренцировать изомерные оксибензальдегиды, хроматограмму об-
рабатывали 1 %-ным раствором хлорида железа. Авторы ра-
боты [96] разделили группу изоникотингидразонов на слое
оксида алюминия, используя смесь гексан — ацетон (5 :3) .
4-Нитрофенилгидразоны 28 ароматических карбонилов хрома-
тографировали на силикагеле с дихлорметаном, смесью бен-
зол— метанол (19:1), бензолом и смесью этилацетат — гексан
(1:1) [97]. Получаемые при этом пятна видны и в обычном
свете, но опрыскивание гидроксидом калия дает характерное
окрашивание.

Другую группу этих производных, главным образом алифа-
тических, анализировали на силикагеле со смесью бензол —
петролейный эфир (38—50°С) (4:1) и на полиамиде со смесью
метанол — вода (19:1) [98]. 2-Дифенилацетил-1,3-индандион-
1-гидразоны 49 карбонильных соединений всех типов анализи-
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ровали хроматографически на силикагеле [99]. В указанной
работе приведены величины Rf алифатических альдегидов, за-
мещенных бензальдегидов и ацетофенонов, 9-акридона и аце-
тона, полученные при элюировании смесью хлороформ — гек-
сан (1 : 1). Другие соединения элюировали смесью этих же
растворителей, но при соотношении компонентов 2 : 1 . Простые
азины хроматографически разделяли на силикагеле с бензолом,
смесью гексан — этилацетат (1:1) и бензол — парафин — уксус-
ная кислота —вода ( 1 1 : 4 : 9 : 6 ) [100]. Гидразоны 2-гидразин-
.бензотиазола использовали, чтобы отличить альдегиды от кето-
нов [101]. Разделение производных проводили на силикагеле
смесью петролейный эфир (30—40сС)—этилацетат — уксусная
кислота (44:5:1) в камере с насыщенной атмосферой. Слои
опрыскивали сначала 0,1 %-ным спиртовым раствором фторбо-
рата n-нитробензолдиазония, а затем 10 %-ным спиртовым
раствором гидроксида калия. Кетоны не образуют окрашен-
ных продуктов реакции. 2,4-Динитрофенилсемикарбазоны 25
карбонильных соединений анализировали хроматографически
на полиамиде, элюируя смесью метанол — вода (19:1), и на
силикагеле G, элюируя смесью гептан — бензол (4:1) [98].
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Приложение А

РЕАКТИВЫ ДЛЯ ОБНАРУЖЕНИЯ
ОТДЕЛЬНЫХ СОЕДИНЕНИЙ ИЛИ СОЕДИНЕНИЙ
ОПРЕДЕЛЕННОГО ТИПА

Аденин и его производные
Адреналин и его производные
Алкалоиды

Алкалоиды пирролизидиновые
Алоэ (соединения, содержащиеся в алоэ)
Альдегиды

полиеновые
Альдозы
Амид никотиновой кислоты
Амиды
Аминокислоты

первичные
серусодержащие

Аминосахара
Амины

алифатические
вторичные

ароматические

первичные
вторичные

Амфетамины
Анионы

серусодержащие1

Антиоксиданты
Антоцианидины
Антрахиноны
Арб>тин
Аргинин
Арил-Х-метилкарбаматы
Арилоксиамины
Арсенат и арсенит
Ацетаты Сахаров
Ацетилена производные
Ацетокси- и метоксиртутные производные
Ацильные производные Сахаров

Номер реактива ·

111,273
85, 200
22, 51, 53, 55, 90, 111,

112, 148, 149, 190, 209
244
OQоо
77, 96, 128, 137, 140, 223

ПС Q 7
ОО, У/
С С 1О, Ы

Л Ω

4о
152, 153, 176, 177, 178,

198, 205, 267
128
147, 237
11, 177
88, 177
238, 2 3 9
238
6 8 , 78, 79, 120, 129, 139,

181, 184, 2 0 1 , 206, 236,
249, 252

58, 62, 78
58, 128
264
24
226
8 5 , 121, 179, 195
8
116
166
239, 271
181
62
226
144
86, 185
104
2 2 5

* Указаны номера реактивов, перечисленных в гл 7 Дополнительные
обнаруживающие реактивы, применяемые при хроматографировании соеди-
нений различных типов, указаны в тексте соответствующих глав и разделов
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Барбитураты

с двойными связями в
боковой цепи при С-5

Белки

Биотин
Буфадиенолиды

Ванилин
Витамин Βι

в6Ε
Витамины В

водорастворимые
жирорастворимые

Восстановители

Вулканизации ускорители

Галоген анионы (за исключением фтора)
Гексозофосфаты
Гербициды

галогенированные феноксикислоты
производные мочевины
триазиновые

Гетероциклические соединения
Гибберелины
Гидрастин
Гидроксильные группы
Гидрохиноны
Гидразины метилированные
Гликозиды стероидные
Гликолипиды
α-Гликольные группировки
Гликофлавоны
Глицериды
Гомоаргинин
Гуанидогруппы
Глкжозидуронаты

2-Дезоксисахара
4-Диметиламиноазобензол
3,5-Динитробензамиды
3,5-Динитробензоаты
2,4-Динитрофениламннокислоты
2,4-Динитрофенилгидразоны
1,2-Диолы
Дипептиды
Дисульфиды
Дифениламин
Диэтаноламин
Ν,Ν-Диэтил-О-лизергамид (ЛСД)
Добавки, предохраняющие пищевые продукты от

порчи
Железа(III) ионы

67, 161, 166,224
228, 264

46
3, 128, 169, 170, 181,

199, 261
61, 84, 209
57

140
200
84
108
61
149
30,31, 121
24, 108, 197, 201, 212,

226, 255, 267
46

43, 226
15Л 194, 247
41,43,91,222,227
43
91, 222
41
134, 165, 249, 253
53
64
182
108, 166
131
31, 155
39, 98, 243
226
8
222
271
239, 271
218

76
141
173
173
184
201, 233
157
176
237
49
238
89

222
2, 142, 145, 203, 206,220
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Имидазолы
Имиды
Иминокислоты
Индолы
Иодиды органические
Иод аминокислоты

Калий
в больших концентрациях

Каннабидиол
Каннабидиоловая кислота
Карбазолы
Карбаматы
Карбобензоксиаминокислоты
Карбоксин
Карбонилы
Карбромаль
Каротиноиды
Катехоламины

Катионы группы H2S
Катионы неорганические

Катионы тяжелых металлов
Кетозы
Кетокислоты
Кетоны
Кетостероиды
Д4-3-Кето-С21-стероиды
Кислота каннабидиоловая

никотиновая
фолиевая

Кислоты гидроксамовые
дикарбоновые
дифосфорные
желчные
жирные
метоксикоричные
монофосфорные
оксикоричные
полиеновые
уроновые
фенолкарбоновые

Кобальт
Колхицин
Кофеин
Креатин и креатинин
Кумарины

Лактамы
Лактоны
Лекарственные средства (различные)

анестезирующие
мочегонные

68
48
152
50, 65, 132, 181
55
122

70
276
34, 115
34
79,80
91, 274
61
229
95
161
31
85, 114, 180, 181, 200,

249
206
2, 103, 109, ПО, 142,

145, 188, 203, 215,
219, 220, 253

103, 110,203
29, 96, 97
82
77,96
95, 154
6,33
34
5
174
118
43
16
26, 52, 160,216
71
8
16
8
192
28
131
2, 109, 145, 215, 256
55
56, 59, 61, 166
239
102, 104

112
144
264
264
75, 235, 240, 264
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противогистаминные
психотропные
сердечные гликозиды

Липиды

Липопротеины
Литий
ЛСД см N, М-Диэтил-О-лизергилгамид

Масла эфирные см. Терпены
Медь
Ментоф>ран
Меркаптаны
Металлы

щелочноземельные
щелочные

Метанол в этаноле
Метасистокс
3,4-Метилендиоксифенильные соединения
Метионин
Метиприлон
Моноглицериды ненасыщенные
Моно- и диэфиры фосфорные и тиофосфорные
Морфолин
Мочегонные средства тиазидные
Мукополисахариды

Наперстянки гликозиды
Наркотики
Натрий
Нафтохиноны
Ненасыщенные соединения
Неомицины
Никель
Нитрозамины
Нитрозодифенил амины
Нитропроизводные
Нитросоединения

ароматические
органические

Нитрофенолы

Оксибензофенолы
Оксимы
Оксискатолы
Олова соли органические
Органотиофосфаты
П г н п я я н и я ппочныр_

2 1 , 2 6 4
65, 264
57, 155, 262, 263
47, 66, 8 1 , 9 8 , 112, 138,

186, 195, 197, 209, 222

248а
2, 276

2,203, 215, 256
262
237

1, 145
1
246
74
64, 136
241
161
192
79
238
235
261

25, 57,63, 155,262
264
276
175
130, 186, 188
239
93, 256
100
88
88

204, 247
111, 112, 148
45

117
73
65, 89, 90, 264
ПО, 217
251
90

п\риновые и пиримидиновые
алкилированные

Основные соединения с первичными аминными
или реакционноспособными метиленовыми
группами
39 Зак № 255

61

2 3 5
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Пенициллины
Пептиды циклические
Пероксиды

устойчивые
Персульфаты
Пестициды

карбаматы
органические сульфиты
фосфорорганические

хлорсодержащие

хлорфеночьные эфиры
Пиперонилб> токсид
Пиразолоны
Пиразолы
Пиретрины
Пиридиновые соединения
Пиридоксин
а- и γ-Пироны
Пластификаторы
Полиацетиленовые соединения
Полисахариды
Полиспирты
Полифенилы
Полиэтиленгликоли
Простагландины
Пурины

Реактивы общего назначения
Рибофлавин
Ртути ионы

Сапогенины
стероидные

Сахара

восстанавливающие
Серы соединения

ароматические
Силикаты
Синергенты, 3,4-метилендиоксифенил
Синергические добавки к инсектицидам
Систокс
Смолы
Соли желчных кислот

олова органические
Спирты высшие

Сахаров
Стерины
Стероиды

147, 150
48, 198
20, 94, 207
128
35
101, 124, 189,230
274
159, 265, 266
16, 19, 44, ИЗ, 124, 165,

183
35, 94, 99, 101, 173, 226,

229, 230, 231, 260
252
250
118
237
250
5
61
102
180, 221, 258, 274
86
66
12, 254, 257
54
112, 148
27
56, 61

61, 213,222
61
2, 203

63, 276
30,31, 190,276
7, 23, 26, 157, 162, 171,

225, 242, 259
10, 24, 28, 226, 267
80, 241
241
18
136
64
74
30
216
ПО, 217
274
157, 242
63, 172, 197
22, 26, 32, 63, 106, 143

154, 158, 163, 172, 186
195, 197, 202, 211, 262
267, 268, 269, 272, 274
275, 276
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восстанавливающие
ненасыщенные
α, β
фенольные

Стрептомицины
Сульфопрепараты лекарственные
Сульфаты стероидные
Сульфгидрильные группы
Сульфиды
Сульфоксиды, сульфоны
Сульфонамиды

Терпеновые спирты, карбонильные соединения,
простые и сложные эфиры, углеводороды и
оксиды

Терпены

Тестостерона производные
Тиамин
Тиоцианат-ионы
Тиолы
Тиомочевина
Тиофена производные
Тиофосфаты
Токоферолы
Триалкилфосфаты
Триозофосфорной кислоты

производные
Триптамин
Тритиофторбензальдегиды
Тяжелых металтов ионы

Углеводороды хлорированные см. Пестициды
хлорсодержащие

Углеводы

Уран

Фенилгидразоны Сахаров
Фенилмочевины производные
Фенилозазоны Сахаров
Фенилтиогидантоины
Феноксикислоты галогенированные
Фенолы

кроме «αρα-замещенных
галогенированные
терпеновые

Фенотиазины

Ферри- и ферроцианид-ионы
Флаванолы
Флавоноиды

255
158
112
120
239
264
163
79
147, 252
252
78, 90, 92, 174, 236

105
26,30, 31,63, 158, 195,

248, 274
96
61
118
237
79, 239
151
44, 124, 189
108, 121
68

15, 194, 247
120
72
2, 103, 215

134, 252
7, 9, 10, 23, 24, 27, 157,

171, 193, 259
2, 203, 219

162
91
249
147
222
22, 36, 40, 50, 79, 84,

108, 115, 116, 117, 118,
120, 124, 131, 166, 180,
181, 245, 249, 252, 274

264
45
118,226
89, 118, 119, 133, 189,

190, 195, 209
118
8, 102
156

39*
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Флавоны
Фосфат- и фосфит-ионы
Фосфатные группы в липидах
Фосфолипиды
Фосфорорганические соединения
Фунгициды

органические ртутьсодержащие
органортутные
системные

19, 226
125
14, 125, 167, 196, 234
17, 41, 68

229
ПО
112, 208

Хальконы
Хинидин
Хинин
Хиноны

кроме нафтахинонов
Хлорокин
Хлорфенолы
Холестерин
Холин

141
135
135
175
164
180
252
160, 197
107

Цереброзиды
Цианамида производные
Цианкобаламин
Циклогексиламины

29
239
61
112

Эритромицины
Эстрогены
Этилена производные ненасыщенные
Этинамат
Эфиры азотной кислоты

жирных кислот
карбобензоксиаминокислот
лимонной кислоты

ацетилированные
простые ароматические
сахарозы
сложные

разделение на насыщенные и ненасыщенные
тиофосфорной кислоты

139
131
130
161
99
144
60
204
204
87
270
144
123
147, 191
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