
У С П Е Х И Х И М И И

Т. LIV 1985 Вып.

УДК 543.544 : 543.4 : 547.40

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ МИКРОАНАЛИЗ
ХРОМАТО-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИМИ МЕТОДАМИ

Костюковский Я. Л., Меламед Д. Б.

Рассмотрены химические реакции с участием ряда важнейших функ-
циональных групп, пригодные для получения легко детектируемых соеди-
нений. Обсуждены возможности коуплексного применения химических
реакций, тонкослойной и колоночной жидкостной хроматографии и спект-
рометрических методов для функционального микроанализа органических
веществ.

Библиография — 296 ссылок.

ОГЛАВЛЕНИЕ

I. Введение 338-
II. Основы реакционного хромато-спектрометрического анализа 339·

III. Методы идентификации органических соединений по функциональным группам 341
IV. Заключение 358

I. ВВЕДЕНИЕ

Аналитическая реакционная хроматография включает в себя хими-
ческие методы дериватизации анализируемых веществ, проведение хро-
матографического разделения и детектирование соответствующих про-
изводных. Реакционные методы, существенно расширяющие возможности'
традиционных хроматографических методов, нашли широкое практиче-
ское применение для анализа органических веществ в окружающей сре-
де, промышленном и сельскохозяйственном производстве, медицине, фар-
макологии и т. д. Особенно перспективно применение реакционной хро-
матографии для определения следовых количеств различных соединений
в сложных смесях. Большой интерес реакционная хроматография пред-
ставляет и для функционального анализа.

В последние годы наметились две основные тенденции развития функ-
ционального анализа органических веществ—создание микрометодов·
определения функциональных групп [1—3] и применение таких мето-
дов в комбинации с хроматографическим разделением.

Наиболее детально разработаны и описаны газохроматографические
методы функционального анализа [4—6]. Полученные к настоящему
времени материалы по применению тонкослойной (ТСХ) и колоночной
жидкостной хроматографии в сочетании с различными методами детек-
тирования, в частности, спектрометрическими, пока не систематизирова-
ны и не рассмотрены с точки зрения их пригодности для функциональ-
ного анализа. Возможности таких методов несколько шире, чем газохро-
матографических, так как они позволяют проводить анализ не только·
летучих, но и многих нелетучих, а также недостаточно стабильных со-
единений. Проведение химических реакций для получения легко детек-
тируемых производных в сочетании с высокой разрешающей способ-
ностью ТСХ и колоночной жидкостной хроматографии и с методами
спектрометрии позволяет успешно осуществлять функциональный ана-
лиз органических соединений в количестве до нескольких нанограммов.

В настоящем обзоре рассмотрены химические реакции, применяемые
для дериватизации ряда важных функциональных групп органических
соединений:

—ΝΗ2; >̂ΝΗ; -Ν; - Ν - ; ^>N-NH2; -N=C=O; -NOa; -NG; ^C=O; -COOH;.
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и обобщены основные результаты работ по определению производных с
помощью комбинация ТСХ и колоночной жидкостной хроматографии с
масс-спектрометрией, спектрометрией в ультрафиолетовой и видимой
областях и спектрофлуориметрией.

II. ОСНОВЫ РЕАКЦИОННОГО ХРОМАТО-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКОГО АНАЛИЗА

Для превращения анализируемых веществ в "легко разделяемые и
детектируемые производные предложены многочисленные химические
реакции. Особенно большое число исследований посвящено реакционной
колоночной хроматографии. Эти исследования позволили найти опти-
мальные условия синтеза производных органических соединений различ-
ных классов. При этом химические реакции, применяемые для функцио-
нального анализа в сочетании с хромато-спектрометрическими методами,
могут проводиться как до хроматографического разделения — для пре-
вращения функциональных групп анализируемых веществ в удобные для
разделения и детектирования производные, так и после разделения —
для обнаружения функциональных групп.

Химические реакции должны быть селективными по отношению к
отдельным функциональным группам, однако на практике это требова-
ние часто не выполняется. В связи с этим при анализе сложных образ-
цов для более надежной идентификации применяют несколько реакций.

Для проведения анализа используют две основные схемы: 1) полу-
чение производных, затем их хроматографическое разделение и спект-
рометрическое определение; 2) хроматографическое разделение анализи-
руемых веществ, затем проведение химических реакций и спектрометри-
ческое определение. В зависимости от выбранного пути к реакциям предъ-
являют соответствующие требования. При проведении анализа по пер-
вой схеме для получения производных используют реагенты, которые
взаимодействуют с функциональными группами и образуют с выходом,
близким к количественному, стабильные, хорошо разделяемые и легко
детектируемые вещества [7—10]. Хромато-спектрометрические методы
обычно применяют для производных, интенсивно поглощающих в ульт-
рафиолетовой и видимой областях спектра. С помощью масс-спектро-
метрии, характеризующейся большими идентификационными возможно-
стями, в принципе можно определять любые производные, однако целе-
сообразнее, чтобы они образовывали интенсивные молекулярные и ха-
рактеристические осколочные ионы [П — 15, 19—21].

Обычно производные получают вне хроматографических приборов,
однако возможно проведение дериватизации непосредственно на пла-
стинках для ТСХ или в жидкостном хроматографе. В последнем случае
применяют реакции, протекающие с высокой скоростью. Производные
полифункциональных соединений получают в результате реакций с одной
или несколькими группами, причем последнее предпочтительнее, так как
улучшает избирательность хромато-спектрометрических методов. Дери-
ватизация функциональных групп анализируемых веществ до проведе-
ния жидкостной хроматографии во многих случаях весьма эффективна,
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так как она облегчает не только разделение и детектирование, но и ин-
терпретацию результатов, а также повышает надежность определения.

Согласно второй схеме, анализируемые вещества сначала хромато-
графируют, а затем идентифицируют на пластинках и в элюатах после
превращения с помощью различных химических реакций в легкодетек-
тируемые соединения. Сравнительно просто осуществляется выбор ре-
акций для визуализации анализируемых веществ на пластинках после
ТСХ. К реагентам, применяемым в жидкостных хроматографах, предъяв-
ляются более жесткие требования: высокая скорость взаимодействия,
что особенно важно при работе в непрерывном режиме; избыток реа-
гента не должен мешать детектированию [7, 9, 10]. Следует отметить,
что многие типы современных жидкостных хроматографов снабжены
реакторами для получения легкодетектируемых соединений [7, 9, 10, 16].
Для разделения до дериватизации важен подбор хроматографических
условий с учетом свойств функциональных групп анализируемых ве-
ществ. Так, например, для соединений кислотного или основного харак-
тера часто применяют ионообменную или обращенно-фазную ион-пар-
ную хроматографию [7, 10, 17, 18].

Наиболее надежным методом идентификации разделенных анализи-
руемых соединений или их производных является масс-спектрометрия
[11, 19—21]. После разделения смеси методами ТСХ или колоночной
жидкостной хроматографии элюаты отдельных фракций концентрируют
и затем вводят в масс-спектрометр. В более совершенных приборах ис-
пользуют комбинированные системы, состоящие из газового хроматогра-
фа, масс-спектрометра и ЭВМ. В последнее время разрабатываются так-
же системы, обладающие более широкими аналитическими возможностя-
ми, чем существующие, и включающие жидкостной хроматограф, масс-
спектрометр и ЭВМ [11, 20, 22]. Однако до сих пор такие системы при-
меняли главным образом для исследовательской работы, а также для
подтверждения результатов анализов, выполненных другими методами.
Значительно чаще функциональные группы разделенных веществ иден-
тифицируют с помощью УФ-спектрофотометров или спектрофлуоримет-
ров, а после ТСХ — визуально или с помощью денситометров и других
устройств [7, 9, 10, 18, 23]. Наряду с измерением интенсивностей в спект-
рах поглощения или флуоресценции в сложных случаях рекомендуют
применять детектирование при двух или нескольких длинах волн [24,
25].

Хромато-спектрометрические методы отличаются высокой чувстви-
тельностью; предел детектирования с помощью масс-спектрометров и
флуориметров составляет 10~9—10~12 г (при применении лазеров—до
10~20 г), УФ-спектрофотометров — 10~8—10~* г, по окраске— 10~6—10~7 г
вещества в пробе.

Количественное определение идентифицированных веществ проводят
обычными методами, используемыми в хроматографии и спектрометрии
[7, 9, 11, 18,23,24,26,27].

Успех анализа реакционными хромато-спектрометрическими метода-
ми в значительной степени определяется качеством подготовки проб,
которая является сложной и ответственной стадией. Особенно важное
значение она имеет при определении микроколичеств соединений в ре-
альных объектах, например, в окружающей среде, биологических сре-
дах, пищевых продуктах и др. Это связано с необходимостью извлече-
ния микропримесей из весьма сложных смесей, где концентрации ана-
лизируемых соединений во много раз меньше концентраций других ком-
понентов

В настоящем обзоре нет возможности подробно рассмотреть способы
подготовки проб к анализу и проведения предварительного исследова-
ния. Некоторые данные, касающиеся этих операций, приведены в рабо-
тах [7, 28—32]. Мы остановимся только на некоторых важных деталях, I
которые, по нашему мнению, целесообразно учитывать при проведении *
хромато-спектрометрического анализа. Существенное значение для экс-
тракции анализируемых веществ имеет применение смесей растворите- ]
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лей разной полярности, а также введение в такие смеси противоионов,
облегчающих выделение полярных органических соединений. Представ-
ляет также интерес применение для экстракции методов ионообменной,
гель-проникающей и обращенно-фазной хроматографии [7, 9, 11, 28—
30]. Для выделения летучих веществ целесообразно использовать раз-
личные виды микродистилляции, в частности, при пониженном давле-
нии, из сред с соответствующими значениями рН [7, 9, 29, 30, 32]. Тща-
тельная очистка, как правило, весьма трудоемка и сопряжена с потеря-
ми вещества, что следует учитывать при выборе метода анализа данного
объекта. Применение хромато-спектрометрических методов, предусмат-
ривающих предварительное получение производных в ряде случаев по-
зволяет упростить процедуру очистки экстракта [8—10, 27, 30]. Для по-
вышения воспроизводимости используют одновременный анализ опыт-
ных и контрольных проб, приготовленных из опытных, удалением анали-
зируемых соединений [30, 33].

Большое значение имеет предварительное исследование, которое мо-
жет включать оценку воздействия на анализируемые вещества кислот,
щелочей, окислителей, температуры, а также элементный анализ и опре-
деление спектральных характеристик [3, 13, 34]. Часто имеют дело с
весьма малыми количествами вещества, и поэтому предварительное ис-
следование в широком объеме выполнить не удается. Однако в ходе под-
готовки проб к анализу и проведения предварительного исследования
важно получить информацию, позволяющую сделать предположение о
характере анализируемых веществ.

III. МЕТОДЫ ИДЕНТИФИКАЦИИ ОРГАНИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИИ
ПО ФУНКЦИОНАЛЬНЫМ ГРУППАМ

Достоверность хромато-спектрометрических методов функционально-
го анализа зависит от качества хроматографического разделения. При
определении соединений с низкой молекулярной массой в сложных сме-
сях лучшие результаты получают при хроматографировании их произ-
водных. Например, в случае масс-спектрометрии более эффективен ана-
лиз производных, а не самих соединений [11 —13, 15, 20, 21]. Предло-
жено большое число реагентов, способных вступать в реакции с различ-
ными функциональными группами. В результате этих реакций в молеку-
лу анализируемого вещества вводят достаточно сложную группировку с
ароматическими или гетероциклическими фрагментами, которые усили-
вают поглощение видимого и УФ-света или придают молекуле способ-
ность флуоресцировать. «Защищенные» функциональные группы можно
идентифицировать после проведения соответствующих химических пре-
вращений (например, гидролиза). Соединения, эффективно разделяю-
щиеся методами ТСХ и колоночной жидкостной хроматографии, часто
анализируют непосредственно.

1. Групп,ι-ΝΗ, и /NH

Для получения производных первичных и вторичных аминов предло-
жено большое число реагентов и реакций. Наиболее широко применяют
реакцию ацилирования, которую обычно проводят при повышенных тем-
пературах в присутствии катализаторов — неорганических оснований,
третичных аминов, краун-эфиров и др. В качестве ацилирующих агентов
чаще других используют галогенангидриды ароматических карбоновых
и сульфокислот.

Производные, интенсивно поглощающие в УФ-области, получают при
действии 4-нитро-, 3,5-динитро-, 4-метокси-, 4-диметиламино-, 4-диметил-
амино-3,5-динитробензоилхлоридов, а также 4-бифенил-, 4-(4'-нитрофе-
нилазо) бензол-, 4- (4'-диметиламинофенилазо) бензолкарбонилхлоридов
и др. [7, 8, 10, 14, 35]. Реакции протекают по следующей общей схеме:

Ο2Ν4 Ο 2Ν χ

ο ς + ™ < - ^ о- сО+ H C I

O2N/ O 2 N X \
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Как правило эти процессы идут с выходом, близким к количественному,
полученные амиды стабильны, хорошо экстрагируются органическими
растворителями и имеют коэффициенты поглощения в УФ-области око-
ло 14 000 [8, 10, 14]. Смеси амидов легко разделяются с помощью ТСХ
и колоночной жидкостной хроматографии. Для их разделения предло-
жены многочисленные неподвижные фазы и системы растворителей.
Кроме УФ-спектрометрии, детектирование может осуществляться по
окраске, а также с помощью масс-спектрометра [8, 9, 14, 18, 21, 23, 26,
29, 35, 36]. Чувствительность определения ди- и полинитробензамидов
может быть существенно повышена путем обработки их щелочью и аце-
тоном (реакция Яновского), в результате чего образуются интенсивно
окрашенные соединения [38].

Ряд производных, поглощающих в УФ-области, получают по реакции
с галогенангидридами ароматических сульфокислот: 4-метил-, 4-иод-,
4-диметиламино-, 4- (фенилазо) -, 4- (4'-Ы,]Ч-диметиламинофенилазо) бен-
золсульфохлорида и др. [8, 10, 14, 21]. Схему реакции можно предста-
вить в виде:

R-^~^-SO,Cl + NH/ — ~ - R - ^ ^ ) - S O 2 - N / + НС1

Замещенные сульфамиды образуются также при действии тринитробен-
золсульфокислоты [37, 39]. Как правило, сульфамиды поглощают УФ-
излучение несколько слабее, чем соответствующие бензамиды [10].

Соединения, имеющие —NH2- и ^NH-группы, образуют производ-
ные при взаимодействии с 1-диалкил(С1—

1С5)аминонафталин-5-сульфо-
хлоридами, Ы-метил-2-анилинонафталин-6-сульфохлоридом (мансилхло-
ридом), 2-л-хлорсульфофенил-З-фенилиндоном (дисилхлоридом), 4-(1-
окси-З-фенилинден-2-ил) бензолсульфохлоридом, 1,3-нафтоиленбензими-
дазол-6-сульфохлоридом [7, 10, 14, 27, 40]. Разделение смесей сульфа-
мидов проводят методами ТСХ и колоночной жидкостной хроматогра-
фии с применением большого числа различных неподвижных фаз и элю-
ентов, а детектирование — по флуоресценции, окраске, поглощению в
УФ-области, а также масс-спектрометрически [14, 18, 26, 27, 36, 41 —
43]. Наиболее широкое применение получили реакции с 1-диметилами-
нонафталин-5-сульфохлоридом (дансилхлоридом), который использует-
ся для идентификации первичных и вторичных аминов, аминокислот
(АК), аминофенолов и фенолов [10, 14, 27, 44]. Нами показано, что дан-
силхлорид может быть применен и для определения ненасыщенных ами-
нов [44]. Основное преимущество дансиламидов по сравнению с други-
ми сульфамидами состоит в легкости разделения и идентификации про-
изводных. Условия определения дансиламидов приведены в [12, 14, 18,
21.27, 42, 43,45].

Для получения производных применяют и другие соединения, имею-
щие достаточно подвижный атом галогена, в частности, 2,4-динитрофтор- {
бензол, 2,4-динитрохлорбензол, 2,4-динитро-5-фторанилин, 7-фтор- и 7- j
хлор-4-нитробензо-2-окса-1,3-диазол (НБД-хлорид) и др. [8, 10, 14, 15, I
33, 46, 47]. Среди этих соединений наибольшее практическое применение j
получил 2,4-динитрофторбензол, образующий производные, которые по- !
глощают в УФ-области и легко разделяются в различных хроматогра- !
фических условиях:

/NO2

ΗΝ/

Для подтверждения результатов анализа применяют метод масс-спек-
трометрии [8, 14, 26, 37, 48].

Широко применяется и НБД-хлорид, который образует флуоресци-
рующие НБД-амины, интенсивно поглощающие в видимой и УФ-обла-
стях спектра [8, 14, 33, 49, 50]. Различные амины и аминокислоты дают
производные, окрашенные в желтый, оранжевый или красный цвет, что
может служить дополнительным идентификационным признаком [33, 49,
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.50]. Смеси НБД-аминов легко разделяются с помощью ТСХ и колоноч-
ной жидкостной хроматографии и идентифицируются по флуоресценции,
окраске, поглощению света в УФ-области или масс-спектрометрически
[15, 26, 33, 51 -—55]. Нами показано, что по ряду характеристик, в част-
ности по высокой селективности определения и стабильности производ-
ных, НБД-хлорид превосходит дансилхлорид [27, 55].

К соединениям с подвижным атомом галогена относится и 2,4-динит-
робензолсульфенилхлорид, который образует производные, поглощаю-
щие в УФ-области:

/NO 2

HC1

Эти производные разделяют с помощью ТСХ, например, на силикагеле
или силуфоле в системе бензол — циклогексан — хлороформ—этанол
|35, 56].

Для получения производных по —NH2- и у NH-группам предложен

также ряд других реагентов, например, 9-флуоренилметилхлорформиат,
дающий флуоресцирующие соединения, М-(хлорметил)фталимид и N-
(хлорметил)изатин, образующие вещества, способные поглощать УФ-

язлученис, однако они применяются крайне редко [8, 57, 58].
Большая группа замещенных изо- и изотиоцианатов образует произ-

водные с аминами. Это фенил- и 4-(-6-метилбензотиазол-2-ил)фенилизо-
тиоцианаты, фенил-, нафтил-, 4-фенилазобензоилтиоцианаты и др. [7, 8,
18, 21, 34, 35]. Наиболее часто их используют для идентификации АК;

в результате реакции образуются тиогидантоины:
R-HC- С=О

I I
C aH5-NCS + NH 2 -CH-COOH - HNN . N - C e H 5

R II

s
Эти соединения легко разделяют методами ТСХ и колоночной жид-

костной хроматографии и определяют по поглощению в УФ-свете. Ре-
зультаты анализа подтверждают масс-спектрометрически [10, 26, 59—
61].

Аминогруппы можно идентифицировать также по образованию флуо-
ресцирующих соединений с флуоресцеин-, 9-акридил-, 4-диметиламино-1-
нафталилизотиоцианатами или с 4-(6-метилбензотиазол-2-ил)фенилизо-
цианатом, а также с 2-(4-изотиоцианатофенил)-3-фенилиндоном [7, 10,
.14,27, 62].

Амины, особенно первичные, энергично взаимодействуют с реагента-
ми, содержащими карбонильную группу, например, с 4-диметиламино- и
2,4-динитробензальдегидами или с салициловым альдегидом [8, 35, 38]:

Η

Ч ° н Чон
Образующиеся азометины дают с дифенилборным ангидридом комплек-
сы, легко разделяемые методом ТСХ [10, 63]. Наиболее часто применя-
ется о-фталевый альдегид (о-ФА), который в присутствии некоторых тио-
соединений, например, монотиогликоля образует флуоресцирующие цик-
лические соединения, легко разделяющиеся хроматографически [10, 27,
.51, 64—67]:

О
II
—Η j?\ /?^\С^2—СН2—ОН

| | + H 2 N - + HOCH2CH2SH -2?-~* | | N -

\ / \ с _ н \ / \ /

II
о
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Представляет интерес идентификация первичных аминогрупп и АК.
с помощью 4-фенил-сяыро [фуран-2,ЗН-1 -фталан) -3,3'-диона (флурама)
[10, 14, 27, 35, 68, 69]:

Образующиеся интенсивно флуоресцирующие соединения хорошо разде-
ляются с помощью ТСХ и колоночной жидкостной хроматографии [10,,
14, 27,35,68,69].

Флурам и о-ФА могут служить реагентами для дериватизации вто-
ричных аминов после их превращения в первичные, например, путем об-
работки NaOCl и 2,2'-тиодигликолем '.

Существенный интерес представляют хромато-спектрометрические
методы функционального анализа соединений, которые после проведе-
ния соответствующих реакций превращаются в вещества, имеющие

—NH2- или /NH-группы. Среди них следует отметить пестициды, ле-
карственные средства, токсичные и канцерогенные соединения [7, 9, 10,
18, 27, 30, 54]. Так, например, разработаны методы превращения канце-
рогенных нитрозаминов в соответствующие вторичные амины с иденти-
фикацией последних в виде дансиламидов или НБД-аминов [33, 42, 49,
55]. Показано, что эти производные пригодны для обнаружения нитро-
заминов в объектах окружающей среды методом хромато-масс-спектро-
метрического анализа [15, 45, 55, 70].

Хроматографическое разделение до дериватизации наиболее пер-
спективно при функциональном анализе АК, ароматических и гетероцик-
лических аминов. Обычно ТСХ аминокислот проводят на силикагеле,
оксиде алюминия, целлюлозе, полиамиде, ионообменных смолах (напри-
мер, фикцион, дауэкс) в различных системах с добавками фенолов, орга-
нических кислот и аммиака [23, 26, 50, 71—76]. Некоторые алифатиче-
ские амины и АК хорошо разделяются методом высокоэффективной
ТСХ на химически связанных фазах типа RP-18 [73, 77, 78].

Ароматические амины разделяют в тонком слое силикагеля, оксида
алюминия, полиамида, целлюлозы, а также на ионообменных смолах и
силикагеле, импрегнированном фенолами, оксалатами, ацетатами, суль-
фатами, хлоридами, поверхностно-активными веществами с использова-
нием различных систем растворителей [23, 26, 71—74, 79, 80]. В работах
[26, 79] изучена зависимость хроматографической подвижности аминов1

от их строения.
Для обнаружения соединений, имеющих—NH2- и /NH-группы, на

пластинках или в элюатах предложено большое число реагентов, как
универсальных (иод, КМпО4, К2Сг207, фосфорномолибденовая и фосфор-
новольфрамовая кислоты, H2SO4, SbCl3, SbCl5, рН-индикаторы и др.), так
и обладающих относительной специфичностью. Из последних достаточно
часто применяют растворы нингидрина, флурама, о-ФА, НБД-хлорида,
Са(ОС1)2 в сочетании с KI, смесью ацетилацетона с формальдегидом и
др. [14,26,27, 53, 73-75,78].

Ароматические амины можно также определять, используя следую-
щие реакции: сочетание с диазотированной сульфаниловой кислотой, 4-
нитроанилином и др.; диазотирование с последующим сочетанием, на-
пример, с фенолами; взаимодействие с 4-диметиламинобензойным и ко-

1 См. Himuro A. Anal. Chem. Acta, 1983, ν. 147, p. 317.
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ричным альдегидами. Для детектирования применяют метод УФ-спект-
рофотометрии [18, 26, 38, 71, 78, 81]. Некоторые ароматические и гете-
роциклические амины обладают собственной флуоресценцией [53, 82].

Ионообменную жидкостную хроматографию чаще применяют для раз-
деления АК, реже —для алифатических аминов. В связи с важным био-
логическим значением АК созданы автоматические и полуавтоматиче-
ские АК-анализаторы, которые пригодны и для определения некоторых
других аминосоединений — моно-, ди- и полиаминов2. Обычно в качестве
неподвижных фаз используют амберлиты, апинексы, биорекс, сефадек-
сы, партисил SCX и др.; элюентами служат различные буферные систе-
мы. Элюаты обрабатывают нингидрином, о-ФА, флурамом, НБД-хлори-
дом и др., затем либо фиксируют окраску, либо проводят спектрофото-
метрический или спектрофлуориметрический анализы [9, 10, 27, 83—85].
В последнее время для анализа АК и алифатических аминов применяют
метод высокоэффективной жидкостной хроматографии (обычно обра-
щенно-фазной) на лихросорбе RP-18, пермафазе ODS, зорбаксе С8 или
ODS, μ-бондапаке С18 и др. с водно-спиртовыми смесями, часто содержа-
щими противоионы; добавка последних улучшает разделение АК [10, 17,
18, 76, 85—90]. Для дериватизации разделенных веществ чаще других
используют нингидрин и о-ФА, а образовавшиеся производные опреде-
ляют с помощью УФ- или флуоресцентных детекторов3.

Значительное количество исследований посвящено разделению арома-
тических аминов методом высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии. Предложены различные неподвижные фазы и элюенты; для обна-
ружения аминов применяют УФ-детекторы [7,10,81,91—94]. Кроме того,
для детектирования ароматических аминов после их разделения приме-
няют масс-спектрометрические методы [13, 20, 95, 96].

Анализ амидов, как правило, проводят после превращения их в соот-
ветствующие амины. В принципе для обнаружения амидов после разде-
ления можно использовать реакцию образования гидроксамовых кислот
[23,38].

Большое количество химических реакций, предложенных для дерива-
тизации первичных и вторичных аминов позволяет, по нашему мнению,
относительно легко выбрать оптимальный вариант для анализа различ-
ных объектов. Во многих случаях целесообразно получать флуоресцирую-
щие производные и разделять их с помощью ТСХ, такой простой способ
дает возможность проводить высокочувствительную идентификацию этих
функциональных групп.

\ \ +
2. Группы — N и — N —

/ /
Хромато-спектрометрический анализ этих групп разработан пока не-

достаточно. Некоторые третичные амины определяют в виде производ-
ных, образующихся при взаимодействии с пентафторбензил- или 2-наф-
тилхлорформиатом [10, 97]:

Вероятно, промежуточной стадией этой реакции является деалкилиро-
вание аминов; если это действительно так, то реакция может быть при-
менена для получения ряда производных и из вторичных аминов.

Для разделения третичных аминов используют ТСХ на силикагеле,
оксиде алюминия и других сорбентах. Системы растворителей, как пра-
вило, содержат аммиак и дихлорэтан. Визуализацию разделенных со-
единений проводят путем их обработки реактивом Драгендорфа, K2PtCl6,
хлоранилом, тетранитрометаном, тетрацианхинондиметаном, тетрациан-

2 См. Sauem N.. Ronald Ε. .1. Chromatogr., 1983, ν. 256, p. 313.
3 См. Cunico R., Schlabach T. J. Chromatogr., 1983, v. 266, p. 461; Simpson R. J. Chro-

matogr., 1983, v. 261, p. 407.
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этиленом и др. [2, 3, 14, 26, 98, 99]. В случае тетрацианэтилена реакция
Бротекает по схеме:

R2NC6H5 + (Ν = С)2 С=С (С = N)2 -» HCN + (Ν = С), С=С (С = Ν)

C6H4NR2

Особенность разделения третичных аминов методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии состоит в использовании подвижных
•фаз, содержащих противоионы, например, 9,10-диметоксиантрацен-2-
сульфоната или акридон-2-сульфоната [9, 10, 18, 100, 101].

Соединения с группами - ^ Ν — разделяют с помощью ТСХ на сили-

кагеле, оксиде алюминия, целлюлозе, используя подвижные фазы, содер-
жащие, как правило, соляную, уксусную, лимонную и другие кислоты.
Для визуализации пластинку обрабатывают реактивом Драгендорфа
HflHK»PtCl, [3,23, 102-104].

Четвертичные аммониевые соединения хроматографируют на ионооб-
менных смолах, например, партисиле SCX, амберлите CG-50, циокарте
226, с элюентами, содержащими противоионы типа нафталин- или ант-
рацен-2-сульфонатов [9, 85, 105—107].

Эффективное разделение этих веществ, в том числе длинноцепочеч-
ных, достигается с помощью метода высокоэффективной жидкостной
хроматографии на нуклеосиле-5 N ( C H 3 ) 2 с системой гексан — хлоро-
форм — этилацетат в качестве растворителя или на нуклеосиле CN с вод-
ным раствором метанола, содержащим я-толуолсульфокислоту 4.

3. rpynna^N—NH 2

Для анализа соединений, содержащих эту группу (алкил- и арилгид-
•разинов, гидразидов кислот и др.) с помощью хромато-спектрометриче-
ских методов использовано получение нескольких достаточно стабильных
и хорошо разделяемых соединений. Так, реакция гидразинов с 5-нитро-
2-оксибензальдегидом протекает по схеме [8, 10, 21, 38]:

Алкилгидразины образуют с ацетилацетоном производные пиразоло-
иа [8, 10,21]:

С Н з — С — С Н 2 — С — С Н 3 — Η Ν — Ν Η 2 » s jj—CH3

[| II + II I
О О / \ N

Н3С \ N /
I

Легкость взаимодействия J)N—NH2-rpynnbi с карбонильными соеди-
нениями используют для ее идентификации с помощью других альдеги-
дов и кетонов. Разделение гидразинов до дериватизации проводят глав-
ным образом методом высокоэффективной жидкостной хроматографии
на фазах типа μ-бондапак С18 или аминекс с различными элюентами
.[18, 108, 109].

4. Группа—N = C = O

Как уже упоминалось, изоцианаты образуют с аминами производные,
эта же реакция используется при идентификации изоцианатов. Как пра-
вило, для этой цели применяют 9-(N-метиламинометил) антрацен и N-
метил-1-нафталинметиламин [110, 111]:

4 См. Kudon Μ. J. Chromatogr., 1983, ν. 261, p. 293.



CH2NHCH3

О СН3

-j N=C=O -^ -NH-C-N-CH 2--/ j>

\_v
Среди других реагентов на изоцианаты прежде всего следует назвать
1Ч;-4-нитробензил-г>[-алкиламины. аминофенолы, 1-(2-пиридил)- и 1-(2-
метоксифенил)пиперазины, которые образуют производные, интенсивно
поглощающие в УФ-области [112—116].

Ароматические изоцианаты взаимодействуют со спиртами по схеме:

Аг—N=C=O + ROH -* Ar—NH—C<
XOR

Образующиеся производные легко разделяются хроматографически; за-
тем их идентифицируют методом УФ-спектрофотометрии [ПО, 112—116].

Обнаружение групп — N = C = O возможно и после разделения, на-
пример, с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии на
μ-бондапаке С18 или лихросорбе RP-18 с использованием подвижных
фаз, состоящих из ацетонитрила или метанола и воды; детектирование
проводят методами УФ- или ИК-спектроскопии [2, 10, 21].

Изоцианаты, а также изотиоцианаты могут быть идентифицированы
хромато-спектрометрически после их гидролиза в соответствующие ами-
ны.

5. Группы — N O 2 и —NO

Для анализа нитросоединений предложены хромато-спектрометриче-
ские методы, основанные на предварительном разделении с помощью
ТСХ или высокоэффективной ТСХ на силикагелях марок RP-2 и RP-18,
ацетилцеллюлозе и др. В состав систем растворителей обычно входят ме-
танол, этанол и ацетонитрил [26, 117, 120]. Наличие NO2-rpynnbi обус-
ловливает достаточно интенсивное поглощение в УФ-свете, что исполь-
зуется для обнаружения нитросоединений на хроматографических пла-
стинках или в элюатах.

Ароматические ди- и полинитросоединения визуализируют по реак-
ции Яновского, а также действием Ν,Ν-диэтиланилина или Na2SO4

1117—119]. Разделение нитросоединений проводят, например, методом
обращенно-фазной жидкостной хроматографии на лихросорбе RP-18
или RP-8 с использованием в качестве подвижной фазы водных раство-
ров спирта или ацетонитрила; для идентификации применяют УФ-детек-
торы [91, 120, 121]. Результаты анализа обычно подтверждают масс-
спектрометрически [122, 123].

Исследования, посвященные идентификации NO-группы с помощью
хроматоспектрометрических методов, немногочисленны. Различные N-
нитрозамины предложено определять после их денитрозирования по об-
разовавшимся нитрит-иону и аминогруппе [33, 42, 55]. При действии
окислителей или восстановителей нитрозосоединения можно превратить в
нитросоединения или в гидразины соответственно.

6. Группа^>С = О

Наибольшее внимание уделяют получению производных карбониль-
ьых соединений при действии на них гидразинов, в частности, фенилгид-
разина и его замещенных [8—10, 21, 35, 124]:

O a N - / ~у~NH-NH2 + Х С = О ^ 2 ^ ^ ) ^

Аналогично реагируют азобензол-4-карбоксилгидразин и реактив Жи-
рар да [10, 35] :
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ci-
NH-NHJ

При применении дансил-, мансил- и НБД-гидразинов, 2-фенилацетил-
1,3-индандион-1-гидразина, изоникотинилгидразина и др. получают ин-
тенсивно флуоресцирующие гидразоны [7, 10, 21, 54, 125, 126]. Сорбен-
тами для ТСХ гидразонов служат силикагель, оксид алюминия и целлю-
лоза [3, 26, 127, 128]. Обнаруживают эти соединения по окраске, по флу-
оресценции или поглощению в УФ-области [26, 124, 126—128]. Гидразо-
ны разделяют также методом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии и идентифицируют с помощью УФ- или флуоресцентных детекто-
ров [10, 126, 129—133]. Хорошие результаты получают, например, при
использовании зорбакса ODS и смеси ацетонитрила с водой5.

Производные карбонильных соединений, поглощающие в УФ-области,
получают конденсацией с замещенными гидроксиламина и семикарбази-
на, например, с 4-нитробензилоксиамином [10, 13, 21]:

-CH2-ONH2 + \С=О -^Ο2Ν-<ς \-CHaON=C/ + Н2О

Условия хроматографического разделения оксимов и семикарбазоноа
описаны в [9, 21, 26, 35, 134, 135]. Масс-спектры многих гидразонов и ок-
симов весьма удобны для идентификации этих соединений [10, 21, 126,
134, 136].

Альдегиды легко реагируют с первичными аминами, например, с Ν,Ν-
диметиламино-1,4-, 1,3- и 1,2-фенилендиаминами, этилендиамином, ами-
нопиперидином и др. [8, 35, 124, 137]. Эти реагенты представляют прак-
ческий интерес с точки зрения функционального анализа альдегидов,
так как образующиеся основания Шиффа интенсивно окрашены и погло-
щают в УФ-области спектра. Ароматические альдегиды реагируют сле-
дующим образом:

(CH3)2N-/3-NH* + О " < н S<CH.),N-<3-N=C-CI> + Нг°
Η

α-Дикарбонильные соединения, а также α-кетокислоты образуют с
1,2-фенилендиамином флуоресцирующие хиноксазолоны [8, 138—140].
Как основания Шиффа, так и хиноксазалоны хорошо разделяются хро-
матографическими методами [35, 137—140]. Альдегиды, в отличие от
кетонов, взаимодействуют с 5,5-диметилгидрорезорцином (димедоном),,
давая окрашенные соединения, разделение которых проводят с помощью
ТСХ [13, 35, 141, 142]. Идентификацию α-оксометиленовой группы про-
водят по образованию флуоресцирующих соединений в результате ре-
акции с N-метилникотинамидхлоридом. Продукты разделяют в тонком
слое или методом колоночной хроматографии [9, 10, 143]. Алифатиче-
ские альдегиды при взаимодействии с ацетилацетоном и первичными
аминами или аммиаком образуют флуоресцирующие лутидины [26, 27,
53, 144].

Разделение веществ, содержащих карбонильную группу, до деривати-
зации проводят с помощью ТСХ на силикагеле, оксиде алюминия и цел-
люлозе с использованием систем растворителей, как правило, существен-
но отличающихся по полярности. Для визуализации применяют универ-
сальные или относительно специфичные реагенты, например, о-аминоби-
фенил и другие ароматические амины [26, 32, 135, 145].

Разделение карбонильных соединений методом нормально- и обра-
щенно-фазной жидкостной хроматографии, проводимое на различных не-
подвижных фазах, дает хорошие результаты. В этом случае обнаруже-
ние проводят УФ-детекторами или (после обработки элюента о-фенил-
фенолом, N-метилникотинамидхлоридом и др.) флуоресцентным детекто-
ром [9, 131, 135, 143, 146, 147]. Результаты определений подтверждают
масс-спектрометрически [11, 13, 136, 148].

5 См. Slavin §. J, Liq. Chrornatogr., 1983, ν. 6, p. 425,

348



Для определения веществ, содержащих группу у С—= 0, чаще дру-
гих применяют метод их дериватизации с последующим детектировани-
ем по поглощению в УФ-области или по окраске. По нашему мнению,
незаслуженно редко используют флуоресцирующие производные, приме-
нение которых резко повышает чувствительность определения. Возмож-
но, это объясняется недостаточной доступностью реагентов, необходимых
для получения таких производных.

7. Группы —СООН и —COOR

Для получения производных по карбоксильной группе часто приме-
няют фенацилгалогениды, например, 4-бром-, 4-метокси-, 4-нитро-, 4-фе-
нилазо-, Ν,Ν-диметиламинобензолазофенацилбромиды:

О О О

х-<̂  У~с\ + н°-с- - ^ х-/ \-с-сн2-о-с - +нвг
4 СН2Вг ^

Фенациловые эфиры интенсивно поглощают в УФ-области (коэффи-
циент поглощения составляет ~ 18 000) [7—9, 10, 35, 135, 149, 150], а
нафтациловые эфиры, образующиеся при действии на соединения с кар-
боксильной группой 2-нафтацилбромида и 1-бромацетилпи,рена—флуо-
ресцируют [10, 151, 152]. Для ТСХ этих производных применяют сили-
кагель, лихросорб RP-18, в системах бензол — этилацетат, диметилфор-
мамид — вода и ряд других [26, 135, 150, 153]. Для разделения приме-
няют жидкостную хроматографию, например, обращенно-фазную на μ-
бондаиаке С(8, μ-порасиле С18, лихросорбе RP-18, радиалпаке АС)8 мето-
дом градиентного элюирования. Обнаружение проводят с помощью масс-
спектрометров и флуоресцентных или УФ-детекторов [151, 152, 154—
160].

Заслуживает внимания УФ-спектрофотометрическая идентификация
карбоксильных групп путем превращения кислот, в том числе длинноце-
почечных, в бензиловые и нитробензиловые эфиры. Для этой цели при-
меняют соответствующие бромиды, а также 4-нитробензил-З-л-толил-
триазин или /г-нитробензил-Ы,1Ч'-диизопропилизомочевину [7, 8, 10, 135,
149].

/ = .NCH(CH3)2

^ — г \NHCH (СН3)2

Такие эфиры стабильны и хорошо разделяются с помощью ТСХ или ко-
.лоночной хроматографии на самых разнообразных фазах [9, 18, 26, 135,
149].

Флуоресцирующие эфиры, представляющие интерес для идентифика-
ции карбоксильной группы, можно получить в результате реакции с
хлорметилизатином или хлорметилантраценом, 1\[-(хлорметил)- и N-
(хлорметил-4-нитро)фталимидами, 4-бромметил-7,8-бензокумарином,
4-бромметил-7-ацетокси- и 4-бромметил-7-метоксикумаринами [8, 54, 58,
138, 161-166]:

Ч
I I

Н2СВг Н 2 С - О - С -
II

о
В [54, 162—168] приведены условия разделения этих эфиров различ-

ными методами, в том числе жидкостной хроматографией на партисиле
С 1 8 или нуклеосиле 10 Ci8 с градиентным элюированием в водном раство-
ре метанола.
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Флуоресцирующие производные кислот получают также действием,
дифенил-, 1-нафтил-, 1-(4-бифенил)-или 9-антрилдиазометанов:

О

+ _ и
CH=N=N С Н 2 - О - С -

/\А/\ о
>

Образующиеся соединения разделяют с помощью метода жидкостной
хроматографии, например, обращенно-фазной, используя для идентифи-
кации флуоресцентный или УФ-детекторы [7, 169—172].

В работе [173] в качестве реагента на карбоксильную группу предло-
жен 9-(оксиметил) антрацен, который образует флуоресцирующие эфиры,
легко разделяемые хроматографически.

Способность карбоновых кислот взаимодействовать с аминами, в ча-
стности, с 1-нафталамином, л-аминофенолом и 9, 10-диаминофенантре-
ном, с образованием амидов использована в работах [174, 175]. Разде-
ление проводили методом жидкостной хроматографии на μ-бондапаке
С18 или нуклеосиле C l s с элюированием водным раствором метанола и
последующим определением с помощью флуоресцентных или УФ-детек-
торов. Соединения с группами —СООН и —COOR образуют с гидрокси-
ламином гидраксамовые кислоты, которые хорошо разделяются и легко'
идентифицируются с помощью колориметрической реакции с солями
трехвалентного железа [1,2, 26, 38].

В ряде работ описаны производные, полученные из полифункциональ-
ных соединений, имеющих карбоксильную группу. Так, а-кетокислоты
взаимодействуют с 2,4-динитрофенилгидразином [7—9, 26, 153, 176], о-
фенилендиамином [8, 10, 138—140, 177], N-метилникотинамидхлоридом
L9, 10, 143]. Некоторые оксикислоты образуют с резорцином и 2-нафто-
лом флуоресцирующие соединения [27, 53, 138].

Большое количество работ посвящено хроматографическому разде-
лению веществ, содержащих группы —СООН и —COOR до дериватиза-
ции. Низкомолекуляриые кислоты разделяют методом ТСХ на силикаге-
ле, оксиде алюминия, полиамиде, целлюлозе, крахмале и других сорбен-
тах с использованием систем растворителей, как правило, содержащих
спирты, эфиры и основания—аммиак, диэтиламин и т. п. [26, 80, 153,
178—182]. Длинноцепочечные кислоты обычно разделяют на силикагеле,
пропитанном ундеканом или додеканом, с системами растворителей, со-
держащими ацетонитрил, диметилформамид, муравьиную и уксусную
кислоты [26, 80, 153]. Аналогично проводят разделение в тонком слое
эфиров насыщенных карбоновых кислот [26, 153, 180, 183, 184]. Насы-
щенные кислоты легко отделяются от ненасыщенных с помощью ТСХ на
силикагеле, импрегнированном Ag+ [18,26, 182].

Для разделения ароматических кислот применяют силикагель или'
оксид алюминия с различными системами растворителей, которые часта
содержат метанол, муравьиную и уксусную кислоты, аммиак и др. [26,
80, 185]. Для разделения п-, м- и о-замещенных ароматических кислот
методом ТСХ применяют полиамид с водными растворами а-циклодек-
стринов [186].

Ди- и поликислоты часто разделяют на немодифицированном силика-
геле, однако лучшие результаты получены при использовании силикаге-
ля или кизельгура, пропитанных полиэтиленгликолями, с системами, в·
состав которых входят спирты, тетрагидрофуран, муравьиная и уксус-
ная кислоты, аммиак [3, 26, 153, 188].

Для определения кислот после проведения ТСХ предложено много
различных реагентов, однако чаще других применяют универсальные —
иод, рН-индикаторы, фосфорномолибденовую кислоту и др. [26, 153, 178,
!80, 184, 185]. Ди- и поликислоты образуют с солями Си2+ окрашенные
комплексные соединения, а с дициклогексилкарбодиимидом — флуорес-
цирующие производные [187, 188].
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Разделение кислот проводят методом обращенно-фазной колоночной
жидкостной хроматографии с использованием противоионов [7, 17, 146,
157, 182, 189—194]. Применяют и другие виды хроматографии, в частно-
сти, ионообменную; описаны различные варианты проведения анализов
[16,31, 182, 195-203].

Эфиры предельных кислот чаще всего разделяют методом обращен-
ко-фазной жидкостной хроматографии, например, на лихросорбе RP-18
или бондапаке С18; подвижной фазой служат водные растворы метанола
или ацетонитрила [9, 18, 182, 194, 204].

Ненасыщенные кислоты хроматографируют на корасиле П, порасиле
А, партисиле 10 или 20, сферисорбе 5W и других сорбентах, содержащих
2—5% Ag+/Азотнокислое серебро вводят и в подвижные фазы, применяя
смеси органических растворителей с водой [9, 18, 205—207].

Условия проведения колоночной жидкостной хроматографии поли-
карбоновых кислот определены в [18, 91, 157, 182, 197, 203]. Обнаруже-
ние кислот после разделения, как правило, не представляет больших
труднвстей. С этой целью используют их способность поглощать в ИК-
и коротковолновой УФ-областях спектра, причем коротковолновое по-
глощение наиболее эффективно для ароматических кислот [18, 91, 189,
190, 199, 202, 205, 206, 208]. Некоторые кислоты предложено определять
путем обработки элюатов о-нитрофенолом, солями Се4+ и др. [7—10, 18,
182]. Анализ сложных образцов успешно проводят методом хромато-
масс-спектрометрии с использованием для разделения колоночной жид-
костной хроматографии [11, 13, 136, 148, 209, 210].

Нам представляется, что для определения веществ, содержащих
группы —СООН, в зависимости от объекта исследования с равным успе-
хом могут использоваться обе схемы хромато-спектрометрического ана-
лиза.

о о о о о о
/ I! II / II I!

8. Группы—С , —С—О—С—, —С и —С—О—О—С—
Х С ! ООН

Ангидриды и галогенангидриды определяют теми же методами, что
и кислоты, после превращения в соответствующие производные или в
кислоты. Некоторые из этих соединений при взаимодействии с л-диме-
тиламинобензальдегидом и Ν,Ν-диметиланилином на силикагеле обра-
зуют фенилметановые красители [211].

Гидропероксиды и пероксиды можно идентифицировать после их вос-
становления до кислот. Предложены хромато-спектрометрические мето-
ды анализа этих соединений и без дериватизации с помощью нормально-
или обращенно-фазной ТСХ и определения по поглощению в УФ-области
[18,26,212-215].

Так, например, гидропероксиды изомеров линолевой кислоты хорошо
разделяются на сферисорбе Si 60 с использованием системы этанол —
гексан". Чувствительность анализа можно повысить путем добавления к
элюентам иодида натрия или ароматических моно- и диаминов [9, 215,
216].

В работе [18] описано применение метода колоночной жидкостной
хроматографии гидропероксидов после их превращения в эфиры.

\
9. Группы—С—ОН

/
Наиболее подробно исследовано взаимодействие спиртов с 4-метокси-,

4-метилтио-, 4-нитро- и 3,5-динитробензоилхлоридами, протекающее по
схеме [2, 7-10, 32, 35, 135, 217]:

• См. Koskas J. J. Chromatogr., 1983, ν. 258, p. 280.
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<v9—' " x O2N/
Образующиеся эфиры более стабильны, чем соответствующие амиды.

Окрашенные и интенсивно поглощающие в УФ-области эфиры (коэф-
фициент поглощения ~ 14 000), пригодные для идентификации спиртов,
получают действием 4-(4'-нитрофенилазо) бензол- и 4-(4'-диметиламино-
фенилазо)бензолкарбонилхлоридов; разделение проводят с помощью
ТСХ, как правило, на силикагеле, а также на крахмале, целлюлозе, таль-
ке с различными системами растворителей [26, 32, 218]. Для разделения
эфиров широко применяют также обращенно-фазную жидкостную хрома-
тографию на μ-бондапаке С18, лихросорбе RP-18 и др.; элюирование
проводят водными растворами спиртов, а детектирование — с помощью
масс-спектрометров и УФ-спектрофотометров [7—10, 135, 219].

Сульфохлориды, за исключением 4-иодбензолсульфохлорида и дисил-
хлорида, применяют для получения производных спиртов редко. Дисил-
хлорид образует интенсивно флуоресцирующие эфиры [9, 21, 40, 220,
221].

Спирты взаимодействуют и с другими соединениями, содержащими
достаточно подвижный атом галогена, например, с 2,4-динитрофторбен-
золом, 2,4-динитробензолсульфенхлоридом и трифенилхлорметаном(три-
тилхлоридом) [2, 35, 135, 222]. В последнем случае реакция протекает
следующим образом:

(С6Н5)3С-С1 Л С-ОН — ~ - ^ (СвН5)3С-О-С Ь НС1
/ \

Отметим, что эфиры такого типа, в отличие от соответствующих про-
изводных аминов, не растворимы в кислотах [10].

Флуоресцирующие производные, пригодные для идентификации, пер-
вичные спирты образуют с 1-этокси-4-(дихлор-5-триазинил)нафталином,
в молекуле которого также имеется подвижный галоген [7, 10].

На взаимодействии спиртов с изоцианатами основано получение до-
статочно стабильных эфиров, которые в зависимости от выбранного реа-
гента поглощают УФ-излучение или флуоресцируют. Описано получение
таких производных с фенил-, о-нитрофенил-, n-толуолсульфо-, 1-нафтил-,
антранил-, 4(6-метилбензотиазол-2-ил)фенилизоцианатами [2, 13, 35,
62,223]:

N-C=O NH-C^ /
I I X O - C -

Разделение этих эфиров проводят с помощью ТСХ на силикагеле,
MNSilG, лихросорбе RP-18 и других сорбентах в различных системах
растворителей [26, 62, 223, 224]. Хорошее разделение достигается при
использовании метода обращенно-фазной колоночной жидкостной хро-
матографии на лихросорбе RP-18 и силикагеле С18 с градиентным элюи-
рованием смесями ацетонитрила и метанола с водой; определение про-
водят флуоресцентным или УФ-детектором [9, 35, 62, 223]. В работах
19, 18, 225] описано разделение тех же эфиров методом нормально-
фазной хроматографии. Интересная схема анализа предложена в [3,
266]. При взаимодействии спиртов С4—С6 с сероуглеродом и едким кали
образуются алкилксантаны, которые разделяют в тонком слое микроцел-
люлозы в системе бутанол—вода—аммиак и идентифицируют методом
УФ-спектрофотометрии.

Соединения, содержащие группировку - С Н ( О Н ) - С Н ( О Н ) — иденти-
фицируют по образованию окрашенных циклических производных с аль-
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дегидами и флуоресцирующих производных — с нафталин- и фенантрен-
борными кислотами [177, 227].

Для ряда алифатических спиртов применяют хроматографическое
разделение до дериватизации методом ТСХ. Сорбентами для разделения
низших спиртов служат — силикагель, оксид алюминия, целлюлоза, а
высших —силикагель или кизельгур, пропитанные парафиновым маслом.
В последнем случае используют водно-органические системы.

Гликоли и многоатомные спирты хроматографируют на силикагеле,
импрегнированном боратом аммония или силикатом магния, оксиде алю-
миния и др. [3, 26, 153, 178, 228]. Визуализацию спиртов после их разде-
ления методом ТСХ или колоночной жидкостной хроматографии обычно
проводят с помощью универсальных реагентов [3, 26, 135. 178, 228]. Сре-
ди избирательных реактивов можно отметить метаванадат натрия и 8-ок-
сихинолин, образующие окрашенные производные [2, 26, 135].

Разделение веществ, содержащих группу -/С—ОН, проводят мето-
дом обращенно-фазной колоночной жидкостной хроматографии, напри-
мер, на партисиле-5 ODS, зорбаксе ODS и др. с водно-органическими
элюентами; для идентификации используют УФ-детекторы [16, 18, 138,
147, 229, 230]. Хорошие результаты дает также применение для разделе-
ния спиртов нормально-фазной, ионообменной и других видов хромато-
графии [231, 232]. Для отделения короткоцепочечных спиртов от длин-
ноцапочечных используют сефадекс LH-20 [219, 231].

Многоатомные спирты разделяют на партисиле А, аминексе А 27 и
Других сорбентах с различными элюентами, а идентифицируют по погло-
щению в УФ-области или по окраске после обработки кислыми раство-
рами КгСг2О7 [3, 9, 18, 31]. В [233] описано определение спиртов в элюа-
тах с перекисью водорода и кобальт-люминалом люминесцентным мето-
дом. В сложных случаях для подтверждения наличия спиртов применя-
ют метод масс-спектрометрии [11, 13, 148].

По нашему мнению, для анализа спиртов в большинстве случаев
целесообразно получать окрашенные или поглощающие в УФ-области
производные с последующим хроматографическим разделением.

10. Группы —С 6Н 4—ОН

К числу наиболее исследованных способов получения производных
фенолов, так же как и спиртов, относится взаимодействие с замещенны-
ми бензоилхлорида, главным образом, с 4-нитро- и 3,5-динитробензоил-
хлоридом [2, 9, 10, 18, 32, 35]. Для идентификации фенольных групп
используют также производные, получающиеся при реакции с галоге-
кангидридами сульфокислот. Так, в случае 4-иодбензол- и 4-азобензол-
сульфохлоридов получают вещества, поглощающие в УФ-области, а в
случае дансил- и дисилхлоридов — флуоресцирующие соединения [7, 9,
27, 35]. Чаще других используют дансилхлорид, образующий дансилэфи-
ры, которые получают аналогично дансиламидам, но при более высоких
значениях рН. В этих условиях полифенолы, а также аминофенолы дают
полизамещенные производные [7, 21, 27, 54, 234]. Продукты разделяют
либо непосредственно после проведения реакции, либо после экстракции
и концентрирования методами ТСХ, высокоэффективной ТСХ и колоноч-
ной жидкостной хроматографии и определяют по поглощению в УФ-об-
ласти, флуоресценции или с помощью масс-спектрометра [7, 10, 20, 54,
234]. При анализе различных контаминантов, лекарственных средств,
пестицидов и других соединений, содержащих фенольный гидроксил или
превращающихся в фенолы, хромато-спектрометрические методы с ис-
пользованием дансилхлорида нашли широкое применение [10, 18, 27, 54,
68].

Для определения фенолов описано получение флуоресцирующих или
поглощающих в УФ-области производных с 2,4-динитрофтор (или хлор)-
бензолом, л-(5-фтор-2,4-динитрофенилазо)-Ы,Н-диметиланилином, 1-
этокси-4-(дихлор-5-триазинил) нафталином и др. [7—9, 35, 235]. Более
специфичными считаются поглощающие в УФ-области и окрашенные
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производные, образующиеся при взаимодействии с солями диазония
[2,3,38,236,237]:

[Ar-N = N]+BF4

Обычно для этой цели используют соли диазония, полученные из 4-
нитробензола или сульфаниловой кислоты, а также из 4-аминобензони-
трила. Азофенолы хорошо разделяются с помощью ТСХ на силикагеле
или методом обращенно-фазной жидкостной хроматографии, например,
на лихросорбе RP-18 с водным раствором метанола; обнаружение про-
водят по окраске [7, 32, 236-238].

Окрашенные хинонимины получают реакцией фенолов с 4-аминоан-
типирином [2, 3, 32, 38]:

H3C-C=C-NH2 / = \ K3Fe(CN)6 ^ H 3C-C=C-N=<'=>=0
H3C-N C=O \—S I I \=/

\ H3C-N C=O

I
C 8 H S

Разделение хинониминов не представляет трудностей; для этой цели
можно использовать ТСХ на силикагеле или обращенно- и нормально-
фазную колоночную хроматографию с фотометрическим детектором [26,
32, 233, 239]. Например, сложные смеси фенолов удается разделить в
виде хинониминов на μ-бондапаке С18 и μ-бондапаке CN с использова-
нием в качестве подвижной фазы водного раствора метанола или смеси
гексана с тетрагидрофураном 7.

Из числа веществ, редко употребляемых для определения фенолов,
наибольший интерес представляет 1-нитрозо-2-нафтол. Этот реагент при
взаимодействии с некоторыми замещенными фенолами образует флуо-
ресцирующие соединения, хорошо разделяющиеся хроматографически
[3,27,53].

В [240] описано разделение производных фенолов, получаемых не-
посредственно на хроматографической пластинке, путем обработки раст-
вором прочного синего ВВ.

Значительное число работ посвящено разделению фенольных соеди-
нений до дериватизации. Для ТСХ применяют немодифицированный си-
ликагель, силикагель RP-18, силикагель, импрегнированный полиамина-
ми, вазелиновым маслом, поверхностно-активными веществами и AgNO3,
а также полиамид, целлюлозу, вулканический туф, дауэкс 50 W и др.
Подвижными фазами служат смеси органических растворителей, буфер-
ные системы и растворы а-циклодекстрина [26, 72, 241—246].

Многоосновные фенолы разделяют на силикагеле или оксиде алюми-
ния, а в состав элюентов обычно вводят хлороформ и метанол [26, 247—
249]. После разделения фенолы визуализируют обработкой универсаль-
ными реагентами [26, 54, 135, 244, 247]. Окрашенные или флуоресцирую-
щие соединения образуются при обработке фенолов растворами солей
Се*+, Fe3 +, Th4+ [3, 38, 135, 241]. Более специфичны для фенолов соли
диазония и антипирин с K3Fe(CN)6 [2, 3, 7, 26, 246]. Многоосновные фе-
нолы могут быть обнаружены с помощью монохлорамина [2, 3, 38, 248,
249]. j

Широкое распространение для разделения фенолов до дериватиза- !
ции получила обращенно-фазная колоночная жидкостная хроматография !
на химически связанных неподвижных фазах: μ-бондапак С18, ультра-
сфер С18, зорбакс ODS, гиперсил ODS и др.; в качестве элюентов исполь-
зуют водные растворы ацетонитрила или метанола, которые в ряде слу- !
чаев содержат буферные системы, уксусную кислоту или противоионы !
[250—258]. Для разделения фенолов пригодна также нормально-фазная \
жидкостная хроматография на μ-бондапаке NH2 или CN, μ-порасиле, <

7 См. Bio G. J. Chromatogr., 1983, ν. 257, p. 69.
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лихросорбе Si 60, зипаксе CN, зорбаксе Sil, сефасорбе HP; подвижной
фазой служат смеси органических растворителей: гексана, гептана, хло-
роформа, изопропилового спирта и др. [18, 23, 252, 257, 258]. Для улуч-
шения хроматографического разделения рекомендуют пропитывать не-
подвижную фазу растворами солей трехвалентного железа или 8-оксихи-
нолина [260]. Для идентификации фенолов применяют методы масс-
спектрометрии, УФ- и ИК-спектроскопии, спектрофлуориметрии [9, 13,
20,239,252,256-258].

Для определения фенолов, так же как и кислот, с одинаковым успе-
хом можно использовать обе схемы хромато-спектрометрического ана-
лиза.

11. Группы=\ /•= и = \

Хиноны могут быть обнаружены по окисляющему действию, реакци-
ям с 2,4-динитрофенилгидразином, ароматическими аминами, многоатом-
ными фенолами и циануксусным эфиром [1, 3, 10, 38]; однако эти спо-
собы редко сочетают с разделением, что, возможно, объясняется легко-
стью восстановления хинонов в соответствующие фенолы.

В результате реакции бензо- и нафтохинонов с бензолсульфиновой
кислотой образуются окрашенные и флуоресцирующие диоксидифенил-
или диоксифенилнафтилсульфоны, которые разделяют с помощью ТСХ
на силикагеле или силуфоле [247, 261].

Для разделения хинонов до дериватизации в тонком слое применяют
силикагель или силикагель, пропитанный AgNO3, полиамид и другие
сорбенты [26, 262]. Анализ методом колоночной жидкостной хромато-
графии, как правило, обращенно-фазной проводят на порасиле С18 или
пермофазе ODS с водно-органическими элюентами и УФ-детектором
[9, 18,239,263].

12. Группы—SH и — S — S —

Использовано пока небольшое число производных, пригодных для
хромато-спектрометрического определения соединений с —SH-группой,
а также группой —S—S— после ее восстановления в —SH.

В результате взаимодействия тиолов с 5,5'-дитио-бмс-(2-нитро) бен-
зойной кислотой при рН~8 образуются окрашенные дисульфиды, кото-
рые можно разделить, например, с помощью обращенно-фазной колоноч-
ной жидкостной хроматографии на лихросорбе RP-18 с метанол-фосфат-
ным буфером (рН 8,0); идентификацию проводят с помощью УФ-детек-
тора [9, 264].

2,4-Динитротиоэфиры, получающиеся при реакции тиолов с 2,4-ди-
нитрохлорбензолом, хорошо разделяются с помощью высокоэффективной
жидкостной хроматографии на лихросорбе RP-18 с водным раствором
ацетонитрила8.

Тиолы реагируют с дансилазиридином с образованием стабильных
производных, легко разделяемых хроматографически [8, 265].

(СН 3 ) 2 N ( С Н 3 ) 2 N

SO,-N(
I

SO 2 -NH-(CH 2 ) 2 -S-

Монобромбиман взаимодействует с тиолами по следующей схеме:
0 0 О О

I + H S - -» I + НВг
-СН2Вг Н,сЛ N L_CH 2 -S-

8 См. Langenhove Η. J. Chromatogr., 1983, ν. 257, p. 170
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Образующиеся соединения флуоресцируют, хорошо разделяются хрома-
тографическими и электрофоретическими методами [266—268].

Флуоресцирующие производные, пригодные для анализа тиолов, по-
лучают также при взаимодействии с 9-акридил-, Ы-(л-2-бензимидазил)-
фенил- и Г\1-(7-диметиламино-4-метилкумаринил)малеимидами [138,
269, 270]. Недавно описан новый реагент для получения флуоресцирую-
щих производных —7-фторбензо-2-окса-1,3-диазол-4-сульфонат аммония,
реагирующий с —SH-группой при температуре —60° и рН ~9,5. Этот
препарат, так же как и НБД-хлорид, к которому он близок по строению,
достаточно стабилен и не обладает собственной флуоресценцией. Усло-
вия проведения анализа методом колоночной жидкостной хроматогра-
фии таких соединений изложены в [271].

Ряд работ посвящен разделению тиолов и дисульфидов до деривати-
зации методом ТСХ. В качестве сорбентов используют силикагель, сме-
си силикагеля с хлористым палладием, оксид алюминия, целлюлозу [26,
80,272-274].

Визуализацию групп —SH и —S—S— на пластинках и в элюатах
проводят с помощью как универсальных, так и относительно специфич-
ных реактивов — комплекса дитиофлуоресцеина с о-оксимеркурийбен-
зойной кислотой, смеси азида натрия с иодом, 3,5-ди-грег-бутил-1,2-бен-
зохинона с хлорным железом, 6,6'-диокси-2,2/-динафтилдисульфида, ре-
актива Драгендорфа, растворов сероуглерода и едкого кали в водном
бутаноле [26,274-277].

Для разделения веществ, содержащих группы —SH и —S—S—, при-
меняют метод колоночной жидкостной хроматографии, в особенности об-
ращенно-фазной на μ-бондалаке С18, сферисорбе ODS, НС пеллосиле
ODS и других сорбентах с водно-спиртовыми растворами при опреде-
ленных значениях рН [10, 138, 278, 279]. Считают, что для идентифика-
ции этих соединений целесообразно применять электрохимический де-
тектор [10, 278-280].

В работах [281—284] предложены также реагенты, позволяющие пос-
ле разделения обнаруживать тиолы по образующимся окрашенным или
флуоресцирующим производным. Так, представляет интерес примене-
ние смеси о-фталевого альдегида и таиурина или других первичных ами-
нов для получения флуоресцирующих изоиндолов.

13. Группа )>S, ^ S = O , ) S ^

Для анализа соединений, содержащих эти группы, используют в ос-
новном методы разделения до дериватизации с помощью ТСХ. Анализ
проводят как на чистом, так и на импрегнированном силикагеле и окси-
де алюминия с различными системами растворителей [26, 80, 272, 273,
285]. Для визуализации на пластинках применяют иод, тетрацианэтилен,
2,3-дихлор-5,6-дициано-1,3-бензохинон и др. [26, 80, 273], при необходи-
мости результаты анализа подтверждают масс-спектрометрически [272,
273,286].

-°\
14. Группа-О-^Р=О

- ( К
Разделение алкил- и арилфосфатов до дериватизации проводят с по-

мощью ТСХ на силикагеле или целлюлозе с рядом элюентов, включаю-
щих бензол, метанол, хлороформ, а визуализацию осуществляют путем
гидролиза до аниона РО 4

3 - и последующего взаимодействия, например,
с молибдатом или ванадатом аммония с образованием окрашенных со-
единений [26, 287, 290].

Описано разделение соединений, содержащих указанные группы до
дериватизации с помощью нормально- и обращенно-фазной колоночной
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Характеристики некоторых

Реагент

3,5-Динитро-или 4-нитро-
бензоилхлорид

Дансилхлорид

2,4-Динитрофторбензол

НБД-хлорид

Фенилизо- или фенилизо-
тиоцианат

о-Фталевый альдегид

4-Фенил-с/шро(фуран-2),
ЗН-1'-фталан)-3,3'-дион
(флурам)

Нингидрин

Диазотированные сульфа-
ниловая кислота или
4-нитроанилин

Реактив Драгендорфа

N-4-Нитробензил-М-пропи-
лямич

Ацетон и NaOH

2,4-Динитро- или 4-нитро-
фенилгидразин

Дансил гидразин

4-Нитробензилоксиамин

N'-Метилникотинамидхло-
рид

Димедон

Ν, Ы'-Диметиламино-4-
анилин

4-Бром- или 4-нитрофена-
цилбромид

2-Нафтацилбромид

п-Нитробензил-N, N'-ди-
изопропилизомочевина

4-Бромметил -7-метокси-
КУМЯПИТТ
Λ У tVjQLJίΙΓί

1-Нафтил- или 9-антрил-
диазометан

о-Фенилендиамин

Соли Се 4 +

Ванадат Na и 8-оксихино-
ЛИН

реагентов для хромато-спектрометрических методов

Применение
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^ С - О Н ; - С 6 Н 4 - О Н

- N H 2 ; ")NH; - C 6 H 4 - O H

—ΝΗ2;^)ΝΗ; —SH;

Лс—ОН; -C G H 4 -OH

- N H 2 ; ^ ) N H

— N H 2 ; ^ ) N H ;

— C e H 4 — O H ; - 7 C — O H
— N H 2 '

- N H a

- N H 2

- C 6 H 4 - N H 2 ; - C e H 4 - O H

— N = C = O

—C = H 3 (NO 2 ) 2 и ~ C e H 2 ( N O 2 ) 3

\/-_Q
/

)c=o
>c=o

2 \
H-C<°

/°~~ \
-COOH

—COOH

—COOH

-COOH

—COOH

- c — c —
II II

0 0

-COOH; ^ C - O H ; -C 6 H 4 -OH

^ C - O H

Способ детекти-
роЕания

Окр., УФ, МС

УФ, ФЛ,МС

Окр., УФ, МС,

Окр., УФ, ФЛ

МС

УФ, МС

УФ, Φ Л

ФЛ, УФ

Окр., УФ

Окр., УФ

Окр.,

УФ

Окр., УФ

Окр.,УФ,МС

ФЛ, УФ, МС

УФ, МС

ФЛ

Окр., Φ Л
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УФ, МС

ФЛ, УФ, МС

Окр., УФ

ФЛ, УФ

ФЛ, УФ

ФЛ, УФ

ФЛ

Окр.
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Реагент

4-Аминоантипирин
5,5'-Дитио-б«с(2-нитро)-

бензойная кислота

Тетрацианэтилен

Молибдат аммония

Применение
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ί
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t
+

-СвН4-ОН
-SH

=S; =S=O;

-о\
-О-Р=О

-о/

Группы

ГАБЛИЦА (продолжение)

Способ детектл-
роЕання

Окр.
Окр.

Окр., МС

Окр.

Обозначения методов: УФ—по поглощению в уф-облаети . .пектра; ФЛ—по флуоресценции; МС—маос-
спектротатрвческк, Окр. — по окраске.

жидкостной хроматографии с УФ-детектором [10, 291, 292].

15. Группы—С—Р( и — С — Ρ
О

Данные по идентификации групп, содержащих связи С—Р, с помощью
хромато-спектрометрических методов немногочисленны. Непосредствен-
ное разделение ряда фосфоновых кислот проводят методом ТСХ, с в ι-
зуализацией путем окисления до аниона РО4

3~ и последующего взаимо-
действия с молибдатом аммония или другими реактивами; используют
также колоночную хроматографию с различными детекторами [26, 289,
293, 294].

Некоторые результаты определения этих групп приведены при οπ-ΐ-
сании методов анализа фосфорорганических инсектицидов и продукт' в
их превращений [10, 18, 138, 295,296].

IV. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Приведенные в обзоре данные показывают, что к настоящему време-
ни накоплен обширный экспериментальный материал по функциональ-
ному микроанализу органических соединений с использованием сочета
ния химических превращений, хроматографического разделения и спект
рометрической идентификации. Хромато-спектрометрические методы
представляют существенный интерес для определения весьма малых ко-
личеств (10~9—10~12 г) органических соединений различных классов,
причем возможности этих методов значительно больше, чем классичес
кого функционального анализа.

Сравнительная оценка реагентов, применяемых для хромато-опектро-
метрических методов, не проводилась, что затрудняет их выбор для ана-
лиза сложных образцов. В связи с этим целесообразно на основании ли-
тературных материалов и собственных экспериментальных данных со-
ставить перечень и привести некоторые характеристики относительно се-
лективных реагентов, которые в большинстве случаев являются опти-
мальными для хромато-спектрометрических методов (см. таблицу). Эти
данные могут облегчить выбор реагента для проведения анализов раз-
личных объектов.

Реакционные хромато-спектрометрические методы нашли практиче-
ское применение для микроанализа многих органических веществ по
функциональным группам, однако масштабы их использования в настоя-
щее время явно не соответствуют возможностям этих методов. Необходи-
мо расширять область практического применения хромато-спсктоомет-
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рических методов, при этом, по нашему мнению, следует идти по пути уп-
рощения отдельных стадий и автоматизации анализа.

Представляется целесообразным проведение исследований по разра-
ботке систематического функционального микроанализа органических
соединений хромато-спектрометрическими методами, а также по отыс-
канию способов существенного повышения чувствительности определе-
ния, в частности, флуориметрическими и масс-спектрометрическими ме-
тодами с применением аналитических лазеров.
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