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Часть II

Тонкослойная хроматография
(продолжение)

Глава XXI

КРАСИТЕЛИ

1. ПИЩЕВЫЕ КРАСИТЕЛИ, РАСТВОРИМЫЕ
В ОРГАНИЧЕСКИХ СРЕДАХ

Адсорбционная хроматография

Вещества этой группы входят в число соединений, которые
анализировались хроматографически на пластинках с незакреп-
ленным слоем. Моттье и Поттерат применяли как круговую [1],
так и восходящую [2] хроматографию с незакрепленными
слоями оксида алюминия для разделения некоторых синтети-
ческих и природных пищевых красителей. Лагони и Уортман
[3—5] разделили методом круговой хроматографии на неза-
крепленных слоях оксида алюминия следующие жирораствори-
мые пищевые красители: диметиламиноазобензол, биксин, β-ка-
ротин, витамин А, мартиус желтый, церес оранжевый GN, це-
рес оранжевый R, церес красный ВВ, церес красный Q и церес
желтый 3G.

Для того чтобы обнаружить эти красители в пищевых про-
дуктах, прежде всего необходимо выделить их; Яничек и др. [6]
описали способ их выделения из животного масла. 10 г масла
нагревают 30 мин на водяной бане с 100 мл 10 %-ного этаноль-
ного раствора гидроксида калия. Далее к раствору добавляют
100 мл дистиллированной воды и дают остыть до комнатной
температуры. После этого краситель экстрагируют 4 раза пор-
циями по 50 мл гексана. Гексановые экстракты объединяют,
дважды промывают 100 мл воды и сушат над сульфатом натрия.
Затем гексан отгоняют, а остаток растворяют в небольшом ко-
личестве бензола и полученный раствор наносят на тонкослой-
ные пластинки. Разделение проводят на незакрепленном слое
оксида алюминия, растворителем служит смесь петролейного
эфира и четыреххлористого углерода (1:1) . Эти же авторы
опубликовали величины Rf, полученные для указанных краси-
телей с 12 различными растворителями [7].
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Рейнерс [8] смешивал 5 г окрашенного жира или масла
с 1 г активированного гидроксида железа(II) и добавлял лег-
кий петролейный эфир до образования кашицы. Эту кашицу он
фильтровал через стеклянный фильтр и промывал петролейным
эфиром, чтобы удалить из нее жир, далее растворял гидроксид
железа теплой 18 %-ной соляной кислотой и экстрагировал эфи-
ром краситель. Полученный экстракт Рейнерс промывал, кон-
центрировал и хроматографировал на слое кизельгур G—0,5 н.
раствор щавелевой кислоты (2:5) с применением гексана или
петролейного эфира (50—70 °С) в качестве растворителя. В ра-
боте [8] даны величины Rf 22 жирорастворимых красителей.

Монтаг [9] описал методику разделения на слоях силика-
геля G таких красителей, как мартиус желтый, диметиламино-
азобензол, церес желтый, церес оранжевый, судановый красный,
церес красный ВВ и индофенол. Исходный жир растворяли
в петролейном эфире и хроматографировали на колонке с ок-
сидом алюминия, чтобы удалить собственно жир и получить
концентрат красителей, который далее элюировали спиртом и
разделяли на тонкослойных пластинках.

Фуджи и Камикура [10] изучали разделение на силикагеле
15 красителей, растворимых в органических средах, используя
12 различных растворителей. Они установили, что, применяя
1,2-дихлорэтан, можно разделить азобензол, л-аминоазобензол,
масляный желтый, я-метоксиазобензол, я-оксиазобензол и су-
дановый G. С помощью ксилола или пентахлорэтана удалось
разделить масляный желтый АВ и масляный желтый ОВ. Для
разделения красителей судановый III, судановый IV и масля-
ный красный OS можно применять в качестве растворителей
дихлорэтан, хлороформ или 1,1,2-трихлорэтан.

Копиус-Пееребоом [11] хроматографировал на силика-
геле G, оксиде алюминия G и кизельгуре G 12 красителей и не-
которых природных красящих веществ, применяя 6 различных
растворителей.

Для разделения разрешенных к употреблению в Великобри-
тании 26 пищевых красителей, получаемых из каменноугольной
смолы, применяли электрофорез [12]. Результаты, полученные
й шести различных растворах электролитов на бумаге, кизель-
гуре, силикагеле и оксиде алюминия, приведены в виде таблиц.

Разделению растворимых в органических средах красителей
посвящен ряд работ. Циаска и Казинови [13] привели Ζ?/15 кра-
сителей, полученных на силикагеле с двумя различными раство-
рителями; Барретт и Райян [14] описали разделение 16 нерас-
творимых в воде красителей на силикагеле с пятью различными
растворителями; Канути и Маграсси [15] анализировали смесь
Ϊ4 красителей, разрешенных к употреблению в Италии; Сино-
динос и др. [16] разделяли на слоях карбоната кальция краси-
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тели, разрешенные к употреблению в Греции; авторы работы
[17] описали методику разделения красителей на предметных
стеклах микроскопа. Величины Rf ряда красителей, раствори-
мых в органических средах, даны в табл. 21.1.

Уолленуэбер [18] разделял красители на тонких закреплен-
ных (с алебастром в качестве связующего) и незакрепленных
слоях целлюлозы. Слои, приготовленные из порошка целлю-
лозы MN 300 или MN 300 G, просушивали 10 мин при 105 °С.
Для разделения применяли три смеси: 2,5%-ный раствор ци-
трата натрия — 25%-ный гидроксид аммония (4:1), м-пропа-
нол—этилацетат—вода ( 6 : 1 : 3 ) и грег-бутанол — пропионовая
кислота — вода (50:12:38), причем последняя содержала еще
добавку 0,4% хлорида калия. Сало и Салминен [19] приме-
нили этот метод для разделения ряда пищевых красящих ве-
ществ, разрешенных к употреблению в Финляндии. Их резуль-
таты, а также некоторые величины Rf, полученные при разделе-
нии на силикагеле [13], приведены в табл. 21.2. (Следует на-
помнить, что в разных странах действуют различные законы об
использовании веществ в пищевых продуктах и что эти законы
непрерывно меняются, поэтому то, что разрешено сегодня
к употреблению в данной стране, может быть не разрешено
завтра.)

Рэй [20] хроматографировал на пластинках с силикагелем
G 21 жирорастворимый краситель, применяя в качестве раство-
рителей бензол, ксилол, смеси петролейный эфир (40—60 °С) —
ацетон (9:1) и петролейный эфир (40—60 °С)—хлороформ
( 3 : 1). Полученные величины Rf приведены в его работе.

Копиус-Пееребоом и Бикс [21] анализировали 19 раствори-
мых в органических средах красителей, используя различные
хроматографические системы: 1) полиамид со смесями хлоро-
форм—метанол—вода (5 : 15 : 1), ацетон—этанол—вода (6:3 :1),
метанол—ацетон—уксусная кислота (6 :2 :2) и - петролейный
эфир (80—100°С)—бензол—уксусная кислота (75 : 25 : 0,5);
2) силикагель с хлороформом, смесями гексан—этилацетат
(9:1), петролейный эфир—аммиак—диэтиловый эфир ( 7 : 1 : 3 )
и с трихлорэтиленом (4-кратное элюирование); 3) кизельгур G
с циклогексаном; 4) оксид алюминия G со смесью гексан—этил-
ацетат (49: 1) и 5) силикагель G, пропитанный раствором нит-
рата серебра, со смесями хлороформ—петролейный эфир—уксус-
ная кислота (75:25:0,5), хлороформ—тетрахлорид углерода—
уксусная кислота (80 : 20 : 0,2), бензол—диэтиловый эфир—ук-
сусная кислота (90: 10:0,1). В указанной работе даны Rf сле-
дующих красителей: судановый I, II и III, биксин, мартиус жел-
тый, хлорофилл, α-каротин, масляный желтый, церес красный G,
церес оранжевый GN, церес желтый 3G, масляный желтый ХР,
желтый ОВ, желтый АВ, оранжевый SS и 8'-апо-р-каротинал.
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Количественное определение красителей,
растворимых в органических средах

Давидек и др. [6, 7] определяли спектрофотометрически ко-
личество красителя после элюирования его с тонкослойной плас-
тинки. С этой целью пятно соскребают в воронку со стеклянным
фильтром и элюируют 8 мл бензола, после этого доводят объем
раствора до 10 мл и измеряют в спектрофотометре его погло-
щение. Весь этот анализ, начиная с экстракции красителя из пи-
щевого продукта и кончая спектрофотометрическим определе-
нием, можно выполнить за 2 ч; если же этот анализ проводят
методом хроматографии на бумаге, то только разделение ком-
понентов пробы длится 6—10 ч. Для ряда однотипных измере-
ний погрешность составляет от ±1,3 до ± 4 , 0 % . Как уже
говорилось выше (т. 1, гл. XI, разд. 2), Фродимаидр. [22] при-
менили для определения содержания красителей метод отража-
тельной спектроскопии. Брейн и др. [23, 24] использовали для
оценки количеств некоторых пищевых красителей прямой ден-
ситометрический метод. Они указали, что в образцах, получен-
ных из различных источников, значительно меняется содержа-
ние примесей и что поэтому исследуемые образцы необходимо
сравнивать с эталонами, содержащими известные концентрации
красителей.

Хроматография с обращенными фазами

Давидек и Яничек [25] использовали метод хроматографии
с обращенными фазами, нанося парафиновое масло на слой
крахмала. Такие адсорбционные слои получают, добавляя 10 г
крахмала к 10%-ному раствору парафинового масла в петро-
лейном эфире таким образом, чтобы образовалась суспензия,
которую легко было бы размазать по пластинке. Элюентами
обычно служат 50 %-, 70 %- и 100 %-ный метанол, а также смеси
метанола, воды и ледяной уксусной кислоты ( 1 6 : 3 : 1 и 8: 1 : 1).
Наилучшие результаты получены именно с этими смесями;
они легко разделяют многокомпонентные смеси красителей
(табл. 21.3).

Рамамерти и Бхалерао [26] провели разделение ряда жиро-
и водорастворимых пищевых красителей на слоях карбоната
кальция, закрепленных крахмалом и пропитанных жидким
парафином, элюируя пробу смесью метанол—вода—аммиак
(20:5 :1) . Худлес и др. [27] пропитывали слои микрокристал-
лической целлюлозы 10 %-раствором жидкого парафина в пет-
ролейном эфире (80—100 °С). После испарения петролейного
эфира пробу элюировали смесью 2-метоксиэтанол—метанол—
вода ( 1 1 : 3 : 6 ) ; таким способом удалось разделить 10 жиро-

Применение тонкослойной хроматографии И

Таблица 21 3

Величины RfXiOQ растворимых в органических средах красителей,
разделенных методом хроматографии с обращенными фазами
на слоях крахмала, пропитанного парафиновым маслом [25]а

Краситель

Желтый ОВ

Желтый АВ

Оранжевый SS

Масляный красный OS

Судановый I

Судановый II

Судановый III

Судановый IV

Судановый красный G

Судановый желтый 3G

Масляный желтый

Судановый GN

50 %-ный
метанол

4

6

1

0

2

1

0

0

4

2

4

70 % -ный
метанол

29

4 3

8

0

И

4

3

2

26

14

23

48

75

1С0%-иый
метанол

59

6 1

41

10

4 0

3 2

27

18

5 4

4 8

5 7

6 3

9 5

Метанол—во-
да—ледяная

уксусная кис-
лота (16: 3 : 1)

5 7

7 1

29

3

3 6

19

10

4

5 3

3 3

5 9

6 4

9 4

Метанол-

вода—ле-
ДЯНЯЯ VK-^ Л П а Л j ι »

сусная кис-
лота (8 1:1)

61

71

38

4

41

2 8

24

10

5 8

48

6 6

7 4

9 8

а С разрешения авторов и Elsevier Publishing Co.

растворимых красителей. Пропитанный силикагель G не дает
такого же хорошего разделения, а пропитанные оксид алюминия
или кизельгур обычно вызывают выцветание красок.

2. ПИЩЕВЫЕ ВОДОРАСТВОРИМЫЕ КРАСИТЕЛИ

Моттье и Поттерат [28—30] разработали методику отделе-
ния красителей этого типа от многочисленных водорастворимых
веществ, находящихся в пищевых продуктах. Водный раствор
образца продукта смешивают с равным объемом буферного
раствора с рН 3 и затем экстрагируют 10—20 мл хинолина.
После встряхивания смеси, производимого для ускорения экс-
тракции красителя, хинолин отделяют центрифугированием;
если необходимо, экстракцию хинолином можно повторить. За-
тем красители извлекают из раствора в хинолине, экстрагируя
эфиром после добавления небольшого количества воды. Рас-
твор в эфире можно хроматографировать на пластинках
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с незакрепленным слоем оксида алюминия. Поскольку буфер-
ный раствор в ходе экстракции переводит красители в свободные
кислоты, то пятно образца покрывают каплей 1 н. раствора ще-
лочи и нагревают до 104°С, чтобы превратить красители в соли
[30]. В качестве растворителей при хроматографическом разде-
лении служат смеси вода—этанол—м-бутанол (от 1:1:9 до
1:1:1). Как правило, для разделения красителей достаточно
однократного элюирования, хотя в более сложных случаях
можно провести и многократное элюирование. Авторы работ
[28—30] исследовали 50 водорастворимых красителей.

Разработаны и другие методы выделения красителей из пи-
щевых продуктов и лекарственных препаратов. Так, например,
образец кипятят вместе с волокнами шерсти в кислотном рас-
творе, при этом краситель закрепляется на шерсти [31]. Далее
шерсть отделяют, промывают и элюируют краситель раствором
аммиака. При использовании этого метода краситель может
вступать в реакции, и его извлечение может не быть количест-
венным. Давидек [32, 33] адсорбировал краситель из водного
раствора на полиамидный порошок. Сахара, гликоли, органи-
ческие кислоты, этанол не препятствуют адсорбции красителей,
а большинство природных антоцианов не адсорбируется. Адсор-
бированные антоцианы можно удалить промывкой 10%-ным
раствором уксусной кислоты в метаноле, проводимой до элюи-
рования смесью метанола и 25 %-ного аммиака (19:1). Леман
и др. [34] описали свою модификацию этой методики в приме-
нении к различным пищевым продуктам. Джилхулей и др. [35]
провели дальнейшее усовершенствование методики, с тем чтобы
ее можно было использовать для количественных определений.
Пищевые продукты были разделены на три группы, и к каждой
из групп был применен свой метод обработки. Образцы таких
продуктов, как джемы, желе и конфеты, которые полностью
растворимы в воде, растворяли, нагревая 5 г продукта в 50 мл
воды. Полученный раствор пропускали через заполненную по-
лиамидом колонку (15x20 мм), после чего через колонку про-
пускали шесть порций воды по 10 мл и три порции ацетона по
5 мл. Красители элюировали минимальным объемом смеси аце-
тон—вода—аммиак (уд. масса 0,88) (40 :9 :1) . Аммиак уда-
ляли током воздуха, причем объем раствора уменьшали вдвое,
а затем опять доводили до первоначальной величины и подкис-
ляли раствор соляной кислотой до рН 5—6. Подкисленный
раствор вновь пропускали через заполненную полиамидом ко-
лонку (10x20 мм) и промывали 5 порциями горячей воды по
5 мл каждая. Далее элюировали красители ацетоно-аммиачным
раствором, выпаривали элюат почти досуха, остаток растворяли
в нескольких каплях 0,1 н. соляной кислоты и затем подвергали
тонкослойному хроматографированию. Если в исследуемом об-
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разце предполагается наличие эритрозинового красителя, то
остаток растворяют в воде. Хлебобулочные изделия анализи-
руют следующим образом. Образец (5 г) измельчают, сушат
30 мин при 100°С и трижды экстрагируют петролейным эфиром
(40—60°С) порциями по 30 мл. Экстрагирование ведут при пере-
мешивании, растворитель удаляют декантацией. Остаток из-
мельчают до грубодисперсного порошка, смешивают с 4 г це-
лита и вводят в хроматографическую колонку. Затем через ко-
лонку пропускают 30 мл ацетона и, после того как вся колонка
будет смочена, прилагают небольшое давление. Ацетоновый
элюат отбрасывают и проводят элюирование 50 мл смеси ме-
танол—вода—гидроксид тетраметиламмония ( 4 0 : 9 : 1) . Элюат
подкисляют разбавленной соляной кислотой до рН 6, добавляют
5 мл 1 %-ного раствора моноолеата сорбитана полиоксиэтилена
и на паровой бане упаривают до половины первоначального
объема. Потом раствор разбавляют до первоначального объема,
охлаждают и наносят на колонку (10x20 мм), заполненную по-
лиамидом (поверх полиамида, чтобы предохранить его от порчи,
наносят слой песка толщиной 6 мм). Колонку промывают 3 раза
ацетоном порциями по 5 мл, смесью хлороформ—абсолютный
этанол—вода—муравьиная кислота (100:90:10:1) порциями
по 5 мл, еще три раза ацетоном порциями по 5 мл и наконец
три раза водой порциями по 10, мл. Красители элюируют мини-
мальным количеством ацетоно-аммиачного раствора по методу,
описанному выше.

Если анализируются консервированное мясо или колбасные
продукты, 25 г измельченного продукта смешивают сначала
с 5 г песка, промытого кислотой, затем с 10 г целита и проводят
2-часовую экстракцию хлороформом в аппарате Сокслета. Рас-
творитель отгоняют, остаток измельчают в порошок, вводят в ко-
лонку (22X300 мм) и элюируют смесью метанол—вода—ам-
миак (уд. масса 0,88), пока не выделится весь краситель. Кэлю-
ату добавляют 5 мл 1 %-ного раствора моноолеата сорбитана
полиоксиэтилена и упаривают раствор на паровой бане в токе
воздуха, пока из него полностью не удаляется аммиак и метанол.
Остаток разбавляют равным объемом воды, подкисляют соля-
ной кислотой до рН 6 и наносят на хроматографическую ко-
лонку (15x20 мм), заполненную полиамидом, и элюируют
последовательно водой (3χ10 мл), ацетоном ( 2 χ 5 мл), хлоро-
формом (2x5 мл), смесью хлороформ—абсолютный этанол—
вода—муравьиная кислота (100:90:10:1) (2x5 мл) и ацето-
ном (2x5 мл). Элюирование и концентрирование проводят так
же, как при анализе джемов и желе.

Такешита и др. [36] выделили водорастворимые кислые кра-
сители из пищевых продуктов, смешивая соответствующим об-
разом приготовленный образец с DEAE-сефадексом (ацетатная
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форма) в воде. Содержащий адсорбированный краситель сефа-
декс промывают и элюируют краситель смесью 2 н. соляная
(или серная) кислота—изопропанол (1 :1) . Кислый элюат нейт-
рализуют смесью 4 н. раствора аммиака и изопропанола (1:1) и
затем непосредственно хроматографируют на полиамидном слое,
чтобы разделить красители. Наилучшим растворителем для раз-
деления при длине пути элюирования 8 см оказалась смесь
пиридин—метанол—28%-ный водный раствор аммиака—вода
( 5 : 6 : 1 : 16). Этот способ разделения позволяет исключить ста-
дии концентрирования, предусмотренные описанными выше ме-
тодами.

Элери и др. [37] выделяли красители, находящиеся в вос-
принимающих веществах для лекарственных соединений, рас-
творяя капсулу в воде и осаждая сахарозу и желатин метано-
лом. Полученный раствор выпаривали досуха и экстрагировали
остаток метанолом, чтобы удалить оставшийся сахар. Логар и
Перпар [38] механически снимали покрытие с таблеток перед
растворением их в 50 %-ном этаноле, содержавшем адсорбент-
шерсть.

Хейес и др. [39] нашли Rf 14 красителей для 24 комбинаций
растворитель—адсорбент. Давидек и Давидкова [40] привели
таблицу величин Rf 10 красителей для 11 комбинаций аммиак—
метанол—вода на полиамидных слоях и показали, что на вели-
чину Rf влияют концентрации аммиака и метанола. Массар и
Де Клерк [41], пользуясь величинами R/ красителей, иллюстри-
ровали применение математических-методов для подбора опти-
мальных сочетаний растворителей для ТСХ. В работе Тевари
и др. [42] даны Rf компонентов, найденных в 27 красителях,
применяемых в производстве алкогольных напитков, а также
красителей, выделенных из 10 алкогольных напитков. Разделе-
ние эти авторы проводили на силикагеле G, элюируя пробу
смесью м-бутанол—уксусная кислота—вода (4 :1 :5) при длине
пути злюирования 15 см. В работах [43, 44] описано также вы-
деление красителей из других алкогольных напитков.

В табл. 21.4 показаны величины Rf ряда пищевых красите-
лей в различных хроматографических системах. В оригиналь-
ных работах [20, 46—48] приведены дополнительные вели-
чины Rf.

Худлес и др. [47] разработали методику быстрой идентифи-
кации любого из 49 красителей. Предварительная идентифика-
ция осуществляется без определения RT красителя; авторы
пользуются четырехбуквенным кодом, характеризующим поло-
жение данного красителя на хроматограмме относительно по-
ложения красителей оранжевый G и амарантовый при хромато-
графировании четырьмя растворителями. Таким путем ограни-
чивается число возможных отнесений, после чего проводится
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Таблица 21 4

Величины Rf XlOO некоторых пищевых красителей в различных
хроматографических

Краситель

Шоколадный коричневый
FB

Шоколадный коричневый
НТ

Коричневый FK

Черный PN

Фиолетовый BNP

Индиго карминовый

Синий VRS

Зеленый S

Желтый RY

Желтый 2G

Тартразиновый

Эозиновый

Желтый, цвета заходя-
щего солнца

Оранжевый G

Флоксиновый

Желтый RFS

Нафтоловый желтый

Оранжевый RN

Пунцовый 4R

Амарантовый

Пунцовый MX

Пунцовый 3R

Бенгальская роза

Красный 6В

Красный 2G

Кислотный красный

Красаый 10В

Масляный красный ХО

Цветной

индекс

2 0 2 8 5

28440

7 3 0 1 5

4 4 0 9 0

18965

19140

4 5 3 8 0

15985

16230

4 5 4 1 0

10316

15970

16255

16185

I 6 I 5 0

16155

4 5 4 4 0

18055

18050

45100

J 7 2 0 0

12140

А

0

0

5 7 ; 7 3

8

2 0

0

15

0

0

0; 5 6

3 0

5 5

5 5

6 2

6 2

71

13

2 0

2 3 ; 7 3

2 5

3 3

3 7

4 8

система)

Растворитель

Б

0

0

19; 4 2 ;
58

15

39

0

4 0

17

4; 1

19

15

3 8

4 4

4 4 ; 6 6

5 2

7 0

17

17-

2 5 ; 5 3

3 9

3 2

3 3

39

в

Про-
жилки

и

и

4 0

7 0

2 0

9 0

9 0

8 0

6 0

8 0

5 7

6 0

4 0 ; 5 0

7 0

6 0

2 0

2 0

3 7

4 0

6 0

2 0

в

Г

5 5

6 9

7 6

86

6 4

6 7

д

от 0 до
40

41

17

35

32

18

54

Л*7
4 7

с о
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Продолжение табл. 21.4

Пунцовый SX

Стойкий красный Ε

Кораллин

Кармазин

Красный FB

Эритрозин BS

Родамин

Цветной
б

индекс

14700

16045

4 3 8 0 0

14720

14780

4 5 4 3 0

45170

А

49; 7 3

57

61

7 3

76

Раст

Б

3 7 ; 4 4 ; 54

44

3 4

5 3

67

юритель в

В

4 0

4 0

30

0

10

г

74

80

44

62

Д

51

51

9 2

а Нормы применения пищевых красителей в разных странах различны и
могут меняться.

6 Цветной индекс «Общества красильщиков и колористов», Бредфорд,
1956.

В Л — бутанол—гидроксид "аммония (уд. масса 0,88) (90:1). 5 см на
поликарбонатной пленке [45]; Б — верхняя фаза смеси бутанол—этилметилке-
тон—гидроксид аммония (0,88)—вода ( 5 : 3 : 1 : 1 ) , 12,5 см на силикагеле [46];
В — тринатрийцитрат—вода—аммиак (0,88) (масса/объем/объем), 15 см на
микрокристаллической целлюлозе [47], Г — 5 %-ный хлорид аммония—изопро-
лано.1 (1,5:4), 10 см на смеси полиамида и силикагеля (7:52) [48]; Д —
уксусная кислота—изобутанол—вода ( 2 : 5 : 2 ) на силикагеле G [20]

дальнейшая идентификация, предусматривающая определение
величин Rf или Rx. Для каждого красителя даны величины Rf
в 9 растворителях.

Тернер и Джонс хроматографировали на DEAE-целлюлозе
следующие трифенилметановые пищевые красители: прочный
зеленый, FCF, бриллиантовый синий FCF, зеленый S, синий VRS
и патент синий V. Наилучшее разделение получено с 1 Μ рас-
твором иодида аммония и 0,2 Μ раствором бензоата аммония.

3. КРАСЯЩИЕ ВЕЩЕСТВА ЧЕРНИЛ

Друдинг [49] использовал ТСХ на слоях силикагеля для
разделения красящих веществ, содержащихся в различных цвет-
ных чернилах (табл. 21.5). Все исследованные образцы чернил
он растворял в 95 %-ном спирте и проводил элюирование этим
же растворителем. Длина пути разделения на слоях силикагеля,
просушенных в течение часа при 110°С, составляла 10 см. Дру-
динг исследовал «смываемые» чернила Шиффера марки «Скрип».
Эти чернила содержат также флуоресцентную добавку, обозна-
ченную как RC-35. Идентификация красителей не проводилась.
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Таблица 21.5

Величины RfXlOO красящих веществ «смываемых» чернил марки «Скрип»,
полученные на силикагеле с 95 %-ным этанолом (длина пути

элюирования 10 см) [49]а

Цвет чернил

Черный

Синий

Зеленый

Пурпурный б

Составная часть, цвет
красящего вещества

RC-35 »

Желтый

Красный

Синий

RC-35 »

Синий

Темно-синий

Синий

RC-35 •>

Желтый

Синий

Синий

Красный

Пурпурный

Темно-синий

Rf X 100

96

94

92

80

93

92

85

0

95

93

78

85

84

74

0

а С разрешения автора и Am. Chem. Soc.
6 Хотя сами чернила флуоресцируют при облучении их УФ-светом, в дан-

ном образце на хроматографических пластинках не было обнаружено даже
следов флуоресцирующей добавки.

в RC-35 — флуоресцирующая добавка.

Перкавач и Перпар [50] также анализировали методами хрома-
тографии на бумаге и тонкослойной хроматографии красные, зе-
леные и синие чернила, причем последний метод дал более на-
дежные результаты. Сен и Гош [51] определили Rf компонен-
тов, содержащихся в 10 типах выпускаемых сине-черных чернил.
Пужицкий и др. [52] разделили на силикагеле G смесью хло-
роформ—метанол—муравьиная кислота (15:10:1) цветные
компоненты польских синих и сине-черных чернил. Верма и
Рэй [53] нашли, что смесь «-бутанол—3 н. раствор уксусной
кислоты—этанол (5 :5 :2) дает хорошее разделение и что ее

2 Заказ № 371
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можно применять для анализа чернил всех цветов, кроме крас-
ного. Для анализа красных чернил лучше пользоваться смесью
метилэтилкетон—пиридин—вода (90 :5 :5) . Разделение краси-
телей авторы [53] проводили на силикагеле.

В отличной статье Накамуры и Шимоды [54] описывается
идентификация методом ТСХ снятых с документов проб чернил
шариковых ручек. При отборе проб авторы работы пользова-
лись иглой для подкожных инъекций и после элюирования
пробы пиридином проводили разделение на микропластинках
с силикагелем, применяя в качестве растворителя смесь я-бута-
нол—этанол—вода (10 :2 :3) . В работе [54] приведены вели-
чины Rf большого числа красителей, вводимых в состав чернил,
а также, чтобы легче было идентифицировать эти красители,
указано расположение пятен в ряде опытов.

Рейнерс [55] проводил хроматографирование чернил для
шариковых ручек на слоях кизельгура G со смесью ацетон-
толуол (9: 1), а ван Дессель и ван Регенмортель [56] анализи-
ровали синие чернила для шариковых ручек на слоях силика-
геля, элюируя пробу смесью пропанол—толуол (7:3) .

Смолдон [57] наносил на маленькие кусочки бумаги черни-
лами прямые черточки длиной по 2 мм и помещал эти кусочки
бумаги лицевой стороной вниз на слои силикагеля G размером
4 x 9 см. Чтобы бумага держалась на месте, он накрывал
ее другой гладкой стеклянной пластинкой и проводил раз-
деление смесью изоамиловый спирт—ацетон—вода—аммиак
(50:50:30:0,04). Вполне приемлем также второй раствори-
тель— смесь н-бутанол—3 н. раствор уксусной кислоты—эта-
нол ( 5 : 5 : 2 ) . Отличные результаты получены при исследовании
многих типов синих чернил с использованием первого'раство-
рителя в сочетании со щелочным силикагелем. Ретти и Гейнес
[58] получили хорошие результаты, особенно для синих чернил,
используя силикагель и смесь н-бутанол—этанол—вода—уксус-
ная кислота (12:4 :4 :0,1) .

Келли и Канту [59] предложили стандартные методы иден-
тификации чернил, в том числе анализ методом ТСХ. Образцы,
которые соскабливают с бумаги с помощью приспособления,
изготовленного из иглы № 16 для подкожных инъекций, затем
в зависимости от их растворимости элюируют этанолом, пири-
дином или смесью этанола с водой (1:1) . Образцы, отобранные
с бумаги, где пересекаются две и более линии, содержат больше
чернил, чем образцы, полученные с одиночных линий. Хромато-
графирование проводят на целлюлозе, элюируя пробу смесью
н-бутанол—изопропанол—дистиллированная вода ( 2 : 1 : 1 ) , и
на силикагеле, элюируя смесью н-бутанол—этанол—10 %-ный
раствор щавелевой кислоты (10:2 :3) , при длине пути элюи-
рования 7,5 см.
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4. КРАСИТЕЛИ ДЛЯ ГИСТОЛОГИЧЕСКИХ РАБОТ

Вальди [60] разделил ряд красителей на слоях силикагеля
G, применив растворитель, состоящий из хлороформа, ацетона,
изопропанола и сернистой (от 5 до 6 % SO2) кислоты
( 3 : 4 : 2 : 1). Для исследованных красителей он получил следую-
щие величины Rf, акридиновый оранжевый 0,41; щелочной си-
ний 0,16 и 0,34, бриллиантовый зеленый 0,59; бриллиантовый
крезиловый синий 0,21 и 0,52; эрихромазуроловый S 0,39, гент-
ский фиолетовый 0,43 и 0,48; кристаллический фиолетовый 0,43;
светло-зеленый 0,11, малахитовый зеленый 0,35; метаниловый
желтый 0,39; метиленовый синий В 0,9; метиленовый зеленый 0,18
и виктория синий 0,51.

Штир и Шпехт [61] исследовали ряд ксантеновых гистоло-
гических красителей. Красители хроматографировали на слоях
силикагеля G с тем же растворителем, который использовал
Вальди [60], и со смесями н-пропанол—муравьиная кислота
(8:2), 75 %-ный раствор ацетата натрия—1 %-ная соляная ки-
слота—метанол ( 4 : 1 : 4 ) . Штир и Шпехт [61] проводили также
разделение красителей на слоях активированной фосфорилиро-
ванной целлюлозы со смесями ацетатный буферный раствор
(веронал)—этанол (5 : 3), рН 3 и 8.

Гистологические красители можно разделить на четыре
группы: 1) главным образом пиронин G; 2) смесь пиронина, пи-
ронина Y, родамина S и акридинового красного; 3) главным об-
разом родамин В и 4) главным образом родамин G. Красители
различного происхождения, имеющие близкие названия, иногда
могут сильно отличаться по составу.

Горобин и Гольдштейн [62] исследовали примеси в 11 образ-
цах красителей альциановый синий, астра синий, альциановый
желтый и альциановый зеленый, хроматографируя их на цел-
люлозе смесями н-бутанол—вода—уксусная кислота; если раз-
деление велось в закрытых камерах, соотношение компонентов
составляло 3 : 3 : 1 , если в открытых камерах, то 4 : 4 : 1 . Добрее
и Моутс [63] хроматографировали красители лазурный А, В и
С, метиленовый синий, толуидиновый синий О, тиониновый, пи-
рониновый В и Y, метиловый зеленый, кристаллический фиоле-
товый, амидовый черный 10В и буффало черный (NBR) на си-
ликагеле G, элюируя пробы смесями к-пропанол—к-бута-
нол—аммиак—вода ( 4 : 4 : 1 : 1 ) и н-пропанол—аммиак—вода
( 8 : 1 : 1 ) . Последняя смесь, но с соотношением компонентов
7 : 2 : 1 применялась также для разделения на пластинках адсор-
босила. Лоуч [64] проводил опыты с метиленовым синим, ме-
тиленовым фиолетовым, лазурным А, В и С и тиониновым кра-
сителями на силикагеле. Наиболее эффективное разделе-
ние красителей и их продуктов окисления и фотодеструкции

9*
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получено при тройном элюировании смесью 95 % -ный этанол—
хлороформ—уксусная кислота (17:2 : 1) на листках Бринкмана
MNSil-N-Hr/UV (254). Разделение проводили в темноте в на-
сыщенной атмосфере. Горобин и Мергатройд [65] сравнивали
хроматографию на бумаге, тонкослойную хроматографию на
силикагеле HF-245 и тонкослойный электрофорез на агаре по
достигаемому разрешению компонентов гистологических краси-
телей. Тонкослойная хроматография превосходила хроматогра-
фию на бумаге и в некоторых случаях позволяла разрешить
больше компонентов, чем электрофорез, в то же время послед-
ний был эффективнее при разделении других красителей. Для
ТСХ в качестве растворителей применяли следующие смеси:
н-бутанол—уксусная кислота—вода ( 4 : 1 : 5 ) ; 1 %-ная соляная
кислота (масса на объем)—0,75% -ный раствор ацетата натрия
(масса/объем)—метанол ( 4 : 1 : 4 ) ; бензол—пропионовая ки-
слота (4:1); хлороформ—метанол (4:1); уксусная кислота—•
ацетат этилцеллозольва—вода ( 1 : 2 : 2 ) , а также концентриро-
ванный аммиак, диметилформамид и воду. К сожалению, авторы
[65] не привели ни одного значения Rf и не указали, какой из

растворителей дает лучшие результаты при анализе того или
иного красителя. В некоторых случаях были исследованы дуб-
лирующие образцы, полученные из разных источников, при этом
оказалось, что составы этих образцов могут значительно раз-
личаться. Электрофорез проводили на 0,8-миллиметровом слое
агара при рН 4 и 9. Горобин [66] дал список примесей, содер-
жащихся в биологических красителях.

Горобин и Мергатройд [67] хроматографировали 27 серий-
ных образцов пиронина и родамина на листках силикагеля
Eastman, элюируя пробы смесью хлороформ-—метанол (4:1) .
Обнаружены и разделены семь различных красных красителей.
Ленсинк [68] разделил на компоненты судановый черный В,
хроматографируя его на силикагеле со смесью хлороформ—бен-
зол (1 : 1). Кремер и др. [68а] использовали силикагель и раст-
ворители Добреса и Моутса [63] для анализа тиазиновых кра-
сителей, входящих в составы гистологических красителей Гисма.

Соли тетразолия — практически неокрашенные соедине-
ния — применяют в гистохимии для точного обозначения мест
окисления тканей, потому что эти соли восстанавливаются с об-
разованием сильно окрашенных формазанов. Тирер и др. [69]
хроматографировали смесь 10 таких солей, а также смесь фор-
мазанов, образовавшихся при их восстановлении. Адсорбентом
служил силикагель G, а растворителем — смесь н-бутанол—
вода—уксусная кислота (78: 17:5) для солей и смесь гексан—
дихлорметан (2 :3) для формазанов. Гросман и Вагнер [70] ис-
следовали нитросиний тетразолиевый краситель, полученный из
четырех различных источников, методом тонкослойной гель-
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фильтрации на сефадексе G-25 Superfine с 0,9 %-ным раствором
хлорида натрия. Джонс [71] хроматографировал 9 бистетразо-
лиевых солей на силикагеле F, элюируя пробы смесью 3-метил -1-
бутанол—муравьиная кислота—вода ( 8 : 1 : 1 ) . Пятна были об-
наружены опрыскиванием щелочным раствором аскорбиново-
кислого натрия. Балог и др. [71а] использовали для хромато-
графирования монотетразолиевых солей слой силикагеля Η и
целлюлозы ΜΝ 300, взятых в соотношении 2 : 1, и смесь н-бутил-
ацетат—н-бутанол—уксусная кислота—вода ( 4 : 1 : 2 : 1 ) . Для
бистетразолиевых солей применяли растворитель, содержащий
те же компоненты, но в соотношении 7 : 3 : 5 : 3 . Визуальное на-
блюдение проводили после обнаружения пятен щелочным раст-
вором дитионата натрия, глицеринового или гликолевого аль-
дегида.

5. ИНДИКАТОРЫ

Вальди [60] разделил ряд индикаторов на смеси силика-
геля G и оксида алюминия (1 : 1), используя в качестве раст-
ворителя этилацетат, метанол и 5 н. раствор гидроксида ам-
мония ( 6 : 3 : 1 ) , и получил для этих индикаторов следующие
значения Rf (в некоторых случаях были еще обнаружены пятна
примесей, но здесь приводятся только данные для основных пя-
тен) : хлорфеноловый красный 0,27; бромкрезоловый пурпурный
0,40; крезоловый красный 0,42; л-крезоловый пурпурный 0,43;
бромфеноловый синий 0,48; бромхлорфеноловый синий 0,48;
бромтимоловый синий 0,65; бензиловый оранжевый 0,67; мети-
ловый оранжевый 0,67; тимоловый синий 0,74; фенолфталеин
0,83 и я-этоксихризоидин 0,84.

Алиотта и Розо [72] хроматографировали ряд индикаторов
на силикагеле, не содержащем добавок, и силикагеле, пропи-
танном буферным раствором фталата с рН 6,0, применяя в ка-
честве растворителя бутанол, насыщенный водой. Таким обра-
зом были исследованы феноловый красный, хлорфеноловый
красный, бромфеноловый красный, бромхлорфеноловый синий,
бромфеноловый синий, крезоловый, иодфеноловый синий, ж-кре-
золовый пурпурный, бромкрезоловый пурпурный, бромкрезоло-
вый зеленый, тимоловый синий и бромтимоловый синий. Ретти
и Гейнес [58] разделяли тимоловый синий, бромфеноловый си-
ний и феноловый красный индикаторы на силикагеле G, элюи-
руя их смесями амиловый спирт—этанол—аммиак (10:9 :1) ,
этилацетат—пиридин—вода ( 6 : 3 : 1 ) и бензол—изопропанол—
уксусная кислота (60 : 40 : 1).

Маровский и Фабрициус [73] исследовали образцы индика-
тора феноловый красный, полученные из различных источни-
ков, хроматографируя их на силикагеле смесью н-бутанол—
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этанол — 5%-ный раствор аммиака ( 4 : 1 : 1 ) . Чианг и Ие [74]
хроматографяровали 12 распространенных индикаторных краси-
телей на адсорбенте, состоящем из полиамида и силикагеля
(1:5,2), используя как кислотные, так и основные составные
растворители, содержащие от 0,5 до 7 % хлорида натрия, вво-
димого для уменьшения действия водородных связей. Флуорес-
цеиновые красители, которые применяются как индикаторы ад-
сорбции, разделяли на силикагеле со следующими растворите-
лями, хлороформ—уксусная кислота (9:1), бензол—уксусная
кислота (9:1) [75] и толуол—уксусная кислота (13:7) [76].

6. КОСМЕТИЧЕСКИЕ КРАСИТЕЛИ

Пинтер и Кремер [77] исследовали синие и зеленые краси-
тели и те красители, которые можно наносить на кожу, но не на
веки и не на губы. Сначала образцы (0,2 г) нагревали с двумя
добавляемыми последовательно порциями лигроина по 5 мл
каждая. После этого остаток дважды экстрагировали 50 %-ным
этанолом порциями по 2 мл. Хроматографирование проводили
на силикагеле, элюируя пробу смесью хлороформ—ацетон—
к-пропанол—сернистая (9% SO2) кислота ( 2 : 5 : 2 : 1 ) . Затем
красители с Rf меньше 0,20 еще раз элюировали смесью я-бу-
танол—уксусная кислота—вода (25:6:19), содержавшей 0,4%
хлорида калия. Для того чтобы различить красители, не пол-
ностью разделенные первым растворителем, можно использо-
вать цветную реакцию. С этой целью пластинку опрыскивают
4%-ной соляной кислотой или раствором гидроксида натрия.
Красители с цветными индексами (С. I.) 60730 и 62085 не уда-
ется разделить полностью, но их можно различить соответст-
венно по лиловому и синему окрашиванию, появляющемуся
после элюирования вторым растворителем. После обработки
двумя растворителями красители имели следующие величины
RfXlOO. 42095*—0 и 14, 7; 10020—15, 10, 63000-0 и 17,0 и 41;
19140—18 и 35; 44090—20, 19; 4535—24, 23; 52015—28, 19,
42100—33 и 39; 31 и 28; 42080—49, 40; 61570—53, 36; 62085—76,
60; 60730—77, 67; 42040—78, 60; 43820—82, 67; 4^140—83, 67.

Перди [78], элюируя пробы смесью бензол—нитробензол
(5:1), разделил на воздушносухом силикагеле G косметиче-
ские азокрасители: ганза желтый G, ганза желтый 10G, ганза
желтый GR, ганза желтый 3R, перманент красный GG, перма-
нент красный F4RH, перманент карминовый FB, перманент ко-
ричневый FG, ярко-красный и толуидиновый красный.

* Пяти и четырехзначные числа — это цветные индексы красителей —·
Прим перев
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Красители для губной помады

Десюсс и Десбом [79] использовали смесь я-пропанола и
аммиака в соотношении 9:1 и адсорбент силикагель G для раз-
деления 11 красителей, применяемых при изготовлении губной
помады. Рюдт [80] пользовался этой же смесью растворителей
для разделения 12 ксантеновых красителей, применяемых в губ-
ной помаде, и получил количественные результаты, сняв спектры
поглощения элюата в области от 450 до 550 нм. Давидек и др.
[81] для разделения красителей, применяемых в губной по-
маде, провели хроматографирование на незакрепленном слое
оксида алюминия. Эти авторы привели величины Rf ряда краси-
телей и результаты анализа нескольких торговых образцов губ-
ной помады.

Котсис и Гери [82, 83] описали методику разделения и иден-
тификации красителей для губной помады на слоях силикагеля
(адсорбосил-1), закрепленных кальцием. Красители экстрагиро-
вали из губной помады смесью 3 частей бензола и 1 части аце-
тона; образцы помады кипятили с этой смесью в колбе с об-
ратным холодильником. Для разделения использовали смеси
растворителей трех видов: бензол—метанол—гидроксид аммо-
ния (65:30:4), бензол—н-амиловый спирт—концентрированная
соляная кислота (65: 30 : 5) и бензол—я-пропанол—гидроксид
аммония ( 6 : 3 : 1). Для количественной оценки проводили элюи-
рование пятен и определяли поглощение элюата на спектрофо-
тометре.

Силк [84] также анализировал красители для губной по-
мады методом ТСХ на слоях силикагеля. Он наносил образцы
помады непосредственно на пластинку, втирая размягченную
губную помаду в слой силикагеля толщиной 375 мкм (такая
толщина слоя способствует адсорбции масел, входящих в состав
помады). Большинство красителей можно разделить элюиро-
ванием двумя растворителями: а) дихлорметаном и б) смесью
этилацетат—метанол—гидроксид аммония, разбавленный в 3—
7 раз (15 :3 :3) ; однако когда в состав образца входил краси-
тель красный № 7 Д и С, то применяли пластинки, буферирован-
ные раствором фосфата. В последнем случае проводили элюиро-
вание сначала смесью я-бутанол—95%-ный этанол—гидроксид
аммония (20:4:3), а затем растворителем б. Количественные
измерения осуществляли спектрофотометрически.

Перди [85] наносил губную помаду непосредственно на слой
адсорбента. При использовании 13 типов неподвижных фаз и
41 системы растворителей были разделены более 150 красите-
лей, из которых 37 найдены в губных помадах. Применяя метод
непосредственного нанесения и ряд избирательных подвижных
фаз, указанные авторы с помощью трех- или пятикратного
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хроматографирования смогли расшифровать большинство по-
ставляемых на продажу составов. Для анализа наиболее слож-
ных смесей и для концентрирования вспомогательных красителей,
входивших в состав исходных образцов в ничтожных коли-
чествах, применяли метод экстракции смесью диметилформ-
амида и 85 %-ной фосфорной кислоты (20 : 1). В результате ком-
бинирования этого метода с разделением с несколькими подвиж-
ными фазами и с избирательным разделением на силикагеле и
полиамиде были выделены три группы красителей, которые за-
тем анализировали методом ТСХ. Леман и Ректенвальд [86J рас-
творяли образец в теплом диметилформамиде и из полученного
раствора экстрагировали петролейным эфиром жиры и пара-
фины. Оставшийся раствор в диметилформамиде разбавляли
водой в отношении 1 : 1 и обесцвечивали полиамидом. Далее
полиамид промывали водой и метанолом и элюировали краси-
тели смесью метанола с аммиаком (19:1). Йорк и др. [87]
после разделения на силикагеле смесью этилацетат—метанол—
25 %-ный раствор аммиака (5 :2 :1) определяли эозин посред-
ством флуоресцентного сканирования.

Красители для волос

Браун [88] опубликовал обзор по химии красителей для во-
лос и рекомендовал смесь петролейный эфир—ацетон—аммиак
(уд. масса 0,88) (30:10:1) и силикагель в качестве системы,
пригодной для разделения наиболее простых оснований, входя-
щих в состав окислительных красителей для волос. Для боль-
ших молекул типа N-замещенного нитро-п-фенилендиамина
можно увеличить содержание ацетона до 20 долей. Окислитель-
ные красители для волос представляют собой смеси промежу-
точных красящих веществ, поверхностно-активных реагентов,
средств для улучшения качества волос, сульфитов, аммиака и
духов. Анализ их сложен тем, что промежуточные красящие ве-
щества легко окисляются. Гордынска и Легатова [89] смеши-
вали 4 г образца с 1 мл 5 %-ного раствора бисульфита натрия
и 6 мл этанола. В случае необходимости смесь фильтровали и
20 мкл раствора наносили на слой силикагеля G. В одном на-
правлении хроматограмму элюировали нижней фазой смеси
аммиак—вода—легкий петролейный эфир—хлороформ—м-бута-
нол (4 : 13 : 10 : 50 . 5), а во втором, перпендикулярном, направ-
лении тем же растворителем, которым пользовалась Котте-
ман [90], а именно смесью хлороформ—этилацетат—этанол—
уксусная кислота (35-10:6:2) . Амины и аминофенолы об-
наруживали 1 %-ным раствором 4-диметиламинобензальдегида,
полифенолы — раствором диазотированного бензидина (проба
Т-36). Котлеман использовала один и тот же растворитель,
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только на каждые 20 мл аммиака добавляла 2 мл 50 %-ной ги-
пофосфорной кислоты. Она выделила хроматографированием
30 промежуточных красящих веществ и исследовала пять раст-
воров ранее не известных промежуточных красящих веществ.
Разработанная методика позволяет обнаружить в исходном
растворе красителя 0,02 % промежуточного красящего вещества.
Однако гидрохинон вследствие его легкой окисляемости при
содержании менее 0,1 % обнаружить не удается. К числу других
растворителей, использованных для разделения этих соедине-
ний, относятся смеси н-бутилацетат—бензол (2:1) [91] идиизо-
пропиловый эфир—ацетон—изопропанол (10:1:1) [92]. Таке-
мура [91] указал значения Rf и цвета (при обнаружении диа-
минобензальдегидом) 20 соединений. Зелазна и Легатова [93]
экстрагировали красящие вещества из эмульсионных красите-
лей для волос уксусной кислотой, предварительно разрушив
эмульсию замораживанием. В качестве элюирующего раство-
рителя они применяли смесь н-бутанол—уксусная кислота—эта-
нол—вода (50:1:10:40), а обнаружение при визуальном на-
блюдении проводили 1 %-ным раствором хлорида железа. Гольд-
штейн и др. [94] исследовали 28 красителей с помощью 37 раз-
личных хроматографических систем.

7. ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ КРАСИТЕЛИ

В работе [95] описано разделение оптических отбеливате-
лей, полученных из стильбена, на слоях, приготовленных из
равных по массе количеств оксида алюминия и 2,5 %-ного рас-
твора карбоната натрия. Растворителями служили смеси бута-
нол—этанол—вода ( 2 : 1 : 1 ) и моноэтиловый эфир диэтиленгли-
коля—2 %-ный раствор гидроксида аммония (4:1) . Латинак
[96] применял два метода хроматографирования этих соедине-
ний на слоях силикагеля — прямой и косвенный. Для прямого
разделения он использовал смеси я-пропанол—5 %-ный раствор
карбоната натрия (2:1), н-бутанол—пиридин—вода ( 1 : 1 : 1 ) ,
«-бутанол—пиридин—25 %-ный раствор аммиака ( 1 : 1 : 1 ) и
к-пентанол—пиридин—25 %-ный раствор аммиака ( 1 : 1 : 1 ) .
Как выяснилось, величины Rf зависят от природы заместителей
у триазинового кольца и возрастают в следующем порядке. Ве-
личины Rf цис-язомеров ниже, чем у соответствующих транс-
изомеров. В косвенном методе сначала окисляли изучаемые со-
единения щелочным перманганатом и после этого хроматогра-
фировали полученные альдегиды.

Шлегельмильх и др. [97] разделяли флавоновые кислоты,
применяемые как флуоресцентные оптические осветлители,
методом ТСХ на ацетатцеллюлозе со смесью хлороформ—мета-
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нол—буферный раствор (1 : 3 : 1), на целлюлозе со смесью к-бу-
танол—уксусная кислота—10 %-ный раствор хлорида натрия
(4: 1 : 1) и на силикагелеили оксиде алюминия со смесью метил-
этилкетон—диэтиламин—25 %-ный раствор аммиака ( 3 : 1 : 1 ) .
Тайдель и Шмитц [98] разделили 16 оптических осветлителей,
применяя слои полиамида и смеси метанол—вода—аммиак
(10 : 1:4) и метанол—6 н. соляная кислота (10 · 2), а также си-
ликагель G и смеси я-гексанол—пиридин—этилацетат—ам-
миак—метанол ( 5 : 5 : 5 : 5 : 3 ) и бензол—хлороформ (2:3) .
Экстракция красителей проводилась следующими растворите-
лями: этиленгликоль—аммиак (7:3) и пиридин—вода (1:1) .
Авторы [98] дали таблицу величин Rf, включая Rf цис- и транс-
изомеров. Фигге [99] классифицировал 18 оптических осветли-
телей в соответствии с их растворимостью в различных раство-
рителях. Неионные осветлители отделяли от ионных хромато
графией на силикагеле с применением щелочных полярных
растворителей. Далее каждую группу разделяли на индивиду-
альные соединения методом одно- или двумерной ТСХ. В статье
указаны 19 составных растворителей.

8. ТЕКСТИЛЬНЫЕ КРАСИТЕЛИ

Все прочие красители, кроме рассмотренных выше пищевых,
косметических, флуоресцентных, гистологических красителей и
чернил, применяются главным образом в текстильной промыш-
ленности. Их можно разделить на 10 классов [100], а именно:
кислотные красители, азокрасители и азокомпоненты красите-
лей, основные, прямые, дисперсные, реактивные, протравные
красители, красители, применяемые с растворителями, серные и
кубовые красители. Естественно, что некоторые из уже упомя-
нутых выше красителей также входят в эти перечисленные
классы Ретти и Гейнес [58] и Менон [101] опубликовали об-
зоры по использованию ТСХ для разделения красителей. Рэй-
берн и др. [102] показали, насколько важна ТСХ как метод affS^
лиза при производстве красящих веществ и привели некоторые
примеры ее применения. С помощью ТСХ, в частности, можно
определить светостойкость, стойкость к выцветанию при кон-
такте с газами, содержание поверхностно-активных веществ и
текстильных смол.

Суини [103] дал список растворителей, пригодных для экс-
тракции красителей из различных волокон. Диметилсульф-
оксид — один из таких наиболее эффективных растворителей,
однако он растворяет ацетатные волокна, поэтому при работе
с ацетатными волокнами предпочтителен монохлорбензол. После
экстракции следует концентрировать раствор красителя при
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низкой температуре и под вакуумом, чтобы свести к минимуму
возможность деструкции. Для получения пятен на хроматогра-
фической пластинке достаточно 2—4 мкл 1 %-ного раствора.
Для экстракции кубовых красителей, окрашивающих хлопчато-
бумажные ткани, достаточно хороших растворителей пока по-
добрать не удалось; для этой цели можно использовать диме-
тилсульфоксид, пиридин, нитробензол и диметилформамид,
однако в зависимости от природы растворителей результаты
могут быть и плохими, и хорошими [103].

Прямые красители

Суини [103] рекомендует ряд элюирующих растворителей
для различных классов красителей; для хроматографирования
прямых красителей на слоях силикагеля он предлагает сле-
дующие смеси: пропанол—вода—уксусная кислота ( 5 : 3 · 1),
бутилацетат—пиридин—вода ( 5 : 5 : 2 ) , бутанол—ацетон—вода
( 5 : 5 : 3 ) и органический слой в системе бутанол—вода—аммиак
( 2 : 1 : 1). Браун [104] считает, что в качестве растворителя при-
годна следующая смесь: н-бутанол—этанол—аммиак—пири-
дин—вода ( 8 : 3 : 4 : 4 : 3 ) . Меккель и др. [105] разделили девять
прямых азокрасителей на ряд компонентов, проводя хро-
матографирование на слоях силикагеля и оксида алюминия, со-
держащих 2,5 % карбоната натрия; на силикагеле разделение
было более четким, но элюирование заняло больше времени.
Элюирующим растворителем служила смесь бутилацетат—пи-
ридин—вода ( 6 : 9 : 5 ) . Рабан [106] разделил на компоненты на
оксиде алюминия со смесью этанол—вода в качестве раствори-
теля следующие азокрасители: конго красный (цветной индекс
22120), трипан синий (23850), прямой синий (22610), прямой
зеленый R (30295), бензопурпурин (23500) и прямой красный?
(22310). Соотношения компонентов в смеси растворителей ме-
нялись в зависимости от типа оксида алюминия. Логар и др.
[106а] привели величины Rf 61 прямого красителя, полученные
для хроматографирования системы силикагель и-бутилацетат—
пиридин—хинолин—вода ( 3 : 3 : 1 : 3 ) . Вада и др. [1066] нашли,
что для 190 кислотных и прямых красителей кожи при хрома-
тографировании на силикагеле наилучшим из испытанных ими
растворителей является смесь 95 %-ный этанол—разбавленный
(1:9) аммиак—«-бутанол ( 9 : 2 : 3 ) .

Кислотные красители

Для разделения кислотных красителей на силикагеле можно
использовать следующие смеси растворителей: пропанол—
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ацетон—вода—уксусная кислота ( 5 : 5 : 3 : 1 ) , пиридин—бутил-
ацетат—вода ( 9 : 6 : 5 ) , м-бутанол—этанол—вода ( 2 : 1 : 1 ) , про-
панол—28 %-ный аммиак (1:1) [103]. Ретти и Гейнес [58] уста-
новили, что при разделении флуоресцеиновых красителей на
силикагеле наилучшие результаты дает смесь бензола и пропио
новой кислоты (4:1); однако при разделении моно- и дигало-
генпроизводных эти авторы предпочитают пользоваться смесью
бензол—хлороформ—пропионовая кислота ( 2 : 2 : 1 ) . Меккель
и др. [105] разделяли красители бензиловый стойкий красный
GRG, палатин стойкий зеленый GN и палатин стойкий красный
на силикагеле, приготовленном с 2,5 % карбоната натрия, элюи-
руя пробу смесью бутилацетат—пиридин—вода ( 6 : 9 : 5 ) . Антра-
хиноновые красители можно хроматографировать на слоях цел-
люлозы или силикагеля, элюируя пробу смесью м-бутилаце-
тат—пиридин—вода ( 2 : 2 : 1) [58]. Логари и др. [106а] исполь-

зовали слои кизельгура и смесь м-бутанол—уксусная кислота—
вода ( 2 : 1 : 5 ) .

Основные красители

Для разделения основных красителей на силикагеле можно
применять смеси бутанол—этанол—вода—-уксусная кислота
( 1 0 : 1 : 1 : 1 ) или бензол—метанол (9:1) [103]. Ретти и Гей-
нес [58] предпочитают для разделения основных азокрасителей
смесь хлороформа и метанола (4:1) . Логар и др. [107, 108]
хроматографировали 19 основных красителей, применяемых для
крашения полиакрилонитрила, на оксиде алюминия со смесью
этанол—вода (5:2) и 11 других красителей на силикагеле G
со смесью пиридин—вода (1 :2). Арсов и др. [109] анализировал
23 основных красителя на силикагеле, элюируя пробы смесями
хлороформ—метилэтилкетон—уксусная кислота—муравьиная
кислота ( 8 : 6 : 1 : 1 ) , хлороформ—м-пропанол—пиридин—уксус-
ная кислота—вода ( 8 : 6 : 1 : 1 : 2 ) , хлороформ—метилэтилкетон—
муравьиная кислота (6 :8 :1) и хлороформ—изопропанол—iut»
ридин—уксусная кислота—вода ( 6 : 1 2 : 3 : 1 : 1 и 6 : 8 : 3 : 1 : 2 ) .
Испытаны также еще три варианта последнего состава. Таке-
шита и др. [ПО] разделили хроматографически 15 основных
красителей, а именно: фуксиновый основной, кристаллический
фиолетовый, этиловый фиолетовый, малахитовый зеленый, ноч-
ной синий, бисмарк коричневый, нейтральный красный, сафра-
нин О, акридиновый оранжевый, метиленовый синий, новый ме-
тиленовый синий, Нил синий, пирониновый G и родаминовый В.
Разделение проводилось на слоях полиамида с 5 растворите-
лями, включая метанол, этанол, смеси 28 %-ного аммиака и ме-

танола (1:8) бензола и метанола (5:1) и тетрахлорида угле-
рода и метанола (4: 1).

Дисперсные красители

Суини [103] рекомендует применять для хроматографиче-
ского разделения дисперсных красителей на силикагеле смеси
бензол—ацетон (9:1) и бензол—хлороформ—ацетон ( 5 : 2 : 1 ) .
Уолленуэбер [18] разделял антрахиноновые красители на слоях
порошкообразной ацетилированной целлюлозы с 10 %-ным со-
держанием ацетильных звеньев. Для хроматографической си-
стемы целлюлоза MN 300 Ас или MN 300 G/Ac и смеси этилаце-
тат—тетрагидрофуран—вода (6:35:47) получены следующие
величины Rf\ 1,4-диоксиантрахинон (хинизарин, цв. инд. 58050)
0,15 и 0,06; 4-амино-1-оксиантрахинон (дисперсный красный 15,
цв. инд. 60710) 0,22 и 0,11; 1,4-диаминоантрахинон (дисперсный
фиолетовый 1, цв. инд. 61100) 0,32 и 0,21. Хотя для разделения
указанных красителей вполне пригодны целлюлоза и смеси
тетрагидрофурана, воды и 4 н. уксусной кислоты, Ретти и Гей-
нес [58] предпочитают проводить хроматографирование антра-
хиноновых красителей и промежуточных продуктов на силика-
геле схлороформом или смесью ацетона и хлороформа. 1-Амино-,
2-амино-, 1,2-диамино- и 1,4-диаминоантрахиноны удается эф-
фективно разделить смесью хлороформ—ацетон (9:1) . Гемзова
и Гаспарич [111] хроматографировали на оксиде алюминия
30 дисперсных азокрасителей, применяя в качестве растворите-
лей бензол и хлороформ. Доушева и др. [111а] разделили на
силикагеле (тип 60) 27 дисперсных красителей. Лучшим раство-
рителем оказалась смесь м-гексан—этилацетат—ацетон ( 5 : 4 : 1).
Франк и Гайкова [112, 113] хроматографировали несколько
аминоантрахинонов на незакрепленных слоях оксида алюми-
ния (активность III). Разделение проводили со смесью цикло-
гексан—эфир (1:1), а количественные измерения выполняли,
определяя непосредственно оптическую плотность пятен с по-
мощью денситометра Цейса, обеспечивавшего точность опреде-
ления ± 6 % - В результате для ряда аминопроизводных антра-
хинонов были получены следующие значения Rf. 1-амино- 0,62;
2-амино- 0,23; 1,2-диамино- 0,65; 1,4-диамино- 0,10; 1,5-диамино-
0,46; 1,8-диамино- 0,35; 2,6-диамино- 0,00; 1,6-диамино- 0,08 и
1,7-диамино- 0,14. Баншо и др. [114] хроматографически разде-
лили группу из 17 аминоантрахинонов на оксиде алюминия, ис-
пользуя 4 различных растворителя. Результаты разделения све-
дены в таблицу (см. также гл.'XXVI, разд. 8 и 19, где приве-
дены хроматографические характеристики некоторых природных
антрахинонов).
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Реактивные красители

Браун [104] дает следующую методику экстрагирования ре-
активных красителей из целлюлозы:

1. 100 мг красящего вещества встряхивают 20 мин с 2 мл
90 %-ной (по объему) серной кислоты.

2. Экстракт выливают в 50 мл холодной дистиллированной
воды.

3. Осторожно кипятят в течение 2 мин.
4. Охлаждают до комнатной температуры.
5. Добавляют 0,4 мг очесов аминоэтилцеллюлозы.
6. Взбалтывают 5 мин или до тех пор, пока не адсорбиру-

ется весь краситель.
7. Фильтруют на пористом стеклянном фильтре № 3 под ва-

куумом.
8. Промывают 200 мл холодной дистиллированной воды.
9. Отсоединяют вакуумный насос и заменяют колбу для

сбора фильтра на чистую.
10. Добавляют 25 мл 10%-ного (по объему) аммиака

(уд. масса 0,880), взбалтывают и дают отстояться в течение
2 мин.

11. Фильтруют и фильтрат упаривают.
12. Растворяют краситель в диметилформамиде.
Ци [115] опубликовал обзор по хроматографии на бумаге

и тонкослойной хроматографии реактивных красителей. Пер-
кавач и Перпар [116] применяли для разделения ряда реак-
тивных красителей, содержащих триазиновые кольца, пирими-
диновые кольца, винилсульфоновые группы или сульфонамидг
ные группы, смеси изобутанола, н-пропанола, этилацетата и
воды ( 2 : 4 : 1 : 3 ) , диоксана и ацетона (1:1) и я-пропанола,
этилацетата и воды ( 6 : 1 : 3 ) . Щухи и др. [117] использовали
смесь изопропанола и аммиака (2: 1) для разделения несколь-
ких реактивных красителей марки «Процион» на силикагеле.
В состав этой группы красителей входили: процион бриллиан-
товый красный МХ-8В, процион тюркуаз Н-А и процион желтый
MX-2R. Ци и Гаспарич [118] приводят величины Rf для 41 ре-
активного красителя марки «Ремазол» в трех формах, а именно:
винилсульфоновой, 2-оксиэтилсульфоновой и в форме 2-окси-
этилсульфонового сульфоэфира. Хроматографирование прово-
дилось на силикагеле G со смесями н-бутилацетат—пиридин—
вода ( 2 : 2 : 1 ) и н-бутилацетат—уксусная кислота—вода
( 2 : 2 : 1 ) . Такая же комбинация была использована для разде-
ления дихлороксалиновых красителей [119]. Душева и др.
[|120] хроматографировали 13 реактивных монохлортриазокра-
сителей на силикагеле с 12 различными растворителями.
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Протравные красители "

Шетти [121—125], а также Шетти и Кастер [126] провели
разделение нескольких хромовых и кобальтовых комплексов азо-
и изометиновых красителей. Разделение было выполнено на
высушенных при 120сС слоях оксида алюминия с м"етанолом
в качестве злюирующего растворителя. Изучая металлические
комплексы 29 азокрасителей, Поллард и др. [127] проверяли
чистоту азокрасителей (до комплексообразования), проводя ·
хроматографирование на силикагеле G, содержавшем связую-
щую добавку—крахмал Наилучшие результаты дали следую-
щие смеси: петролейный эфир (40—60°С)—диэтиловый эфир—
этанол (10:10:1), н-бутанол—этанол—2 н. раствор аммиака
( 3 : 1 : 1 ) и изопропанол — метилэтилкетон—аммиак (уд. масса
0,88) ( 4 : 3 : 3 ) . Тоул и Моукова [128] хроматографировали дру-
гую группу подобных соединений—о-оксизамещенные моноазо-
красители, многие из которых применяются в аналитической и
координационной химии N-гетероциклических соединений. Были
использованы дезактивированные слои силикагеля и следующие
смеси растворителей: бензол—уксусная кислота (4:1), бензол—
хлороформ—уксусная кислота (25 :5 : 6,2), тетрахлорид угле-
рода—уксусная кислота (15:4), тетрахлорид углерода—этил-
ацетат—уксусная кислота (30 : 3 : 2) и тетрахлорид углерода—
уксусная кислота (15:2). В этом случае кислотные составные
части растворителей подавляли образование комплексов со
следами примесей металла, содержавшимися в адсорбенте.
Этими авторами приведены величины Rf, определенные как
в условиях насыщения хроматографических пластинок парами
растворителя, так и без насыщения.

Азокрасители и азокомпоненты красителей

Для этих красящих веществ требуется добавка связываю-
щего соединения, при взаимодействии с которым в волокне или
на волокне образуется краситель. Перкавач и Перпар [129]
разделили хроматографированием на силикагеле группу из
семи таких стойких оснований, применяя в качестве раствори-
телей смеси н-бутанол—уксусная кислота—вода (16:4:5) и
н-бутанол—пиридин—вода ( 1 : 2 : 1 ) . Пятна обнаруживали, об-
рабатывая пластинки реактивом Т-90. Группу из девяти стой-
ких солей (стабилизованных солей диазония) также разделяли
на силикагеле смесью н-бутанол—уксусная кислота—вода
( 1 : 1 : 5 ) . Гаспарич [130] хроматографировал 32 стойких осно-
вания на слоях оксида алюминия, используя бензол в качестве
растворителя. Всего было проведено хроматографирование
86 образцов, так как испытывались красители, полученные от
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различных изготовителей. Автор работы [130] обнаруживал
пятна красителей также с помощью реактива Т-90. Тилеман
[131] разделял а- и β-нафтолы, используя их реакцию со стой-
кой черной солью В, стойкой черной солью G, стойкой фиолето-
вой солью В, стойкой красной солью ITR, стойкой синей солью
ВВ, стойкой синей солью В, стойкой гранатовой (темно-крас-
ной) солью GBC и стойкой коринфской солью V. Образовав-
шиеся в результате красители Тилеман хроматографировал на
силикагеле, элюируя пробы бензолом, смесями бензол—этил-
ацетат (3:2), дихлорметан—этилацетат (3:2) и дихлорметан—
этилацетат—диэтиламин (92:5 :2) .

Красители, применяемые с растворителями

Вообще говоря, красители этой группы можно хроматогра-
фировать на силикагеле с бензолом, хлороформом, смесями бен-
зола и тетрахлорида углерода (1 :4), бензола и ацетона ( 1 : 1),
хлороформа и метанола (9:1), гексана и этилацетата (9:1)
и петр'олейного и диэтилового эфиров и уксусной кислоты
(70:30: 1), а также на оксиде алюминия со смесью гексана и
этилацетата (49: 1) или с тетрахлоридом углерода. В тех раз-
делах, где речь шла о пищевых и косметических красителях и
красящих веществах чернил, упоминался ряд красителей, раст-
воримых в органических средах. Красители, применяемые
с растворителями, используются также для окраски нефтепро-
дуктов, древесины и пластиков.

Для того чтобы можно было различать различные сорта
бензинов, к ним добавляют красители, придающие им характер-
ную окраску. Хауссер [132] исследовал красящие вещества,
предназначенные для окрашивания бензинов, применяемых
в ФРГ. Чтобы повысить концентрацию красящего вещества, 1—
10 мл бензина упаривали примерно до одной трети первона-
чального объема, добавляли петролейный эфир и вводили в ко-
лонку, заполненную оксидом алюминия. Колонку сначала тща-
тельно промывали петролейным эфиром, высушивали и затем
элюировали окрашенную зону небольшим количеством ацетона,
после этого раствор в ацетоне упаривали до нескольких капель,
которые наносили на пластинку для ТСХ. На слоях силикагеля
пробу элюировали бензолом; для лучшего разделения целесооб-
разно использовать клиновидные слои. Хауссер приводит вели-
чины Rf и указывает цвета пятен исследованных им образцов
бензинов.

Фуджи и Камикура [133] изучали разделение нескольких
органических азокрасителей в 17 различных растворителях на
слоях силикагеля. Величины Rt, полученные с двумя наиболее
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эффективными растворителями, 1,1-дихлорэтаном и 1,1,2-три-
хлорэтаном, даны в табл. 21.6.

Таблица 21.6

Величины Λ/Χ100 некоторых азокрасителей, полученные на силикагеле [133]

Краситель

Желтый пигмент 1

Оранжевый пигмент 1

Перманент оранжевый

Красный пигмент

Толуидиновый красный

Красный пигмент 22

Красный пигмент 18

Цветной
индекс а

11680

11725

12075

12085

12120

12315

12350

Растворитель

1,1-Дихлорэтан

39

25

31

47

23

16

12

1,1,2-трихлорэтан

38

30

30

45

26

18

16

1956.

а Цветной индекс «Общества красильщиков и колористов», Бредфорд,

9. ПРОЧИЕ КРАСИТЕЛИ

Гаспарич [134] разделил группу азокрасителей на слоях
силикагеля. Исследуемые образцы он наносил на слои в виде
растворов ДМФ; растворы крап-лаков необходимо было подо-
гревать. Для того чтобы избежать влияния растворителя на
разделение, его необходимо полностью испарить. Красящие ве-
щества подразделяются на пять типов: 1) вещества, содержа-
щие ацетоацетариламиды, 2) вещества, содержащие 2-нафтол;
3) пиразолоновые аз'окрасители, 4) вещества, содержащие ари-
ламиды 2-окси-З-нафтойной· кислоты, и 5) крап-лаки азокраси-
гелей, содержащие карбокси- и (или) сульфогруппы. Первые
четыре группы красящих веществ разделяют бензолом, причем
иногда требуется многократное разделение, а в некоторых слу-
чаях применяется толуол. Вещества пятой группы хромато-
графируют смесями н-бутилацетат—уксусная кислота—вода
(4 : 2,5 : 1), 1-пропанол—н-бутил ацетат—аммиак ( 2 : 1 : 1 ) и
1-пропанол—аммиак (2:1) . Последний растворитель особенно
эффективен при разделении крап-лаков с одной и двумя сульфо-
и (или) карбоксигруппами.

Масшляйн-Кляйнер [135] использовал ТСХ, чтобы по со-
держанию хинонов различать старые и современные красители.
Образцы красителей хроматографировали на ацетилированной
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целлюлозе со смесью этилацетат—тетрагидрофуран—вода
(6:36:47). В работе приведены хроматограммы кошениля,
креп-марены, кермеса, неочищенного шеллака, подмаренника,
сандала, хенны, орехового дерева, альканны красильной, карта-
мина, а также для маренового, пурпуринового, кошенилевого и
ализаринового крап-лаков.

10. РАЗДЕЛЕНИЕ КРАСИТЕЛЕЙ МЕТОДОМ ЭЛЕКТРОФОРЕЗА

Пастушка и Тринкс [136] применили тонкослойный электро-
форез для разделения некоторых красителей как в кислотной,
так и в основной средах (табл. 21.7). Для разделения в кислот-
ной среде приготавливали слои силикагеля с 3%-ной борной
кислотой и через 20 мин в центр хроматографической пластинки
вводили раствор красителя. Электролит для разделения полу-
чали, смешивая 80 мл этанола, 30 мл дистиллированной воды,
4 г борной кислоты и 2 г кристаллического ацетата натрия;
смесь подкисляли уксусной кислотой до рН 4,5. Электрофорез
проводили в течение 120 мин при напряженности поля 10 В/см.
Для разделения в основной среде слои силикагеля смешивали
с 3 %-ным раствором борной кислоты. В этом случае к электро-
литу добавляли гидроксид натрия до рН 12.

Кридл [137] опубликовал данные о длине пути миграции при
электрофорезе 26 пищевых красителей, полученных переработ-
кой каменноугольной смолы, с применением кизельгура, сили-
кагеля и оксида алюминия в качестве подложек. Электрофорез
проводили в 1 н. растворе азотной кислоты, 0,1 н. растворе
аммиака и в буферных растворах с рН 4,0; 6,0; 8,0 и 9,2.

Де Зееув [138] указал на возможность применения тонко-
слойной хроматографии с программированным изменением
состава газовой фазы (ТСХ-ПП) для улучшения разделения
некоторых красителей.
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Глава XXII

УГЛЕВОДОРОДЫ

В 1952 г. Кирхнер и Миллер [1] разработали методику по-
лучения эфирных масел, не содержащих терпенов, разделением
на хроматографических полосках, проводимым после обычного
хроматографирования. Возможность разработки такого метода
подтвердили результаты хроматографического разделения сме-
сей большого числа углеводородов и окисленных соединений на
тонких слоях кремневой кислоты с применением гексана в ка-
честве элюирующего растворителя. При использовании этого
растворителя окисленные соединения оставались на стартовой
линии, тогда как углеводороды довольно легко перемещались

(табл. 22.1).
Кухарчик и др. [2], используя в качестве растворителей

гексан и тетрахлорид углерода, разделили группу соединений,
включающую большое число углеводородов (табл. 22.2), на
слоях как силикагеля, так и оксида алюминия. Положение пя-
тен определяли, опрыскивая пластинки смесью 0,2 мл 37 %-ного
раствора формальдегида и 10 мл концентрированной соляной
кислоты или 10%-ным раствором тетрацианэтилена в бензоле
либо наблюдая флуоресценцию слоев в УФ-свете. Янак [3, 4],
комбинируя тонкослойную хроматографию с газовой хромато-
графией, провел опыты с рядом углеводородов в трех раствори-
телях (табл. 22.2). Разделение он проводил на незакрепленных
слоях силикагеля толщиной 0,6—0,9 мм, а в качестве обнару-
живающего реагента использовал насыщенный раствор тетра-
цианэтилена в бензоле. Поскольку слои были незакрепленными,
обнаруживающий реагент подавался на пластинку каплями из
капиллярной пипетки или пластинку опрыскивали, потирая смо-
ченной им зубной щеткой о металлическое сито. Пятна окра-
шенных комплексов появлялись после испарения бензола в су-
шильном шкафу при 100°С.

Огнянов [5] также разделял некоторые из этих соединений
на незакрепленных слоях оксида алюминия с активностью по
Брокману между I и II, используя гексан в качестве подвижной
фазы. Однако этому автору не удалось получить постоянных ве-
личин Rf, так как оксид алюминия был частично дезактивиро-
ван из-за адсорбции влаги воздуха при приготовлении хромато-
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Таблица 22 I

Величины Я/Х100 некоторых углеводородов, полученные
на хроматографических полосках кремневой кислоты с 5 % крахмала

в качестве связующего [1] а · б

Соединение

Антрацен

вгор-Бутилбензол

трег-Бутилбензол

Камфен

Цедрен

Кумол

п-Цимол

Бициклопентадиен

Бифенил

Гептен

Гексин

Лимонен

Мезитилен

Rf X 1С0

34

e i

70

74

82

62

38

72

30

87

43

41

64

Соединение

β-Метилнафталин

Мирцен

Нафталин

Нонен-4

Октадецен

а-Пинен

β-Пинен

Пирен

Стильбен

Стирол

Терпинолен

Ксилол

Rf X 1С0

49

56

35

94

88

83

80

27

20

55

64

65

a С разрешения Am. Chem. Soc.
6 Слои силикагеля сушили сначала 15 мин при 105 °С, затем в течение

получаса при 3 мм рт. ст. над пентоксидом фосфора. Растворитель — н-гексан,
не содержащий примеси бензола; длина пути элюирования 10 см.

графической пластинки и нанесении образца. Такое предполо-
жение подтверждается тем, что для некоторых соединений най-
денные Огняновым величины Rf совпадают с полученными
Кухарчиком и др. [2], а для других различаются. Приведем не-
которые величины 7?/, полученные для ряда соединений: п-диизо-
пропилбензол 0,89; 3,4,5,11-тетрагидроаценафтен 0,74; аценаф-
тилен 0,49; трифенилметан 0,43 и дифенилметан 0,18. Для того
чтобы можно было обнаружить ненасыщенные соединения,
Огнянов [6] помещал хроматографическую пластинку на 20 мин
в камеру, где содержалось от 10 до 15 % озона. После этого он
выдерживал пластинку на воздухе, чтобы удалить избыточный
озон, и опрыскивал ее раствором индигосульфоновой кислоты
(0,13 г индиго нагревали в течение часа с 1 мл концентрирован-
ной серной кислоты, а затем разбавляли до 500 мл). После на-
гревания появлялись пятна белого или от желтого до коричне-
вого цвета на синем фоне.
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Шульте и др. [7, 8] изучали разделение природных полиа-
цетиленовых соединений на слоях силикагеля. Обнаружение
проводилось следующим образом. Пластинки опрыскивали сна-
чала 0,5 %-ным раствором дикобальтоктакарбонила в петролей-
ном эфире (120—135°С) и выдерживали в течение 10 мин, за-
тем опрыскивали 1 н. раствором соляной кислоты и сушили.
После обработки неатаном адсорбент отсасывали с подложки
и промывали 2 ч, чтобы удалить избыток реагента. Избыточную
влагу промокали фильтровальной бумагой, после чего в течение
минуты пластинки выдерживали в парах брома, далее погру-
жали в 5%-ный раствор а-нитрозо-р-нафтола в смеси уксус-
ной кислоты с водой (1:1) и после этого тщательно промы-
вали 0,5 %-ным раствором аммиака. Хелатные комплексы
разделяемых соединений дают красные пятна на почти белом
фоне.

Прей и др. [9] разделили хроматографически ряд олефинов
с низкими молекулярными массами в виде комплексов с ацета-
том ртути (табл. 22.3); разделение велось на слоях сили-
кагеля при элюировании смесью пропанол—триэтиламин—
вода (50:25:25). При опрыскивании 2 %-ным спиртовым рас-
твором дифенилкарбазона и последующем кратковременном
нагревании при 80 °С эти соединения образуют сине-фиолетовые
пятна. Браун и Форендоре [10] также пользовались производ-
ными ацетата ртути для разделения способных полимеризо-
ваться ненасыщенных соединений. После образования этих про-
изводных они удаляли избыток ацетата ртути, добавляя

Таблица 22.3

Величины -R/X100 комплексов низших олефинов
с ацетатом ртути, полученные на силикагеле

со смесью пропанол—триэтиламин—вода
(50:25:25) [9] а

Олефин

Этен
Пентен-2

Пропен
Пентен-1
Бутен-1
Гексен-1

RjX 100

7
22
13

29
17

31

а С разрешения авторов и Springer-Verlag.
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насыщенный раствор гидразинсульфата; если не проводить этой
операции, то ацетат ртути вытекает полосами и образует допол-
нительное пятно на хроматограмме. На силикагеле пробу элюи-
руют смесью метилэтилкетона, м-пропанола, этанола и гидрок-
сида аммония (10: 1:4:7) в насыщенной атмосфере. Перед об-
наружением пластинки высушивают, выдерживают 5—10 мин
в атмосфере паров концентрированной соляной кислоты, после
чего опрыскивают 0,1 %-ным раствором дитизона в тетрахло-
риде углерода.

Сурьяраман и Кейв [11] разделили методом ТСХ на сили-
кагеле группу длинноцепочечных углеводородов (Сю—Qe) и
соответствующих спиртов, альдегидов и диолов.

Хиирилайнен [12], а также Мэни и Лакшминараяна [13]
применили ТСХ для идентификации растительных масел и вы-
явления в них добавок минеральных масел. Редлер и Грнкаре-
виц [|14] определяли минеральное масло, добавленное к сухим
фруктам (минеральное масло добавляют иногда к фруктам,
чтобы они не слипались). Кригер [15] использовал круговую
ТСХ для обнаружения и идентификации минеральных масел,
содержащихся в образцах почв.

Бьернот [16, 16а], а также Говард и др. [17] определяли
спектрофотометрически многоядерные ароматические углеводо-
роды в пищевых жирах после разделения углеводородов мето-
дом ТСХ. Разделение можно вести на оксиде алюминия [16] или
силикагеле [18] с циклогексаном в качестве растворителя или
же на пропитанной диметилформамидом целлюлозе с 2,2,4-три-
метилпентаном. Этим способом можно обнаружить бензо[а]пи-
рен при его содержании не менее 0,1 мкг/кг. Ченд и др. [19]
применили силикагель, пропитанный нитратом серебра, с бен-
золом в качестве растворителя для обнаружения добавок ми-
неральных масел в растительных маслах. Визуальное наблюде-
ние осуществляли путем нагревания после опрыскивания 50 %-
ным раствором фосфорной кислоты в этаноле.

Говард и др. [20] определяли наличие многоядерных угле-
водородов в растворителях, применяемых для экстракции пи-
щевых жиров. Потхаст и Эйгнер [21] разработали метод экст-
ракции пропиленкарбонатом многоядерных ароматических
углеводородов из копченых мясопродуктов, проводимой перед
хроматографированием, а Уайт и др. [22] исследовали много-
ядерные углеводороды, находившиеся в жидких экстрактах ко-
поти. Рорлич [23] определял наличие 3,4-бензопирена в куку-
рузных хлопьях для завтрака, а Говард и др. [24] определяли
содержание многоядерных ароматических углеводоров в не-
разделенных диетических смесях. В последнем случае исполь-
зовалась дополнительная хроматографическая система: слои
ацетата целлюлозы и смесь этанол—толуол—вода (17 :4 :4) .
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Триммер и Дювель [25] исследовали содержание многоядерных
циклических углеводородов в овощах, злаках и растительных
маслах, применяя слои оксида алюминия и смесь циклогексана,
изооктанола и ксилола ( 1 : 1 : 1 ) . Дженест и Смит [26] исполь-
зовали простой метод ТСХ для обнаружения бензо [а] пирена
в копченых пищевых продуктах. Говард и др. [27] разработали
метод экстракции и определения содержания многоядерных
ароматических углеводородов в копченых пищевых продуктах
и модифицировали [28] предложенный Дженестом и Смитом
метод определения бензо[а]пирена таким образом, чтобы ниж-
ний предел чувствительности составлял 0,5 -10~7 %. Ри и Брец-
лер [29] исследовали состав многоядерных углеводородов, со-
держащихся в древесном дыме.

Методом ТСХ определено также содержание ароматических
углеводородов в сигаретном дыме [30, 31].

Поскольку многоядерные ароматические углеводороды отно-
сятся к веществам, существенно загрязняющим атмосферу, Са-
вицкий и др. [32—34] использовали ТСХ для их разделения и
идентификации. Как адсорбенты применялись оксид алюминия,
целлюлоза, ацетатцеллюлоза и силикагель; лучшими раствори-
телями для этого разделения были смеси воды с диметилформа-
мидом и уксусной или муравьиной кислотой. Уменьшение про-
центного содержания воды благоприятствовало разделению бо-
лее легких углеводородов, и, наоборот, увеличение процентного
содержания воды благоприятствовало разделению более тяже-
лых углеводородов. Наилучшее общее разделение многоядер-
ных ароматических углеводородов получено на слоях целлю-
лозы со смесью диметилформамид—вода (1 : 1). Пятна обнару-
живали по их флуоресценции при УФ-облучении, кроме того,
разработан метод количественного анализа с применением
спектрофотофлуорометрии.

Савицкий и Джонсон [35, 36] разработали основанные на
флуоресценции методы идентификации, а Бендер и Савицкий
[37] указали пределы чувствительности при использовании кон-
центрированной серной кислоты в качестве обнаруживающего
реактива. Элберт и Стэнли [38] получили значения Rf для
бензо [а] пирена и пяти других канцерогенных веществ в 18 раз-
личных растворителях. Айкан и др. [39] проводили хроматогра-
фическое разделение монометилфлуоренов, а также нескольких
2-замещенных флуоренов. Уиленд и др [40], Баджер и др. [41]
также пользовались ацетилированной целлюлозой в качестве ад-
сорбента при разделении многоядерных ароматических углево-
дородов. Эти авторы применяли водные растворители, например
смеси метанол—эфир—вода (4 :4 :1) и толуол—этанол—вода
(4:17:1) . Шаад [42] также предпочитает в качестве адсор-
бента ацетилированную целлюлозу MN 300 АС (степень ацети-
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лирования 20 %) • При элюировании смесью этанол—дихлор-
метан—вода (20:10:1) получены следующие значения Rf.
бензо[а]пирен 0,32; бензо[Ь]флуорантрен 0,49; бензо[к]флуо-
рантрен 0,51; бензо[а]антрацен 0,62 и бензо[е]пирен 0,70. Шато
и др. [43] использовали смешанный слой из ацетилированной
целлюлозы и оксида алюминия (1:2) для двумерного разде-
ления. На первой стадии разделения растворителем служила
смесь пентана и эфира (98,5: 1,5), на второй — смесь этанола,
толуола и воды ( 1 7 : 4 : 4 ) .

Проблема борьбы с загрязнением воздуха и внимание, при-
влекаемое канцерогенными веществами, повысили интерес
к ТСХ многоядерных ароматических углеводородов, и этой теме
посвящены многочисленные публикации. Уайт и Говард [44]
приводят величины Rf 20 таких соединений, полученные на цел-
люлозе, пропитанной диметилформамидом, с применением изо-
октана в качестве подвижной фазы и на ацетилированной цел-
люлозе с применением смеси этанол—толуол—вода (17 :4 :4) .
Рааэн [45] разделил 9 соединений на смешанном слое, состоя-
щем из авиамида-6 (FMC) и флуороглида 200WTO218
(Chemplast), взятых в соотношении 4 : 1 . Растворителем был
ч-пропанол. Обнаружение разделяемых соединений проводи-
лось визуально при температуре жидкого азота по флуоресцен-
ции различных цветов под влиянием УФ-облучения с длиной
волны 254 нм [35, 36]. Кифер [46] хроматографировал 11 со-
гдинений на слоях неактивированного гидроксида магния, элюи-
руя пробу бензолом. Янак и др. [47, 48] испытали в качестве
адсорбентов для этих соединений поропак Q и поропак Τ (Wa-
ters) и ряд растворителей. Риттер и др. [49] получили вели-
мны Rf 24 соединений на смешанном адсорбенте, состоящем из
эентона 38 и целита ( 1 : 1), применяя в качестве растворителя
i-гептан. Мацушита и Сузуки [50] применяли двухслойные пла-
стинки, в которых один слой представлял собой ацетилирован-
iyio (26%) целлюлозу, а другой — оксид алюминия. Вначале
яногоядерные углеводороды хроматографировали на слое оксида
шюминия смесью гексан—диэтиловый эфир (19:1), затем
тластинку поворачивали на 90° и элюировали пробу смесью ме-
ганол—диэтиловый эфир—вода (4 :4 : 1) на слое ацетата целлю-
юзы. Пьюрифой и др. [51] использовали трехслойную пла-
стинку, полученную из примыкающих друг к другу слоев сили-
<агеля, оксида алюминия и флоризила (в приведенной после-
довательности) . На таких пластинках проводилось разделение
«оно- и полиядерных ароматических соединений и нефтяных
:мол. При элюировании смесью циклогексана, этилацетата и
зензола (42: 1 : 1), начиная с флоризила (на дне), на флоризиле
Разделялись смолы, на оксиде алюминия — многоядерные аро-
матические соединения, на силикагеле — моноядерные.
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Петрович [52] разделил многоядерные углеводороды на си-
ликагеле G, применяя в качестве растворителя гептан. Элюи-
рование проводилось раствором пентахлорида сурьмы в тетра-
хлориде углерода. Мацушита и др. [53] также использовали
слои силикагеля, применив смешанный растворитель, состояв-
ший из м-гексана, о-дихлорбензола и пиридина (10: 1:0,5), для
хроматографирования в атмосфере с относительной влажно-
стью 25 %. При длине пути хроматографирования 12 см эти ав-
торы получили следующие величины Rf. антрацен 0,51; пирен
0,41; 1,2-бензантрацен 0,32; 3,4-бензопирен 0,23; перилен 0,19 и
1,12-бензоперилен 0,15. Арро [54] нашел, что на оксиде алюми-
ния можно отделить 1,2-бензантрацен от 3,4-бензопирена, но не
удается получить полного разделения последнего соединения и
1,2-бензопирена. Келер и др. [55] привели таблицу значений Rf,
полученных на оксиде алюминия и на ацетилированной целлю-
лозе для 15 соединений, в том числе дибензантрацена, бензопи-
рена и др. Эти результаты были использованы в двумерном
разделении с применением смешанных слоев, состоящих из 7,5 г
ацетилированной целлюлозы и 15 г оксида алюминия. В пер-
вом направлении элюирование проводили смесью м-гексан—
толуол—н-пентан (90:5:5), а во втором — смесью метанол—
эфир—вода ( 4 : 4 : 1 ) . Павелко и Д'Амброзио [56] использо-
вали циклогексан и пластинки, покрытые оксидом алюминия,
для разделения коронена, бензо [дЫ]перилена, бензо [а]пирена,
бензо[е]пирена, флуорантрена и пирена.

Берг и Лэм [57] исследовали эффективность пропитанных
комплексообразующими реагентами адсорбционных слоев ок-
сида алюминия и силикагеля для разделения 21 многоядер-
ного ароматического углеводорода (способ приготовления слоев
см т. 1, гл. III, разд. 4). Петролейный эфир, содержащий при-
месь эфира, пиридин, анилин и тетралин позволяют эффек-
тивно выделить кофеин на силикагеле и 2,4,7-тринитрофлуорен
на оксиде алюминия. Во многих случаях необходимо многократ-
ное элюирование. Пластинки с силикагелем активировали при
120°С в течение 2 ч, а пластинки с оксидом алюминия при 150°С
в течение 3 ч.

Франк-Нейман и Джоэссанг [58] использовали силикагель,
пропитанный тринитробензолом, для разделения пирена, ан-
трацена, аценафтена, октагидроантрацена и нафталина элюи-
рованием пробы циклогексаном. Хризен, ретинен и пимантрен
разделялись при добавлении 5 % этилацетата к циклогексану.
Гарвей и Хелонен [59] хроматографировали 53 ароматических
углеводорода на слоях силикагеля, пропитанных 2,4,7-трини-
тробензолом, пользуясь смесью бензола и гептана (1:4). Шорт
и Янг [60] получили хорошие результаты, применяя пиромел-
литовый диангидрид для пропитки силикагеля. При этом
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образовывались ярко окрашенные и интенсивно флуоресцирую-
щие комплексы. Пробы элюировали циклогексаном. Кесслер и
Мюллер [61] применяли пикриновую кислоту в качестве пропи-
тывающего реагента для разделения 21 углеводорода. Элюи-
рующим растворителем служил бензол.

Для количественного анализа смесей ароматических углево-
дородов используется ряд методов. Наиболее распространены
флуоресцентная спектрофотометрия [62—66] или УФ-спектро-
фотометрия [65—70] элюатов. Элюировать можно бензолом или
диэтиловым эфиром. Мацушита и Арашидани [71] предпочи-
тают разделение соединения с тонкого слоя диметилсульфок-
сида, так как в нем флуоресценция интенсивнее, чем в бензоле.
Худ и Уайнфорднер [72] измерили интенсивность флуоресцен-
ции 16 многоядерных углеводородов при —196°С при содер-
жании компонентов порядка 0,1 мкг.

Хантер [73] провел параллельные гравиметрические и пря-
мые денситометрические (после обугливания) определения и
установил, что точность определения обоими методами срав-
нима, за исключением тех случаев, когда не было стандартов;
в этих случаях более точным был гравиметрический метод. Для
количественных работ применяли также непосредственное флуо-
риметрическое сканирование тонкослойных хроматограмм [74—•
76]. Предел чувствительности этого метода оценивали в сред-
нем от 0,1 до 0,001 мкг в зависимости от интенсивности флуорес-
ценции [76]. Де Вист и др. [77] комбинировали жидкостную
сцинтилляционную спектрометрию с флуориметрией, для того
чтобы оценить точность последней. Майер и др. [78] и Джил-
крист и др. [79] применили масс-спектрометрию для определе-
ния многоядерных ароматических углеводородов, разделенных
методом ТСХ.

Инскоэ [80] исследовал фотохимические превращения, совер-
шающиеся в тонкослойных хроматограммах многоядерных аро-
матических углеводородов. Как оказалось, большинство превра-
щений происходит в результате фотохимических реакций, уско-
ренных УФ-облучением (с длиной волны 253,7 нм), поэтому,
работая с такими соединениями, нужно стремиться свести эти
превращения к минимуму. Лэм и Берг [81] обнаружили, что
пропитка пластинок кофеином защищает соединения от окисле-
ния под действием света. Гейсс и др. [82—85] выполнили ряд
исследований с полифенилами, в том числе подробно исследо-
вали влияние влажности в хроматографической камере на до-
стигаемое разделение. Предварительное выдерживание хрома-
тографических пластинок при низкой относительной влажности
способствовало разделению терфенилов, а предварительное вы-
держивание пластинок при высокой влажности — разделению
высококипящих полифенилов (см. также т. 1, гл. IX). Наиболь-
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шую чувствительность при визуальном наблюдении обеспечи-
вает 0,3%-ный раствор сульфата церия в концентрированной
азотной кислоте. Шлитт [86] хроматографировал 12 полифени-
лов на силикагеле, применяя в качестве растворителя смесь
гексана с тетрахлоридом углерода ( 1 : 1).

Ламбертсен и Холмен [87] применили тонкослойную и газо-
вую хроматографию для исследования углеводородов, содержа-
щихся в сельдяном жире.

Выделение и определение содержания бифенила в продуктах
переработки цитрусовых, выполненное Кирхнером и соавторами
[88], описано в т. 1, гл. XI, разд. 1 и 12.

Савицкий [89] в общем обзоре, посвященном анализу ток-
сичных веществ, содержащихся в атмосфере, обобщил резуль-
таты некоторых работ по ТСХ ароматических углеводородов,
а Шаад [90] ввел раздел по ТСХ в свой общий обзор, посвя-
щенный хроматографии многоядерных ароматических углево-
дородов.
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Глава XXIII

ЛИПИДЫ

1. ФРАКЦИОНИРОВАНИЕ ПО КЛАССАМ СОЕДИНЕНИИ

Термин «липиды» охватывает большое количество различ-
ных типов соединений, в том числе сложные эфиры, свободные
кислоты, простые эфиры, моно-, ди- и триглицериды. Исследуя
такую сложную природную смесь, прежде всего целесообразно
разделить входящие в нее компоненты на классы. Эту задачу
можно выполнить с помощью ТСХ; данному вопросу посвящен
ряд обзоров [1—10]. Большинство работ по ТСХ липидов, а та-
ких работ было довольно много, проводили на слоях силика-
геля. Для того чтобы разделить на силикагеле неполярные ли-
пиды на классы, применяли неполярные растворители, напри-
мер петролейный эфир, бензол и тетрахлорид углерода, а также
их смеси с очень малыми количествами более полярных раство-
рителей, например диэтилового эфира и уксусной кислоты. Вы-
бор растворителя, конечно, зависит от природы смеси, подлежа-
щей разделению. Ниже приводится несколько примеров подбора
растворителей, предназначенных для разделения нейтральных
липидов.

Кауфман и Висманатан [11] использовали смесь петролей-
ного эфира (35—45°С) и бензола (4:7) и силикагель G. При
этом фосфатиды оставались в исходном положении, а за ними
в порядке возрастания величин Rf следовали свободные ки-
слоты, холестерин, триглицериды и эфиры холестерина. Мен-
голд [12] элюировал пробы липидов смесью петролейного
эфира (60—70сС) и диэтилового эфира (92:8) и получил хоро-
шее разрешение. Николе [13], исследуя экстракты липидов из
салата и капусты, провел предварительное разделение в ко-
лонке с кремневой кислотой, элюируя пробу диэтиловым эфи-
ром. Этот растворитель элюирует нейтральные липиды, к кото-
рым относятся углеводороды, сложные эфиры стеринов, тригли-
цериды, свободные жирные кислоты, диглицериды и стерины,
тогда как полярные липиды (гликолипиды, фосфолипиды и гли-
козиды) стеринов остаются вверху колонки. Полярные липиды
Николе элюировал смесью эфира с метанолом (1:1) и метано-
лом, после чего разделял нейтральные липиды на кремневой
кислоте, применив смесь гексан—диэтиловый эфир—уксусная
кислота (70:30:1) в качестве элюирующего растворителя. Фо-
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гель и др. [14] анализировали липиды сыворотки и использовали
смесь петролейного и диэтилового эфиров и уксусной кислоты
(60 : 40 : 1) для фракционирования нейтральных липидов. Кауф-
ман и Макус [15] четко разделили на классы смесь жирных ки-
слот, кетокислот, моноглицеридов и жирных альдегидов, поль-
зуясь диэтиловым эфиром и пластинками с силикагелем. Те же
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Рис. 23 1. Разделение соединений 11 различных классов [15] (с разрешения
авторов и Industneverlag von Hernhaussen К. G ) ·
А, Б, В — стартовые точки (наносится одна и та же смесь, по 3 мкг) Растворители:
первое элюирование диэтиловый эфир, второе элюирование изопропиловый эфир+1,5 /о
уксусной кислоты Длительность элюирования первое элюирование 30 мин, второе элюи-
рование 45 мин Обнаруживающий реагент фосфомодибденовая кислота
Анализируемые соединения / — тристеарилглицерид, 2 — миристиновый ангидрид; ί —
дистеарилглицерид, 4 — стеариловый спирт; 5 — стеариновая кислота, 6 — 9,10-эпокси-
стеариновая кислота, 7 — 12 оксистеариновая кислота, β — 9,10,12,13 диэпоксистеариновая
кислота; 9 — моностеарилглицерид, 10 — амид стеариновой кислоты, / / — 9,10-диоксистеа-
риновая кислота

авторы применяли на том же адсорбенте изопропиловый эфир
для разделения смеси триглицеридов, диглицеридов, моногли-
церидов и жирных кислот. На рис. 23.1 показана хромато-
грамма, полученная при разделении 11 различных классов со-
единений.

Фримен и Уэст [16] применили слой силикагеля G длиной
34 см, с тем чтобы получить такое разделение, которое позво-
лило бы дать количественную оценку. Они проводили ступен-
чатое хроматографирование. Вначале в течение 60 мин элюи-
ровали пробу смесью эфир—бензол—этанол— уксусная кислота
(40:50:2:0,3), чтобы разделить холестерин, диглицериды, мо-
ноглицериды и фосфолипиды; при этом триглицериды и эфиры
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холестерина перемещались вблизи фронта растворителя. Для
того чтобы разделить последние, Фримен и Уэст выполняли
в течение 100—120 мин второе элюирование в том же направ-
лении смесью эфир—бензол (3:47). Этим методом разделяли
также 1,2- и 1,3 диглицериды. Сторри и Такли [17] разделяли
липиды этих же классов на хроматографических пластинках
такого же размера в устройстве с S-камерой, пользуясь только
одной смесью: бензол—эфир—этилацетат—уксусная кислота
(40:5:5:0,1) . Находившиеся в силикагеле примеси извлекали
из него посредством предварительного элюирования метанолом.
Келли [18] проводил разделение на 20-сантиметровых хрома-
тографических пластинках силикагеля; вначале при длине пути
элюирования 16 см полярным растворителем осуществлялось
разделение холестериновых эфиров и триглицеридов. Этот рас-,
творитель состоял из петролейного и диэтилового эфиров и
уксусной кислоты (70:30:1). В процессе второго элюирования
в том же направлении на расстояние 11 см смесью диэтиловый
эфир—петролейный эфир—уксусная кислота (70:30:1) проис-
ходило разделение более полярных нейтральных липидов.

Меннерс и др. [19] получили лучшие результаты, элюируя
сначала в пределах 6 см от верха пластинки смесью диэтило-
вый эфир—петролейный эфир (40—60°С) —уксусная кислота
(65:35:0,5), а затем в направлении к верху пластинки смесью
диэтиловый эфир—петролейный эфир (6:94). Пальмер и др.
[20] видоизменили первый растворитель Келли, применив на
первой стадии двумерного разделения смесь петролейного
эфира, диэтилового эфира и уксусной кислоты с соотношением
компонентов 75 : 25 : 2,5 и использовав тот же растворитель, что
и Келли, для разделения во втором направлении. Губман [21]
разработал микрометод многостадийного разделения на пла-
стинках размером 45X26 мм; чтобы нанести на эти пластинки
адсорбент, их погружали в густую суспензию силикагеля
CAMAG D-0 в хлороформе. Этим методом удается разделить
1 нг липидного экстракта. Образец наносят в виде пятна раз-
мером 1 мм вблизи одного из углов пластинки и элюируют
смесью хлороформ—метанол—дважды дистиллированная вода
(65:25:4) на расстояние 1,5 см от верха пластинки; причем
сначала элюируют вдоль более длинного ребра пластинки. После
этого пластинку высушивают и повторяют элюирование в том же
направлении смесью м-гексан—диэтиловый эфир—уксусная кис-
лота (85:20:2), но на этот раз снизу вверх. Третье элюирование
проводят под углом 90° и с тем же растворителем, что и второе.
Затем в том же направлении ведут четвертое элюирование, но
только на половину пластинки, включающую начальный пункт,
причем эту часть изолируют от оставшейся пластинки, соскабли-
вая адсорбент. В то же время удаляют нижний край другой по-
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ловины слоя адсорбента, с тем чтобы растворитель не мог кон-
тактировать с адсорбентом с этой стороны. Четвертым элюи-
рующим растворителем служит смесь я-бутанол—уксусная ки-
слота—вода ( 3 : 1 : 1 ) .

Светашев и Васковский [22], проводя хроматографирование
на микропластинках, растирали силикагель, как рекомендуют
Беленький и др. [23], до частиц размером 2—7 мкм.

Поллак и др. [24] разработали методику многократного
элюирования, имеющую ряд преимуществ по сравнению с дру-
гими методиками. Добавляя к составным растворителям три-
метилборат, они практически исключили возможность взаим-
ных превращений 1,2- и 1,3-дипальмитинов и, возможно, 1- и
2-моноглицеридов, которые обычно происходят при разделении
на силикагеле G. Кроме того, с помощью метода Поллака и
сотрудников можно разделять сложные смеси липидов, содержа-
щие нейтральные липиды, глико- и фосфолипиды. При исполь-
зовании пластинок с силикагелем G, очищенных предваритель-
ным элюированием сначала хлороформом, а затем смесью
бензол—этилацетат (5: 1), первое основное элюирование прово-
дят на 18 см смесью хлороформ—этанол—триметилборат
(100:1:6). После этого пластинки поворачивают на 90° для
элюирования во втором направлении смесью бензол—этилаце-
тат—триметилборат (100:20:7,2) при такой же длине пути
элюирования. Далее пластинки опять поворачивают на 90°, т. е.
на 180° по отношению к положению первого элюирования,
и элюируют смесью гептан—бензол (3:2) на 18 см. Четвертое
элюирование проводят на 10 см гептаном, предварительно по-
вернув пластинку еще на 90° (т. е. на 180° по отношению к по-
ложению при втором элюировании).

Каждый раз между операциями элюирования пластинки су-
шат 45 мин на воздухе в вытяжном шкафу при комнатной тем-
пературе. Этим методом разделили смесь, состоявшую из сле-
дующих 13 эталонных липидов: холестерилглюкозид, моно-
галактозилдиглицерид, 1- и 2-монопальмитины, пальмитиновая
кислота, холестерин, 1,2- и 1,3-дипальмитины, трипальмитин, ме-
тилпальмитат, холестерилпальмитат, сквален и тетракозан
(рис. 23.2. А, Б). Дигалактозилдиглицерид, лецитин и лизолеци-
тин оставались в исходном положении, и, чтобы разделить их
или другие фосфолипиды на той же хроматографической пла-
стинке, элюирование в четвертом направлении было заменено
на элюирование смесью хлороформ—метанол—вода (70: 20: 2,5)
во втором направлении; предварительно узкую полоску, содер-
жавшую фосфолипиды, изолировали путем соскабливания сили-
кагеля (рис. 23,2. В).

Для разделения липидов применяли также градиентные ме-
тоды [25—27]; они рассматриваются в т. 1, гл. V, разд. 5.
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Следует заметить, что, как указывают Дьюти и Аттертон [28],
число классов липидов, полученное при данном биологическом
экстрагировании, меняется в зависимости от состава исходного
продукта и для эффективного разделения методом ТСХ тре-
буется специальный растворитель.
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Рис 23 2А Разделение нейтральных липидов, гликолипидов и фосфолипидов
при многостадийном элюировании в четырех направлениях Вид пластинки
после первого и второго элюирования (см текст) [24] (с разрешения авторов
и American Institute of Biological Sciences)

Анализируемые соединения / — лизолецитин 2 — лецитин 3 — дигалактозилдиглицерид,
4 — сквален 5 — тетракозан 6 — холестерилпатьмитат 7 — моногалактозилтриглицерид
8 — 1 монопальмитат, 9 — 2 монопальмитат, 10 — метилпальмитат, / / — пальмитиновая
кислота 12 — холестерин, 13 — трипальмитилглицерид, / 4 — 1 2 дипальнитилглицерид
15 — 13 дипальмитилглицерид
На рисунке также показаны начальная точка и положение фронтов подвижной фазы
для первого второго и третьего элюирования

Уэйкер [29, 30] применил очень хорошую методику много-
стадийного разделения липидов сыворотки. При использовании
силикагеля в качестве адсорбента образец элюировали на 3 см
смесью пропанол—аммиак (2:1). Растворитель, предназначен-
ный для такого разделения, хранят не более 3 сут, в камере
для разделения растворитель предварительно выдерживают

в течение 2 ч, чтобы насытить атмосферу до начала хромато-
графирования. По окончании разделения хроматограмму ос-
вобождают от паров растворителя и вновь элюируют смесью
хлороформ — бензол (3 · 2) на 10 см. Далее поворачивают хро-
матографическую пластинку на 180° и элюируют при той же

Рис 23 2Б Разделение нейтральных липидов, гликолипидов и фосфолипидов
многостадийным элюированием в четырех направлениях [24] (с разрешения
авторов и American Institute of Biological Sciences)
Вид пластинки после элюирования в стандартных четырех направлениях Обозначения
те же что и на рис 23 2А см также текст

длине пути (10 см) в обратном направлении тетрахлоридом уг-
лерода Таким способом разделены эфиры холестерина, сво-
бодный холестерин, каротин, группа жирных кислот, лецитин
и некоторые неизвестные соединения.

Лаур [31] также пользовался многостадийным разделением
для идентификации липидных компонентов, входящих в состав
Rhodymenia palmata, Gehdium sesquipedale, Lemanea nodosa.
Образцы, нанесенные в виде пятен на хроматографические пла-
стинки с силикагелем, элюировали три или четыре раза в од-
ном и том же направлении смесями гексан—диэтиловый эфир—
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уксусная кислота; соотношение компонентов в смеси менялось
в пределах от 90 : 10: 1 до 60: 40 : 2, причем концентрация
эфира возрастала на каждой последующей стадии элюирования.
Целнер и Вольфрам [32] разделяли липиды плазмы смесью
петролейного эфира (50—70°С), метилэтилкетона и уксусной
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Рис. 23.2В. Разделение нейтральных липидов, гликолипидов и фосфолипидоа
многостадийным элюированием в четырех направлениях [24] (с разрешения
авторов и American Institute of Biological Sciences).

Первые три направления, непомеченные пятна и соответствующие положения фронта
элюирования аналогичны приведенным на рис 23.2А. После элюирования в трех на-
правлениях участок хроматограммы с полярными липидами был изолирован вокруг
него соскоблили слой силикагеля, после этого провели следующее разделение во второму щ р а д и е во втором

( 7 0 : 2 0 : 2 · 5 ' - Обозначения те же, что и

кислоты (95 :4 :1) ; с увеличением концентрации метилэтилке-
тона в смеси до соотношения 84 : 15 : 1 разделение улучша-
лось.

Араки [33] также применял двустадийное элюирование для
разделения липидов сыворотки на силикагеле. Первым раство-
рителем, которым выделяли фосфолипиды, была смесь хлоро-
форм—метанол—уксусная кислота—вода (25 : 10 : 3 : 2) а вто-

рым растворителем, предназначенным для разделения нейтраль-
ных липидов,— смесь гексан—диэтиловый эфир—уксусная ки-
слота (165:15:1). Менголд и Малине [34] разделяли липиды
многочисленных жиров, в том числе джоджоба, касторового
масла, ойтикового масла, жиров печени акулы и полосатой зу-
батки и тюленьей ворвани, смесью петролейный эфир (60—
70°С)—диэтиловый эфир—уксусная кислота (90:10:1) на
кремневой кислоте. Таким же растворителем, но при соотноше-
нии компонентов 70 : 30 : 2 разделяли касторовое и оливковое
масла.

На рис. 23.3, взятом из статьи Малинса и Менголда [35],
показано разделение липидов на классы на кремневой кислоте.
Для анализа липидов бычьей спермы Комарек и др. [36] при-
меняли ступенчатое элюирование сначала эфиром, а затем
смесью гексан—эфир (9:1) . Вацикова и др. [37] разделяли
липиды сыворотки на незакопленных слоях оксида алюминия.
При элюировании смесью петролейного и диэтилового эфиров
(95:5) удается разделить эфиры холестерина и триглицериды,
а фосфолипиды, жирные кислоты и холестерин остаются в ис-
ходных точках. После удаления двух выделенных фракций
с части пластинки над стартовой линией счищают оксид алюми-
ния и наносят на нее свежий слой. После этого проводят элюи-
рование смесью петролейный эфир—диэтиловый эфир—уксус-
ная кислота (94,5:5:0,5), с тем чтобы разделить свободные
жирные кислоты, фосфолипиды и холестерин. В табл. 23.1 даны

Таблица 23.1

Величины Rj Х100 фракций липидов, полученные на незакрепленных слоях
кислого оксида алюминия (активность по Брокману IV)

с различными растворителями [37]

ν

Липиды

Холестерин

Сложные эфиры
холестерина

Триглицериды

Жирные кислоты

Фосфолипиды

Растворители

петролейный
эфир —эфир

(95 : 5)

0

91

3 0

0

0

петролейный
эфир —
этанол
(98 : 2)

10

87

3 8

6

0

петролейный
эфир — эфир —

уксусная
кислота

(94,5 : 5 : 0,5)

3 5

4 7

0

гептан —
уксусная
кислота
(98 : 2)

29

3 7

0

Выход, а

%

9 5

9 6

102

г98*

102

а Выход с оксида алюминия, среднее 5 параллельных опытов.
6 Средний выход 9 параллельных опытов.
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для этих соединений величины Rf, полученные с различными ра-
створителями, и указан выход.

Лай и Ник [38] применяли тонкие слои, нанесенные на внут-
реннюю поверхность специал'ьных трубок, для разделения липи-
дов смесями хлороформа с метанолом и гексана с эфиром.

Рис. 23.3. Тонкослойная адсорбционная хроматограмма липидов различных
классов, полученная на кремневой кислоте [35] (с разрешения авторов и Ame-
rican Oil Chemists' Society).

Растворитель: смесь петролейный эфир (60—70 °С)—диэтиловый эфир—уксусная кислота
(90 : 10 : 1). Длительность элюирования: 40 мин. Обнаруживающий реагент: 0,2 %-ный
раствор дихлорфлуоресцеина в этаноле. Размер пробы: по 20 мкг каждого вещества.
Анализируемые соединения: / — октадецен-9; 2 — олеиловый спирт; 3 — олеиловый альде-
гид; 4 — олеиновая кислота; 5 — метилолеат; 6 — холестерилолеат; 7— моноолеилглице-
рид; 8 — диолеилглицерид; 9 — триолеилглицерид; 10 — трилинолеилглицерид; 12 — три-
<5утирил(а)-+тристеарил(Э)глицерид.

Для быстрого выделения холестерина и триглицеридов из
сыворотки Уитнер и др. [39] наносили 20 мкл сыворотки непо-
средственно на слой силикагеля и элюировали пластинки сме-
сью гексан—эфир—уксусная кислота (80:20:1,5). Если холе-
стерин не отделялся от других медленно перемещающихся ли-
пидов, то применяли более толстый слой адсорбента (0,25 мм)
и проводили сначала тройное элюирование на расстояние 5—
6 см смесью хлороформ—метанол (2:1), а затем растворите-
лем, указанным выше.

2. РАЗДЕЛЕНИЕ ТРИГЛИЦЕРИДОВ

После того как триглицериды выделены методом адсорбци-
онной хроматографии из смеси липидов различных классов,
можно приступать к разделению этой группы соединений на от-
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дельные компоненты. Для этой цели обычно применяют распре-
делительную хроматографию с обращенными фазами. Кауфман
и соавторы [40—42] разделили 20 синтетических триглицери-
дов и много природных глицеридов. Кизельгур выполнял роль
несущего слоя для 5%-ного раствора тетрадекана в петролей-
ном эфире. Разделение проводили с помощью смеси ацетон—
ацетонитрил (4:1). При разделении некоторых природных три-
глицеридов кизельгур пропитывали парафиновым маслом,
а в качестве растворителя использовали насыщенную парафи-
новым маслом смесь ацетона и ацетонитрила (7 :4) . Чтобы раз-
деление было достаточно хорошим, проводили трехкратное
элюирование на расстояние 14 см. Описанным способом уда-
лось разделить следующие масла: соевое, кукурузное, арахисо-
вое и льняное. Кукурузное и льняное масла и говяжий жир раз-
деляли на пропитанных силиконом слоях силикагеля. С этой
целью силикагель пропитывали силиконом с вязкостью 1,5 сП;
элюирующим растворителем служила смесь метанол—ацетони-
трил—пропионитрил (5:4:1,5), которую также насыщали си-
ликоном с вязкостью 1000 сП.

Литчфилд [43] использовал для разделения триглицеридов
силанизованный силикагель, пропитанный 8%-ным раствором
гексадекана. Применявшийся как растворитель нитроэтан также
насыщали гексадеканом. Перед анализом методом ГХ получен-
ные фракции подвергали гидрогенизации. В результате были
получены 30 различных групп триглицеридов. Объединив ад-
сорбционную хроматографию и хроматографию с обращенными
фазами, Кауфман и Вессельс [44] исследовали триглицериды,
содержащиеся в подсолнечном масле, проводя элюирование
вдоль хроматографических пластинок размером 10X40 см.
Для адсорбционного разделения эти авторы использовали в ка-
честве адсорбента силикагель, пропитанный нитратом серебра,
а в качестве растворителя — смесь бензола и эфира (4:1).
Предварительное разделение, необходимое для наработки доста-
точного количества материала, проводилось на адсорбционных
слоях толщиной 0,7 мм; в процессе его образцы выделялись
в виде полос, а не пятен, так что таким способом можно было
разделить до 80 мг липидов. Затем полосы удаляли с пласти-
нок, с тем чтобы провести дальнейшее разделение на отдель-
ные соединения,— на этот раз методом распределительной хро-
матографии.

Насыщенные триглицериды разделяли на силикагеле, про-
питанном тетрадеканом до 80%-ного насыщения. Применяемую
в качестве растворителя смесь ацетон—ацетонитрил также на-
сыщали тетрадеканом. Обнаружение проводили опрыскиванием
раствором дихлорфлуоресцеина и затем наблюдали пятна в УФ-
свете. Ненасыщенные триглицериды разделяли на силикагеле,
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пропитанном парафиновым маслом, элюируя пробу той же
смесью, но насыщенной не тетрадеканом, а парафиновым ма-
слом (на 80%). Чтобы улучшить разделение, применяли
двух- или трехкратное элюирование. Положение пятен с не-
насыщенными соединениями определяли, опрыскивая пла-
стинки сначала иодом, а затем α-циклодекстрином. Очень эф-
фективно применение пластинок со слоями, пропитанными рас-
твором соли серебра. На таких пластинках разделение идет не
только по числу двойных связей, но в соответствии с типом кис-
лотного остатка. Так, Ганстон и Пэдли [45] установили, что
разделение триглицеридов происходит в следующем порядке
(цифры 0, 1, 2 и 3 показывают число двойных ^ыс-связей в це-
пях жирных кислот): 333, 332, 331, 330, 322, 321, 320, 311, 222,
310, 221, 300, 220, 211, 210, 111, 200, ПО, 100 и 000. Де Фриз и
Юрриенс [46], применив в качестве растворителя смесь бензола
и эфира (9: 1), нашли, что транс-изомеры имеют более высокие
значения Rf, чем соответствующие г{ис-соединения. Положение
двойной связи также влияет на величину Rf [44, 47].

Ренконен и Риккинен [48] обнаружили, что на величину Rf

влияет положение ненасыщенной кислотной группы в триглице-
риде. Вессельс и Раджагопал [49] показали, что при разделе-
нии «критических» пар (а с такими парами приходится сталки-
ваться при любой методике разделения) наиболее эффективно
совместное применение хроматографии с обращенными фазами
и адсорбционной хроматографии с адсорбентом, пропитанным
солями серебра. Как правило, достаточно 5 %-ного насыщения
адсорбента нитратом серебра, однако, как установили Моррис
и др. [50], в некоторых случаях содержание соли серебра не-
обходимо повысить до 10%· Эти же авторы нашли также, что
разделение можно улучшить, если проводить тройное элюиро-
вание толуолом при —25°С, а для разделения изомеров поло-
жения из смеси моноенов они использовали слой с 30%-ным
содержанием соли серебра.

Вуд и Снайдер [51], разделяя метиловые эфиры жирных ки-
слот на пропитанных адсорбционных слоях, получили лучшее
разделение на слоях, пропитанных аммиачным раствором ни-
трата серебра. Берне и др. [52] показали наличие синергиче-
ского эффекта комплексообразования компонентов растворителя
с серебром, способствующего разделению некоторых триглице-
ридов на силикагеле, пропитанном раствором нитрата серебра;
некоторые триглицериды, слабо перемещающиеся или вообще
не перемещающиеся с циклооктеном, циклогексеном или бензо-
лом, при элюировании смесями бензола с циклическими оле-
финами перемещаются значительно быстрее.

Барретт и др. [47, 53] использовали для разделения некото-
рых триглицеридов силикагель, пропитанный 20%-ным раство-
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ром нитрата серебра. После образования пятен смесей тригли-
церидов в результате элюирования хлороформом пластинки
элюировали смесью тетрахлорид углерода—хлороформ—уксус-
ная кислота (60: 40 : 0,5), к которой добавляли небольшое ко-
личество этанола. Количество добавляемого этанола меняли
в зависимости от типа глицерида. При добавлении к раствори-
телю 0,4 % этанола можно четко разделить ненасыщенные гли-
цериды, имеющие до трех двойных связей; однако добавка
0,4 % этанола не позволяла получить четкого разделения сое-
динений этого типа с большим числом ненасыщенных связей.
Увеличивая содержание этанола до 1—1,5%, можно достичь
более эффективного разделения ненасыщенных глицеридов.

Де Фриз и Юриенс [54] использовали горизонтальную хро-
матографию для разделения триглицеридов на силикагеле, про-
питанном раствором нитрата серебра. Применив бензол как
растворитель, они разделили смесь 10 триглицеридов на 7 фрак-
ций. К смеси добавляли два красителя, чтобы можно было сле-
дить за процессом разделения. Деканальдинитрофенилгидразон
дает Rf, близкое к Rf глицерилтристеарата, а судановый III
содержит два красящих вещества, которые по Rf соответствуют
триглицеридам с одной и двумя двойными цис-связямн. В этой
системе не удалось разделить три пары триглицеридов: СОО +
+ ЭЭО, ЭЭЭ + СЭО и ССО + СЭЭ (С — стеариновый, О —олеи-
новый и Э — элаидовый остатки).

Разделению на тонких слоях, пропитанных растворами со-
лей серебра, посвящено много обзоров, в том числе обзоры
Бера [55], Юрриенса [56], Уэссельса и Раджагопала [49] (бо-
лее поздний), Морриса [57], в котором рассматриваются ра-
боты, опубликованные до 1966 г., и Морриса и Николса [58],
охватывающий период вплоть до 1969 г.

Кауфман и Вессельс [44] применили эффективный метод
ферментативного расщепления. Согласно этому методу, анали-
зируемые триглицериды подвергаются гидролизу под действием
фермента поджелудочной железы, который расщепляет связи
в положениях 1 и 3 и не действует на положение 2. Таким об-
разом можно определить, представляет ли триглицеридная
фракция один изомер или смесь изомеров. Смесь, полученную
после ферментативного расщепления, хроматографируют на си-
ликагеле с диизопропиловым эфиром, содержащим 1 % уксус-
ной кислоты, и получают следующие три фракции: исходные
триглицериды, диглицериды и жирные кислоты, моноглицериды.
Моноглицериды можно подвергнуть дальнейшему гидролизу и
определить затем природу жирнокислотного компонента. Ладди
и др. [59] также применили этот фермент для исследования
образцов, взятых в количествах от 25 до 50 мкг, разделяя про-
дукты реакции посредством тонкослойной хроматографии.
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Вольф и Дьюган [60] применили фермент поджелудочной
железы для разделення'-ч'риглицеридов с высокими температу-
рами плавления, извлеченных из пленки, образованной на мо-
локе глобулами жира. Они нашли, что остатки отдельных жир-
ных кислот распределены в триглицеридах не беспорядочно.
Енсен и др. [61, 62] изучали действие концентрированной ли-
пазы молока, β-эстеразы, на триглицериды. При кратковремен-
ном контакте с ферментом преимущественного его воздействия
на длинно- или короткоцепные кислотные остатки, этерифици-
рованные в положениях первичного спирта, не обнаруживается,
однако при этом происходит преимущественный гидролиз в по-
ложениях первичного эфира.

Слейки и Ленде [63], используя ферментативную реакцию
с участием липазы поджелудочной железы и комбинируя тонко-
слойную хроматографию на обычном силикагеле и на силика-
геле, пропитанном раствором нитрата серебра, с газохромато-
графическим определением метиловых эфиров, установили
состав жирнокислотных остатков в положениях 1,2 и 3 при раз-
делении триглицеридов печени крысы. Они нашли, что распре-
деление остатков кислот в положениях 1 и 3 не беспорядочное.
Применяя стереоспецифический анализ триглицеридов, Брокер-
хофф [64] частично разрушал триглицерид метилмагнийброми-
дом до образования 1,3-диглицерида, который удалось выделить
хроматографированием на слоях силикагеля, пропитанных 3%-
ным раствором борной кислоты. Последующее превращение
в фосфолипид и обработка фосфолипазой А позволили опреде-
лить кислотные группы, находящиеся в положениях 1 и 3.

Кауфман и Кое [65] нашли, что при проведении хромато-
графирования с обращенными фазами полезно использовать
в качестве носителя сульфат кальция, потому что в тех случаях,
когда слои приходится промывать, силикагель очень часто со-
скальзывает с хроматографической пластинки. В какой-то сте-
пени этому можно воспрепятствовать, обрабатывая силикагель
силиконами, однако в некоторых случаях подобная обработка
мешает протеканию реакций с образованием окрашенных про-
дуктов и затрудняет последнее удаление дихлордиметилсилана.
При разделении триглицеридов слой сульфата кальция пропи-
тывают 5%-ным раствором тетрадекана в петролейном эфире
до 80%-ного насыщения слоя. Собственно разделение прово-
дят смесью ацетон—ацетонитрил (4:1), а пятна обнаруживают
опрыскиванием 0,1 %-ным раствором суданового черного В
в 50 %-ном этаноле.

Михалек и др. [66] хроматографировали смеси, содержащие
триглицериды олеиновой, линоленовой и линолевой кислот,
а также насыщенные триглицериды из различных природных
жиров. Разделение проводили на слоях силикагеля, пропитан-
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ных парафиновым маслом, с применением уксусной кислоты
в качестве растворителя.

Кауфман и др. [65, 67] разделяли критические пары нена-
сыщенных триглицеридов методом бромирования. Согласно раз-
работанной этими авторами методике, элюирование велось бро-
мированным растворителем. В качестве носителя для пропиты-
вающей фазы (нефтяная фракция с пределами выкипания от
240 до 250°С) эти авторы использовали и кизельгур, и сульфат
кальция. Растворитель для разделения с бромированием пред-
ставлял собой смесь пропионовой кислоты и ацетонитрила, взя-
тых в соотношении 3:2, насыщенную на 80 % промывающей
нефтяной фракцией и содержащую 0,5 % брома. На тех же ад-
сорбционных слоях можно разделить предварительно броми-
рованные триглицериды, применяя смесь ацетона с ацетонитри-
лом (4:1), однако использование бромирующего растворителя
для разделения триглицеридов значительно более удобно.

Крелл и Хашим [68] определяли содержание триглицеридов
в сыворотке, сочетая ТСХ и ИК-спектроскопию.

3. РАЗДЕЛЕНИЕ МОНО- И ДИГЛИЦЕРИДОВ

Малине [69] исследовал хроматографически алкоксидигли-
цериды жира печени акулы на слоях кремневой кислоты, элюи-
руя смесью петролейный эфир (30—60°С)—диэтиловый эфир—
уксусная кислота (90: 10: 1). Полученные таким путем алкокси-
диглицериды омыляли и переводили в сложные метиловые
эфиры под действием диазометана. Затем метиловые эфиры и
эфиры глицерина разделяли с помощью 5%-ного раствора диэ-
тилового эфира в петролейном эфире. Браун и Джонстон [70]
анализировали моно-, ди- и триглицериды на силикагеле, ис-
пользуя в качестве элюирующего растворителя смесъ н-гексан—
диэтиловый эфир—уксусная кислота—метанол (90 : 20 : 2 : 3).
Таким способом диглицериды были разделены на две группы:
1,2- и 1,3-изомеры.

Авторы работы [71] смогли разделить моно-, ди- и трипаль-
митин, элюируя пробу на силикагеле смесью скеллизольва F и
эфира (7:3). Однако, чтобы было достаточно места для раз-
деления моно- и диглицеридов, эти две группы соединений элюи-
ровали растворителем, содержащим одни и те же компоненты,
но в соотношении соответствено 9 :1 и 7 :3 . Приветт и Бланк
[72] отделили 1,2-дистеарин от 1,3-дистеарина, используя смесь
скеллизольва F и эфира в соотношении 3:2, но оказались не
в состоянии разделить 1- и 2-моноглицериды. Однако Рыбичка
[73, 74] смог разделить 1- и 2-моноглицериды с помощью ме-
тода градиентного элюирования. При использовании этого
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метода для разделения глицеридов льняного масла процесс раз-
деления начинают на пластинках с силикагелем, элюируя
смесью петролейный эфир (60—80°С)—диэтиловый эфир (9:1)
и добавляя по каплям диэтиловый эфир, с тем чтобы состав
подвижной фазы постепенно менялся и конечное соотношение
компонентов составляло бы 2 :3 . Такая концентрация диэтило-
вого эфира достигается за 5 мин до окончания элюирования.
2-Моноглицериды остаются при этом на стартовой линии. Кроме
1- и 2-моноглицеридов, таким способом удалось также разде-
лить 1,2- и 1,3-диглицериды.

Иенсен и др. [75] использовали препаративную ТСХ для изу-
чения состава диглицеридов из липОлизованных сливок.

Гофман [76] разделял 1- и 2-моноглицериды на тонких слоях
оксиапатита при 10°С, используя как элюирующий растворитель
метилизобутилкетон. Для этого растворителя он дал типичные
значения Rf: 1-моноглицериды 0,42, 2-моноглицериды 0,59, жир-
ные кислоты 0,78. В отличие от элюирования на слоях силика-
геля при хроматографировании на оксиапатите не удается
достаточно четко разделить 1,2- и 1,3-диглицериды.

В работе [77] описывается разделение моно- и диглицери-
дов на силикагеле G, пропитанном борной кислотой.

4. РАЗДЕЛЕНИЕ ЖИРНЫХ КИСЛОТ

Кауфман и Макус [15] анализировали жирные кислоты на
слоях силикагеля, пропитанных ундеканом, элюируя пробы
смесями уксусная кислота—вода (24:1) и уксусная кислота—
ацетонитрил (1:1). При длине пути хроматографирования
12 см длительность элюирования для двух растворителей со-
ставляет соответственно 4 ч и 85 мин. При разделении смеси
насыщенных и ненасыщенных кислот Кауфман и др. [65]
использовали в качестве носителя сульфат кальция (гипс) и
пропитывали его ундеканом; растворителем служила смесь ук-
сусной кислоты и ацетонитрила (1:1) . Для разделения крити-
ческих пар кислот, например лауриновой и линоленовой, мири-
стиновой и линолевой, пальмитиновой и олеиновой, эруковой и
арахиновой, эти авторы применяли бромирование и гидрогениза-
цию. Бромирование велось на слоях сульфата кальция или ки-
зельгура, пропитанных ундеканом [67]. В одном направлении
пробу элюировали смесью уксусная кислота—ацетонитрил
(3:2), в другом — смесью тех же компонентов, но при соотно-
шении 3 : 7 с добавкой 0,5 % брома. В ходе элюирования совер-
шалось бромирование ненасыщенных кислот, вследствие чего
становилось возможным разделение критических пар.

Возможен и другой метод разделения критических пар. По-
лоску пластинки, на которой осуществлялось начальное разде-

ление компонентов, опрыскивают 2 %-ным коллоидным раство-
ром палладия, после чего пластинку помещают на час в атмо-
сферу водорода (см. т. 1, гл. VI, разд. 2 и 5). Конечно, перед
опрыскиванием палладием пластинку сушат в эксикаторе, чтобы
удалить избыток уксусной кислоты, а после восстановления во-
дородом ее сушат при 120°С в течение 15 мин. Ту часть пла-
стинки, которая не обработана палладием, затем наново пропи-
тывали ундеканом перед элюированием таким же растворите-
лем во втором направлении. Это разделение иллюстрирует
рис. 6.1 (см. т. 1, гл. VI).

Малине и Менголд [35] нашли, что смесь уксусной кислоты
и воды в соотношении 17:3 достаточно эффективна для разде-
ления кислот Cis на пропитанной силиконом кремневой кислоте.
Для разделения кислот с разной длиной цепи использовали
смеси уксусной кислоты и воды с различным соотошением ком-
понентов. Разработан очень эффективный метод разделения на-
сыщенных и ненасыщенных кислот. Заключается он в следую-
щем: пробу элюируют на пропитанных силиконом слоях сме-
сью надуксусной и уксусной кислот с водой (2 :13:3) , при
этом ненасыщенные соединения окисляются и образовавшиеся
окисленные производные движутся вместе с фронтом раство-
рителя. Малине и Менголд разработали также методику разде-
ления при пониженных температурах пальмитиновой и олеи-
новой кислот, которые не удается разделить методом хромато-
графии с обращенными фазами при обычных температурах.
При 4—6°С на пластинках кремневой кислоты, пропитанной си-
ликоном, олеиновая кислота характеризуется Rf 0,1, а пальми-
тиновая кислота остается на линии старта, если в качестве рас-
творителя пользоваться смесью муравьиной и уксусной кислот
с водой в соотношении 2 : 2 : 1.

Хейссер [78] использовал смесь диоксан—вода—муравьиная
кислота (12:7:1) для разделения нескольких жирных кислот
на силанизованном силикагеле. Орд и Бэмфорд [79] силанизо-
вали адсорбционные слои, подвергая их действию паров триме-
тилхлорсилана или гексаметилдисилазана. При различной дли-
тельности силанизации (от 1 до 16 ч) они получили разные ха-
рактерстики разделения в одних и тех же растворителях.
С увеличением длительности силанизации уменьшалось число
прожилок, наблюдаемых при разделении жирных кислот-
с длинными цепями. Элюирующим растворителем служила
смесь метилциан—уксусная кислота—вода , ( 7 : 1 : 2,5). Для раз-
деления жирных кислот, полученных из ископаемых липидов,
Дуглас и Пауэлл [80] использовали силикагель, пропитанный
2—3 %-ным раствором гидроксида калия, и смесь эфир—мета-
нол (95:5). Этот растворитель не вызывает гидролиз сложных
эфиров, находящихся в экстрактах.

5*
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Кауфман и др. [81] смогли разделить критические пары ки-
слот, сложных эфиров и спиртов, применяя низкотемператур-
ную ТСХ с обращенными фазами при программировании тем-
пературы.

Мизани [82] выделил очень малые количества неодекановой
кислоты (смеси ди-а-разветвленных декановых кислот) из дру-
гих липидов после их применения в качестве вспомогательного
средства при уборке хлопка. Предварительно он экстрагировал
водным раствором гидрооксида натрия эфирный раствор смеси
липидов. Выделенные кислоты, за исключением стерически за-
трудненной неодекановой кислоты, затем этерифицировали
смесью трифторида бора и метанола. После этого выделяли
неодекановую кислоту, наносили пробу на тонкий слой сили-
кагеля и элюировали смесью изооктан—ацетон—уксусная ки-
слота (83: 15:2).

Уинклер и др. [83], а также Эддисон и Экман [84] приме-
нили другой способ выделения свободных жирных кислот, со-
держащихся в малых количествах в смесях нейтральных жиров.
Смесь липидов пропускают через колонку с сефадексом LH-20
(набухает ночь в элюирующем растворителе), элюируя 0,2%-
ным раствором уксусной кислоты в хлороформе. При этом сна-
чала элюируются нейтральные жиры, а вслед за ними жирные
кислоты.

Простагландины

Простагландины — это группа жирных кислот С2о, в моле-
кулах которых содержится циклопентановое кольцо с двумя бо-
ковыми цепями; эти гомологи синтезированы in vitro из жирных
кислот с 18—22 атомами углерода в цепи. Роль этих соединений
до сих пор до конца не установлена. Бергстрем и др. [85] опу-
бликовали данные об их фармакологических свойствах. Экст-
ракцию и оценку содержания простагландинов следует прово-
дить очень тщательно, так как они могут при этом легко моди-
фицироваться.

Разделяются простагландины на слоях силикагеля. Так, на-
пример, простагландины А2, В2 и Е2 разделяли на слоях сили-
кагеля 6OF254, применяя в качестве растворителя смесь диэти-
ловый эфир—метанол—хлороформ (13:3 :4) , а простагландин
F 2 выделили элюированием смесью хлороформ—1,4-диоксан—
вода—уксусная кислота (35 : 60: 2 : 3) [86]. Количественное
определение этих соединений проводили посредством спектро-
денситометрии с прямым ослаблением. Для разделения про-
стагландинов пригодны также следующие смеси: хлороформ—
метанол—уксусная кислота (90 :5 :5 и 80:10:10), бензол—
диоксан (5:4) и верхняя фаза системы этилацетат—2,2,4-триме-
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тилпентан—уксусная кислота—вода—метанол (22 : 2 : 6 : 20 : 7).
Для разделения простагландинов Еь Ег, Fi, F2, Αι и А2 приме-
няли также силикагель, пропитанный раствором нитрата сере-
бра, и смеси бензол—диоксан—уксуеная кислота (20:20:1) и
этилацетат—уксусная кислота—метанол—2,2,4-триметилпентан—
вода (11 :3 :3 ,5 : 1 : 10) [87]. Викрамасингхе и Шоу [88] разде-
ляли простагландины А, В и С, различающиеся положением
двойной связи в молекуле, на слоях силикагеля, пропитанных
10%-ным раствором хлорида железа (III) в ацетоне. Пластинки
с силикагелем погружали в раствор, сушили на воздухе, еще
раз погружали, сушили и активировали 90 мин при 100°С. Наи-
лучшее разделение достигалось при элюировании смесью этила-
цетат—уксусная кислота—гексан (30 : 1 : 19).

Для обнаружения простагландинов пригодны реактивы
Т-195, Т-272, Т-222, Т-146 и Т-31 (см. т. 1, гл. V). Кифер и др.
[89] обнаруживали эти соединения в субнаномолярных количе-
ствах с помощью реактива Т-27.

Даниэле [90] опубликовал обзор работ по хроматографии
этих соединений, а Шоу и др. [91] — обзор методов их разде-
ления, идентификации и оценки содержания. Хортон [92] со-
ставил по простагландинам большую таблицу.

5. РАЗДЕЛЕНИЕ ПРОИЗВОДНЫХ ЖИРНЫХ КИСЛОТ

Кауфман и Ко [93] разделили длинноцепочечные кетоки-
слоты, оксикислоты и лактоны на кизельгуре, пропитанном
фракцией минерального масла с температурой кипения 240—
250°С. Растворителем служила смесь уксусной кислоты и воды
(4: 1), насыщенная на 80 % пропитывающей жидкостью. 2-Окси-
кислоты разделяли в общем в таких же условиях, но только при
соотношении компонентов смеси 3:1 и 9 : 1 . Кауфман и Макус
[15] анализировали жирные эпоксикислоты и эписульфидоки-
слоты на пропитанном ундеканом силикагеле с 80 % -ной уксус-
ной кислотой в качестве подвижной фазы. Суббарам и др. [94]
использовали силикагель, пропитанный силиконовым маслом,
для хроматографического разделения жирных эписульфидо- и
эпоксикислот смесью ацетонитрил—уксусная кислота—вода
( 7 : 1 : 2 ) .

Малине и Менголд [35] отделяли гидроксилированные ки-
слоты от негидроксилированных, элюируя пробу растворите-
лем, состоящим из петролейного и диэтилового эфиров и ук-
сусной кислоты (70:30:1). Суббарао и Ахайя [95] описали
методику разделения нескольких близких по структуре изоме-
ров положения оксистеариновой кислоты и соответствующих
спиртов и эфиров (табл. 23.2) на слоях силикагеля G. Кислоты
и спирты элюировали смесью диэтилового эфира и легкого
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Величины оксистеариновых кислот, спиртов
полученные на силикагеле G [95] а

Таблица 23 2

сложных эфиров,

Положение оксигруппы
в молекуле изомера

оксистеариновой кислоты

6

7

8

9

10

12

18

Кислоты б

36

39

43

45

50

56

40

Спирты б

22

26

30

31

35

40

28

Метиловые эфирыв

32

37

40

45

50

55

37

а С разрешения авторов и Elsevier Publishing Co.
6 Растворитель: смесь легкого петролейного и диэтилового эфиров

(3:2) ς добавкой 2 % -ной уксусной кислоты.
в Растворитель: смесь легкого петролейного и диэтилового эфиров (3:1)

с добавкой 2 %-ной уксусной кислоты.

петролейного эфира (2:3) с добавкой 2 % уксусной или му-
равьиной кислоты. При разделении метиловых эфиров соотно-
шение компонентов в растворителе меняли до 1 :3, в этом слу-
чае также добавляли 2 % кислоты. Суббарао и др. [96] приме-
нили этот метод к большой группе кислородсодержащих
жирных и сложных эфиров.

Руми и др. [97] изучали разделение группы очищенных жир-
ных кислот, их эфиров и спиртов методом прямой
ТСХ и ТСХ с обращенными фазами. Для прямой хроматогра-
фии использовали силикагель G, а для ТСХ с обращенными фа-
зами — пластинки, пропитанные силиконовым маслом (силико-
новая жидкость Dow Corning 200). Адсорбент пропитывали,
элюируя его 5 %-ным раствором силиконового масла в эфире.
Полученные величины Rf приведены в табл. 23.3. Те же исследо-
ватели [98] хроматографировали эпокси-, окси-, галогенокси- и
кетопроизводные жирных кислот на слоях силикагеля, пропитан-
ных борной кислотой, применяя различные смеси диэтилового
эфира с легким петролейным эфиром в качестве растворителей.
Одновременно они сравнивали результаты, полученные при раз-
делении прямой хроматографией на силикагеле и хроматогра-
фией с обращенными фазами, эритро- и грео-Диокси- и тетра-
оксипроизводные жирных кислот лучше разделялись на слоях,
пропитанных борной кислотой. Автор работы [99] разработал
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Таблица 23.3

Величины RfXlOO некоторых жирных кислот, а также соответствующих
сложных эфиров и спиртов, полученные на слоях силикагеля G [97] я

Характеристика соединения

Д
л

и
н

а 
ц

еп
и

Положение
насыщенной

связи

Тривиальное
название
кислоты

Кислота

5
 

%
 

эф
и

р
а 

—
 п

ет
р

о
л

ей
-

н
ы

й 
эф

и
р

А
ц

ет
о

н
и

тр
и

л 
—

 у
к

с
у

с
н

ая
к

и
сл

о
та

 —
 в

о
д

а 
(

7
:1

:2
)

Метиловый
спирт

2 
%

 
эф

и
р

а 
—

 п
ет

р
о

л
ей

-
н

ы
й 

эф
и

р

А
ц

ет
о

н
и

тр
и

л 
—

 у
к

су
сн

ая
к

и
сл

о
та

 —
в

о
д

а 
(

7
:1

:2
)

2 
%

 
эф

и
р

а 
—

 п
ет

р
о

л
ей

-
н

ы
й 

эф
и

р

Спирт

А
ц

ет
о

н
и

тр
и

л 
—

 у
к

су
сн

ая
к

и
сл

о
та

 —
 в

о
да

 (
7

: 
1

:2
)

^ ксусная
кислота —

вода

со

00 (9
: 

I)

22

18

18

11

22

18

18

11

18

18

22

18

11

20

16

14

9

12
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6, 7
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6, 7
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9, 10; 12, 13
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13; 15, 16

Нет

Соединения ацетиленового ряда

Бегеноловая
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Тарировая
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Олеиновая
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Ундеценовая

Линолевая

Линоленовая
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41

41

26

20
50

52
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62

71
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73
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30

70

40

50

58
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34

54

54

15

28

28

55

38
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3

12

12

34

18

23

9

18

18

44

26

35

Насыщенные соединения

Бегеновая

Стеариновая

Ундекановая

Арахиновая

Пальмитиновая

Миристиновая

Пеларгоновая

Лауриновая

52
45

28

52

44

44

28

3
40

66

20

50

64

75

71

74
71

57

71

73

73

59

0
14

60

7

29

39

70

50-

58

54

34

0

21

38

28

38

48

0

7

26

12

18

23

0

15

32

18

26

35

28

43

43

61

18

34

34

51

43

53

28

38

34

43

53

а С разрешения авторов и Elsevier Publishing Co.
6 Разделение методом хроматографии с обращенными фазами.
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микрометод определения геометрической конфигурации эпокси-
групп. Несколько миллиграммов эпоксисоединения, в данном
случае цис- или грамс-метил-ЭДО-эпоксистеарата, растворенных
в 0,5 мл бензола, взбалтывают 30 мин с 10-кратной навеской
амберлита XN-1005 (H+) (фирмы Rohm a. Haas). грео-Диол,
образовавшийся из цис-изомера, и эр«тро-диол, образовавшийся
из транс-изомера, можно затем легко разделить на силикагеле,
пропитанном борной кислотой.

Моррис и др. [100] использовали смесь петролейного и ди-
этилового эфиров (9:1) с добавкой 1 %-ной уксусной кислоты
для разделения вицинально ненасыщенных оксикислот на слоях
силикагеля. Соответствующие метиловые эфиры разделяли
с тем же растворителем, но без уксусной кислоты. Моррис
и др. [101, 102] применили ТСХ для обнаружения и оценки со-
держания эпокси- и оксикислот в природных продуктах. Раз-
деление метиловых эфиров проводили на силикагеле в смесях
диэтилового и петролейного (35—45°С) эфиров; методом мно-
гостадийного элюирования смесями с переменным соотноше-
нием этих двух составных частей растворителя можно разде-
лить компоненты смеси по классам, выделяя каждый раз один
класс соединений.

Сгоутас и Куммеров [103] разделили на силикагеле не-
сколько пар диокси- и тетраоксипроизводных стеариновой ки-
слоты (табл. 23.4) смесью хлороформ—метанол—уксусная ки-
слота (45 : 5 :1) . ,

Таблица 23.4

Величины Λ/Χ100 ди- и тетраоксистеариновых кислот, полученные
на силикагеле G со смесью хлороформ—метанол—уксусная кислота ( 4 5 : 5 : 1).

Длина пути элюирования 10 см [103] а

Кислота

трео-9, 10-Диоксистеариновая

эригро-ЭДО-Диоксистеариновая

трео,трео,трео-9,10,12,13-Тетраоксистеариновая

трео,эритро,трео-9,10,12,13-Тетраоксистеариновая

зритро,трео,эритро-9,10,12,13-Тетраоксистеариновая

эритро,эритро,эритро-9,10,12,13-Тетраоксистеариновая

Rf X 100

70

65

48

44

40

35

а С разрешения авторов и American Oil Chemists' Society.

Хейссер [78] анализировал на силанизованном силикагеле
гидроксаматы жирных кислот; подвижная фаза представляла
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собой смесь метанола, диоксана, хлороформа и глицинового
буферного раствора с рН 3,0, взятых в соотношении 4 : 3 : 1 : 4 ,
Хроматографирование велось в камере с ненасыщенной атмо-
сферой; обнаружение проводилось реактивом Т-118.

Базан и Целлик [104] использовали слой с градиентом
толщины для разделения и количественной оценки содержания
свободных жирных кислот и других липидов. Этот метод поз-
воляет выделять из сложных смесей соединения, содержащиеся
в следовых количествах.

Малине и др. [105, 106] изучали возможность разделения и
идентификации жирных спиртов, оксиэфиров, глицеридов и эфи-
ров глицерина в виде нитратов (способы получения этих произ-
водных см. в т. 1, гл. XIV, разд. 2). Моно- и динитраты оксисое-
динений можно отделить от соединений других классов посред-
ством хроматографии на тонких слоях кремневой кислоты,
элюируя пробу гексаном. Для разделения нитратов оксиэфи-
ров, глицеридов и эфиров глицерина требуется более полярный
растворитель, например смесь м-гексан—диэтиловый эфир
(85:15). Эфиры глицерина, которые нельзя отделить от моно-
глицеридов с такой же длиной цепи [34], удается разделить
в виде нитратов. Малине и Хаул [107] нитровали метилолеат
тем же реагентом, которым успешно нитруют алкены [108].
При этом образуются производные трех типов: изомерные нит-
росоединения (1), ацетонитросоединения (2) и нитрони-
траты (3):

Η
- С = С

Η

1

- Ο -
Ι

ΝΟ 2

ΝΟ 2

I
—СН—СН

1
ОСОСНз

2

—СН—СН—
I 1

NO 2 O-NC-2
3

Эти соединения можно разделить на кремневой кислоте смесью
петролейного (30—60°С) и диэтилового эфиров (85:15).

Менгольд и Каммерек [109] анализировали промышленную
смесь синтетических производных жирных кислот, содержащих
азот, серу или фосфор. В эту смесь входит широкий набор сое-
динений, в том числе первичные, вторичные и третичные амины,
меркаптаны, тиоцианаты, алкилфенолы, изоцианаты, соединения
четвертичного аммония и поверхностно-активные реагенты. Для
многостадийного разделения этих соединений на слоях сили-
кагеля пригодны четыре растворителя: смесь петролейный эфир
(60—70°С) —бензол (95 : 5); бензольный слой, образовавшийся
при приведении в равновесие 100 мл бензола с 10 мл нормаль-
ного раствора гидрооксида аммония при 20°С; хлороформный
слой, образовавшийся при приведении в равновесие 10 мл хло-
роформа с 1 мл нормального раствора гидроксида аммония,
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взятый в смеси с метанолом в соотношении 97:3, и смесь аце-
тона с 14 н. раствором гидроксида аммония в соотношении
9 : 1 . Более сильные кислотные соединения, используемые в ка-
честве поверхностно-активных реагентов (алкилсульфаты, суль-
фонаты, фосфаты и т. п.), можно разделить на слоях силика-
геля (содержащего 10% сульфата аммония), элюируя смесью
хлороформ—метанол с добавкой 5 % 0,1 н. серной кислоты.
Точные соотношения компонентов зависят от полярности сое-
динений, причем соотношение хлороформа и метанола ме-
няется в типичных смесях от 97: 3 до 4 : 1.

6. РАЗДЕЛЕНИЕ МЕТИЛОВЫХ ЭФИРОВ ЖИРНЫХ КИСЛОТ

Малине и Менголд [35] анализировали хроматографически
сложные метиловые эфиры, выделенные из сельдяного жира, на
слоях, пропитанных силиконом, элюируя пробу смесью ацето-
нитрил—уксусная кислота—вода (14 :2 :5) . Метиловые эфиры
с 18 атомами углерода разделяли 85%-ной уксусной кислотой
также на слоях силикагеля, пропитанных силиконом. В работе
[ПО] описан способ разделения насыщенных и ненасыщенных
метиловых эфиров, предусматривающий окисление ненасыщен-
ных кислот; элюирование в этом случае проводят смесью над-
уксусной и уксусной кислот и воды (2: 15:3). Эпплуайт и др.
[111] разделили метиловые эфиры на хроматографических по-
лосках силикагеля G, применяя различные смеси растворите-
лей (табл. 23.5).

Хэммондс и Шоун [112] применили распределительную
хроматографию с обращенными фазами для разделения кри-
тических пар метиловых эфиров. При этом адсорбционные слои
кизельгура пропитывали 10 %-ным раствором жидкого парафина
в петролейном эфире (60—80°С). Растворитель для пропитки
полностью испаряли при комнатной температуре, а затем вводили
метиловые эфиры в виде растворов в петролейном эфире. Элюи-
рование проводили смесью нитрометан—ацетонитрил—уксусная
кислота (15:2:2) на расстоянии 10 см. В этом случае раствор
не приводили в равновесие с неподвижной фазой. Обнаруже-
ние проводили реактивом Т-123, под воздействием которого
пятна насыщенных и ненасыщенных соединений окрашиваются
в различные цвета. Описанным методом можно отделить метил-
линоленат от метиллаурата и метиллинолеат от метилмиристата.
Метилолеат удается отделить от метилпальмитата лишь ча-
стично.

Орд и Бэмфорд [79] также применяли хроматографию с об-
ращением фаз для разделения метиловых эфиров. Они исполь-
зовали слой силикагеля, силанизованный триметилхлорсиланом
или гексаметилдисилазаном, причем связанные метальные
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Таблица 23.5

Величины Я/ХЮО некоторых метиловых эфиров жирных кислот, полученные
на хроматографических полосках, покрытых силикагелем G. Длина

пути элюирования 10 см [ Ш ] а

Соединение

Метилпальмитат

Метилстеарат

Метилолеат в

Метиллинолеат в

Метиллиноленат в

Мет и лэ леосте а -
рат Β · Γ

Метил-9-оксистеа-
рат

Метил-12-окси-
стеарат

Метил-9-окси-Ю,
12-октадекадие-
ноат в> г

Метилрицино-
леат в

Метил-12-кето-
стеарат

Метил-9-кето-10,
12-октадекадие-
ноат в · г

Скеллизольв F — диэтиловый эфир

(9:1)

62

60

56

58

57

49 л

(7:1)

89

89

89

88

87

82 Д

43

50

43

49

83

61

(1-0

67

72

Бензол — диэтиловый
эфир

(3:1)

95

(1:1)

97

87

84

94

Бензол —
метанол
(17 • 3)

81

45

41

45

55

а С разрешения авторов и American Oil Chemists' Society.
6 Индикатор—2,7-дихлорфлуоресцеин.
в Второй индикатор — флуоресцеин с бромом.
г Вызывает гашение флуоресцирующих минералов.
д Основное пятно; отмечены также небольшие примеси.

группы образовали обращенную фазу. Растворителем служила
смесь ацетонитрил—уксусная кислота—вода (7:1:2,5). При-
менив адсорбционный слой того же типа, Хейссер [78]
разделял метиловые эфиры смесью ацетон—метанол—вода
(7:5:3,5). В обоих случаях пятна обнаруживали опрыскива-
нием этанольным раствором фосфомолибденовой кислоты с по-
следующим нагреванием.
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Русева-Атанасова и Янак [113] разделяли метиловые эфиры
по числу углеродных атомов методом газовой хроматографии
на неполярной неподвижной фазе и осаждали элюат на тонком
слое силикагеля, пропитанного раствором нитрата серебра
(т. е. объединили ГХ и ТСХ). При последующем элюировании
смесью петролейного и диэтилового эфиров (7:3) происходило
разделение сложных эфиров по степени ненасыщенности. Мети-
ловые эфиры для газохроматографического анализа получить
довольно быстро и просто: переэтерификацию проводят непо-
средственно на пластинке для ТСХ [114, 115]. После нанесения
образца на слой силикагеля или после первоначального элюиро-
вания слой опрыскивают 2 н. раствором метилата натрия. Пе-
реэтерификация заканчивалась за 5 мин, и в указанных усло-
виях расщепляются только сложноэфирные, а не кислотно-амид-
ные связи.·

Моррис [116] продемонстрировал эффективность адсорб-
ционных слоев, пропитанных нитратом серебра, при разделении
ненасыщенных метиловых эфиров методом ТСХ. Длинноцепо-
чечные метиловые эфиры, так же как цис- и гракс-моноэтано-
идные эфиры, легко разделяются на таких слоях по степени не-
насыщенности. Эфиры диоксикислот анализируют также на
слоях, пропитанных борной кислотой, с тем чтобы разделить
трео- и эрыгро-изомеры; на необработанном силикагеле сделать
это не удается. На пластинках, пропитанных как борной ки-
слотой, так и нитратом серебра, можно проводить одновремен-
ное разделение изомеров и винилогов (рис. 23.4). Моррис [117]
распространил эту методику на эфиры жирных длинноцепочеч-
ных ди-, три- и тетраоксикислот. Он испытал ряд комплексо-
образующих реагентов и нашел, что наилучшие результаты
дают борная кислота, борат и арсенит натрия. На силикагеле,
пропитанном 10%-ным раствором одного из этих реагентов,
четко разделяются диастереоизомерные пары метиловых диокси-
эфиров, причем во всех случаях трео-изомер с меньшей темпе-
ратурой плавления характеризуется более высоким Rf. Разде-
ление триоксиэфиров на слоях, пропитанных борной кислотой
и боратом натрия, оказалось не слишком эффективным, однако
хроматографирование на соответствующих слоях, пропитанных
арсенитом натрия, позволило обнаружить некоторое различие
между трео- и зритро-изомерами и дифференцировать по четыре
диастереоизомера 9,10,12- и 9,12,13-триоксистеарата. При раз-

• делении тетраоксисоединений на силикагеле, пропитанном ра-
створом арсенита натрия, более высокоплавкие изомеры также
характеризовались большими величинами Rf. Пропитка слоев
раствором бората натрия в данной ситуации дает в некоторых
случаях лучшие результаты, чем пропитка раствором нитрата
натрия. Например, эрыт-ро-9,10-эр«гро-12,13-тетраоксистеари-
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новая кислота имеет на слое с арсенитом натрия такую же вели-
чину Rf, что и соответствующий трео-9, 10-эрытро-12,13-изомер,
однако эти соединения удается разделить на слое, пропитанном
раствором бората натрия. При разделении этих соединений в ка-
честве растворителей используют смеси метанола и хлороформа.
Для диоксипроизводных соотношение этих компонентов равно
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Рис. 23.4. Тонкослойная хроматограмма смеси метиловых эфиров на сили-
кагеле [116] (с разрешения авторов и Society of Chemical Industry).
Адсорбент силикагель: А — необработанный; Б — пропитанный нитратом серебра; В —
пропитанный борной кислотой; Г—пропитанный нитратом серебра и борной кислотой.
Элюирующий растворитель: смесь диэтиловый эфир—гексан (60 : 40). Положения пятен
определяли в УФ-свете после опрыскивания 2,7-дихлорфлуоресцеином и воспроизводили
копированием.
Анализируемые соединения: / — эрцгро-9,10-диоксистеарат; 2 — трео-9,10-диоксистеарат;
3 — эрцгрсМгЛЗ-диоксистеарат; 4 — грео-12,13-диоксистеарат; 5 — эрцгро-12,13-диокси-
олеат; 6 — трео-12,13-диоксиолеат.

2:98, для триоксипроизводных, разделяемых на слоях, пропи-
танных арсенитом натрия, оно составляет 1: 99, а для тетраокси-
производных — 1 : 24. Для разделения тетраоксипроизводных на
слоях, пропитанных боратом натрия, применяют смесь с соотно-
шением компонентов 1:9. Де Фриз и Юрриенс [46] анализиро-
вали различные геометрические изомеры на силикагеле, пропи-
танном нитратом натрия. Метиловые эфиры ненасыщенных
жирных кислот элюируют смесью бензол—петролейный эфир
с соотношением компонентов от 7 : 3 до 9 : 1 .

Моррис и др. [50] нашли возможность улучшить разделение
изомерных цис- и rpawc-октадеценоатов на слоях, пропитанных
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нитратом серебра (30%): они применили трехкратное элюиро-
вание толуолом при —25°С. Вуд и Снайдер [51], чтобы улуч-
шить разделение метиловых эфиров, проводили его на слоях,
пропитанных аммиачным раствором нитрата серебра.

Бергельсон и др. [118] разделяли изомерные метиловые
эфиры моноолефиновых кислот методом двумерной хроматогра-
фии. Первое элюирование проводили на силикагеле, пропитан-
ном додеканом, смесью ацетон—ацетонитрил (7:10). После
этого пропитывали неиспользованную часть пластинки раство-
ром нитрата серебра и элюировали в другом направлении сме-
сью диэтилового и петролейного эфира (9:41).

Авторы работы [119] модифицировали этот метод, с ' тем
чтобы обеспечить возможность полного структурного анализа
сложных смесей жирных кислот, основываясь на двумерном раз-
делении их метиловых эфиров и последующей идентификации
ненасыщенных кислот с помощью окислительного расщепления
непосредственно на слое адсорбента. Таким способом удается
определить как позиционные изомеры, так и стереоизомеры не-
насыщенных жирных кислот. Предназначенные для двумерного
разделения слои силикагеля, закрепленные гипсом, пропиты-
вают, погружая их в 10%-ный раствор додекана в гексане.
После нанесения образца смеси метиловых эфиров проводят
элюирование в первом направлении, используя растворитель
Кауфмана и Макуса [15], т. е. смесь ацетонитрил—ацетон
(1:1), на 90% насыщенную додеканом. После элюирования
пластинку сушат 30 мин при комнатной температуре, 30—
40 мин при 90—95°С и выдерживают ~ 12 ч при комнатной
температуре. Ту часть пластинки, на которую после второго
элюирования должны попасть метиловые эфиры ненасыщенных
кислот, пропитывают, опрыскивая 20%-ным раствором нитрата
серебра (ту часть, где должны были находиться насыщенные
метиловые эфиры, не обрабатывают из-за пониженной чувстви-
тельности обнаруживающего реагента на слоях, обработанных
нитратом серебра). После обработки солью серебра пластинку
сушат: постепенно в течение часа нагревают до 100°С и выдер-
живают еще час при этой температуре. После элюирования во
втором направлении смесью дипропиловый эфир—гексан (2 : 3)
пластинки сушат 20 мин при 70—80сС.

Насыщенные метиловые эфиры обнаруживают, опрыскивая
пластинки раствором 40 мг бромтимолового синего в 100 мл
0,01 н. раствора гидроксида натрия. (Примечание: ту часть пла-
стинки, где должны находиться ненасыщенные эфиры, не опры-
скивают этим реактивом.) После 10—15-минутного нагревания
при 70—80°С появляются на синем фоне желтые пятна насы-
щенных эфиров. Ненасыщенные метиловые эфиры обнаружи-
вают опрыскиванием раствором 40 мг бромтимолового синего
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в 100 мл 20%-ного раствора гидроксида аммония. Эти соеди-
нения дают быстро блекнущие светло- или темно-синие пятна
на сером фоне. Для дальнейшей идентификации ненасыщенных
кислот путем окислительного расщепления их метиловых эфи-
роз приготовляют пластинки со слоем порошкообразной целлю-
лозы с добавкой гипса в качестве связующего. Слой целлюлозы
пропитывают 25 %-ным раствором ДМФ в бензоле и сушат
20 мин при комнатной температуре и затем несколько минут
при 60—70°С. Приготовленную пластинку накрывают стеклом,
чтобы не дать испариться пропитывающему соединению. С пла-
стинки с силикагелем, на которой уже провели разделение, не-
насыщенные метиловые эфиры элюируют эфиром, элюат кон-
центрируют и наносят в виде пятна на пластинку с целлюлозой.
Окисляют ненасыщенные соединения непосредственно на этом
пятне смесью 10 мл 0,1 Μ раствора метапериодата и 10 мл ра-
створа 0,1 Μ как по карбонату, так и по перманганату калия.
Реакцию ведут при 55—60°С до тех пор, пока не исчезает ро-
зовая окраска, характерная для перманганата калия. Чтобы
окисление прошло полностью, эту процедуру повторяют. Обра-
зовавшиеся щелочные соли переводят в свободные кислоты, до-
бавляя каплю 2 н. соляной кислоты. Полученные кислоты элюи-
руют смесью гексан—диэтиловый эфир—диметилформамид
(40:20:1). Продукты окисления (монокарбоновые кислоты и
монометиловые эфиры дикарбоновых кислот) обнаруживают,
выдерживая пластинки в парах аммиака и опрыскивая смесью
200 мг метилового красного, 200 мг бромтимолового синего,
100 мл формалина, 400 мл этанола и 3 мл однонормального ра-
створа гидроксида натрия. Кислоты дают желтые пятна на зе-
леном фоне. Эфиры арахидоновой и более высокомолекулярных
кислот окисляют непосредственно на пластинке с силикагелем,
продукты реакции экстрагируют эфиром и наносят на пластинку
с целлюлозой. Образующиеся при окислении н-алкановые ки-
слоты, содержащие более 11 углеродных атомов в молекуле,
перемещаются по слою целлюлозы вместе с фронтом раство-
рителя. Их идентифицируют, проводя реакцию окисления на
тонких слоях силикагеля, пропитанных додеканом, и элюируя
продукт окисления смесью ацетонитрила с уксусной кислотой
(4 1), насыщенной додеканом. После сушки в течение часа при
ПО—120°С монокарбоновые кислоты обнаруживают опрыски-
ванием 10 %-ным раствором фосфомолибденовой кислоты в эта-
ноле с последующим нагреванием. В этом случае реакцию оки-
сления необходимо проводить дважды: один раз на силикагеле
для окисления монокарбоновых кислот и второй раз на целлю-
лозе для идентификации монометиловых эфиров дикарбоновых
кислот. В табл. 23.6 приведены Rf метиловых эфиров насыщен-
ных и ненасыщенных жирных кислот, а в табл. 23.7 даны Rf
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Таблица 23.6

Величины RfXIOO метиловых эфиров насыщенных и ненасыщенных
жирных кислот, полученные двумерным хроматографированием

на пропитанном силикагеле [120] а

Соединение

Метиловые эфиры насыщенных кислот:

додекановой

тетрадекановой

гексадекановой

октадекановой

эйкозановой

докозановой

Метиловые эфиры ненасыщенных кислот:

с,6
Ч«с-гексадецен-9-овой

Ч«с-гексадецен-11-овой

С,8

г^ыс-октадецен-7-овой

Ч«с-октадецен-9-овой

^«с-октадецен-11-овой

транс-октадецен-9-овой

Чис-эйкозен-11-овой

Чис-докозен-5-овой

г^нс-докозен-П-овой

^ис-гексакозен-9-овой

октадекадиен-9,12-овой

октадекатриен-9, 12,15-овой

эйкозатетраен-5,8,11,14-овой

Первое

направление

78

67

56

46

36

28

71

71

60

60

60

60

50

40

40

25

71

80

89

Второе

направление в

80 г

80 г

80 г

80 г

80 г

80 г

39

46

43

42

51

64

52

39

52

47

8

3

0

а С разрешения авторов и Elsevier Publishing Co.
6 Растворитель: смесь ацетонитрил—ацетон (1 : 1), насыщенная на 90 %

додеканом. Адсорбент: силикагель, закрепленный гипсом на пластинке и про-
питанный 10 %-ным раствором додекана в гексане.

в Растворитель: смесь дипропиловый эфир—гексан (2 :3) . Адсорбент: си-
ликагель, пропитанный 20 %-ным раствором нитрата серебра.

г Пропитка нитратом серебра ие проводилась; см. текст.
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монокарбоновых кислот и монометиловых эфиров дикарбоновых
кислот, полученные на слоях целлюлозы, пропитанных ДМФ.
На рис. 23.5 показано разделение продуктов окислительного
расщепления некоторых ненасыщенных кислот.

Таблица 23.7

Величины RfXIOO монокарбоновых кислот и монометиловых
эфиров дикарбоновых кислот, полученные на целлюлозе,

пропитанной ДМФ, со смесью гексан—диэтиловый эфир—ДМФ
( 4 0 : 2 0 : 1 ) [119] а

Соединение

Монокарбоновые кислоты:

пропионовая

масляная

валериановая

капроновая

энантовая

пеларгоновая

ундекановая

Монометиловые эфиры дикарбоновых кислот:

глутаровой

пимелиновой

азелаиновой

нонандикарбоновой

Rf X 1С0

20

31

43

54

65

84

94

Π
17
31

54

а С разрешения авторов и Elsevier Publishing Co.

Верещагин и Скворцова [120] хроматографировали метило-
вые эфиры на пропитанном 2 % додекана силикагеле; элюен-
том служил раствор нитрата серебра и додекана в 70—90 %-ном
водном растворе метанола. Орд и Бэмфорд [121] также поль-
зовались растворителями, содержащими нитрат серебра, для
разделения метиловых эфиров жирных кислот и глицеридов на
силанизованных слоях силикагеля (способ приготовления
см. в т. 1, гл. III, разд. 7). Разделение на слоях, обработанных
дихлорсиланом, проводили в необлицованной камере 10 %-ным
водным раствором метанола, насыщенным нитратом серебра,
или насыщенной нитратом серебра смесью вода—метанол—
ацетонитрил (2,5: 95 : 2,5). На слоях, обработанных диэтилди-
хлорсиланом, пробу элюировали смесью вода—метанол—нитро-

6 Заказ № 371
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метан (2,5:95:2,5) или 10%-ным водным раствором ацетона,
причем оба раствора предварительно насыщали нитратом се-
ребра.

Паулозе [122] после пропитки слоев силикагеля 5 %-ным ра-
створом силиконовой жидкости Daw Corning 200 опрыскивал
эти слои 10 %-ным раствором нитрата серебра в 50 %-ном эта-
ноле. Перед нанесением образца пластинки сушили 15 мин при
105°С. Элюирование проводили 95 %-ным водным метанолом,
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Рис. 23.5. Окислительное расщепление ненасыщенных жирных кислот [120]
(с разрешения авторов и Elsevier Publishing Co.).
Л —· адсорбент, целлюлоза, пропитанная 25 %-ным раствором ДМФ в бензоле; раствори-
тель смесь гексан—диэтиловый эфир—ДМФ ( 4 0 . 2 0 : 1 ) ; длительность элюирования:
20 мин. Б — адсорбент: силикагель, пропитанный 10 %-ным раствором додекана в гексане;
растворитель смесь уксусная кислота—ацетонитрил (1 : 4), насыщенная додеканом; дли-
тельность элюирования: 60 мин
Эталонные вещества. Монометиловые эфиры кислот: / — глутаровой; 2 — пимелиновой;
3 — азелаиновой: 4 — нонан-1,9-дикарбоновой Кислоты: 5 — пропионовая; 6 — масляная;
7 — валериановая; 8— капроновая; 9— энантовая; 10— пеларгоновая; // — ундекановая;
12 — пальмитиновая; 13 — маргариновая; 14 — стеариновая.
Метиловые эфиры ненасыщенных кислот, подвергаемые окислению: 15 — олеиновой; 16 —
ццс-вакценовой; 17 — линоленовой, 18 — цие-эйкозен-11-овой; 19 — линолевой; 20 — цис-
докозен-11-овой; 21 — чис-гексакозен-9-овой, 22 —' элаидиновой; 23 — ц«с-октадецен-7-овой;
24 — цыс-докозен-5-овоЙ.

насыщенным силиконовой жидкостью и нитратом серебра. В та-
ких условиях можно разделить ненасыщенные эфиры с одина-
ковой длиной цепи и различным числом двойных связей, напри-
мер олеат, линолеат и линоленат, и насыщенные эфиры, разли-
чающиеся по длине цепи на два углеродных атома. Описанным
способом разделены следующие критические пары: линолеат и
миристат, олеат и пальмитат. Позиционные изомеры эфиров,
например олеат и петроселинат, разделить не удалось, хотя
цис- и транс-изомеры, олеат и элаидат в этих условиях разде-
ляются. К числу критических пар, которые не удалось разде-
лить, относятся линоленат и рицинолеат, олеат и лаурат, эла-
идат и миристат, эрукат и пальмитат.

Манголдидр. [123] использовали радиоактивный диазометан
для приготовления метиловых эфиров с целью их последующего
применения при количественном анализе липидов. Получали
они эти эфиры следующим образом. Раствор 10 мг (0,05 ммоль)
л-толилсульфонилметил-14С-нитрозамида (удельная активность
0,6 мКи/моль) в 1 мл диэтилового эфира взаимодействует в ми-
крогенераторе газа с 2 мл охлажденного льдом раствора 0,1 г
гидроксида натрия в смеси этанол—вода (10:1). Диазометан
и эфир отгоняют из реакционной смеси, пропуская через поме-
щенную в баню с водой реакционную колбу при 60—70°С мед-
ленный ток азота. Раствор диазометана в эфире собирают по
очереди в два приемника, в каждый из которых предварительно
помещают 1—2 мл эфира. Чтобы температура в приемнике не
поднималась выше 0—5°С, его погружают в воду со льдом. По
окончании перегонки растворы диазометана сливают вместе.
Пробы эфира с растворенным диазометаном (по 0,5—1 мл)
сразу вводят в растворы, содержащие от 2 до 20 мг жирных ки-
слот (0,01—0,1 ммоль) в смеси диэтиловый эфир—метанол
(90: 10) [124, 126]. Липиды (по 10—20 мг), содержащие гидро-
ксильные или аминные группы, метят реакцией с 1: 10 раство-
ром уксусного 1-14С-ангидрида (СН3

ИСО)2О (удельная актив-
ность 0,6 мКи/ммоль) в пиридине. Реакцию ведут с 20 %-ным
избытком реагента в запаянной трубке размером 5/150 мм в те-
чение 30—60 мин при 100°С. После охлаждения трубку вскры-
вают и разбавляют реакционную смесь 10 мл однонормальной
серной кислоты; ацетилированные липиды экстрагируют эфи-
ром, промывают водой и сушат. Полученные радиоактивные
соединения используют также при проведении очистки различ-
ных липидов.

Манголд и Каммерек [126] описали методику применения
ртутных, ацетокси- и метоксипроизводных метиловых эфиров
для разделения последних методом ТСХ. Поскольку этот метод
применяют в сочетании с ГХ, сначала удаляют метиловые эфиры
гидроксилированных кислот, чтобы воспрепятствовать взаимо-
действию некоторых из них при разделении методом ГХ. Син-
тезируют эти производные по методу, предложенному Янценом
и Андреасом [127, 128].

Около 25 мл реагента — раствора ацетата ртути (14 г)
в метаноле (250 мл), воде (2,5 мл) и ледяной уксусной кислоте
(1 мл) — смешивают с образцом смеси эфиров (1 г) и выдер-
живают в закрытой пробкой колбе в темноте при комнатной
температуре. Через 24 ч метанол испаряют в вакууме или
в токе азота прчи температуре не выше 30°С и растворяют сухой
остаток в хлороформе (50 мл). Раствор промывают водой
(5 раз по 25 мл), чтобы удалить остатки ацетата ртути, и су-
шат сульфатом натрия, после чего смесь производных наносят

6* _
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на тонкие слои кремневой кислоты и подвергают многостадий-
ному элюированию. Для отделения метиловых эфиров от аце-
токси- и метоксипроизводных ненасыщенных метиловых эфиров
применяют смесь петролейного (60—70°С) и диэтилового эфи-
ров (4:1). Высушенные пластинки элюируют при длине пути
12—14 см смесью «-пропанол—уксусная кислота (100: 1). Этим
способом четко разделяют моно-, ди- и триеноаты. Выделен-
ные производные можно наблюдать в виде пурпурных пятен
на светло-розовом фоне после опрыскивания 0,1 %-ным раство-
ром сылш-дифенилкарбазона в 95 %-ном этаноле.

Уайт [129] применял для разделения эфиров ненасыщенных
жирных кислот метокси- и бромртутные аддукты, поскольку
при этом достигалось лучшее разделение. Эти производные он
получал при 30-секундном взбалтывании раствора ацетокси-,
ртутных и метоксипроизводных в хлороформе с раствором бро-
мида натрия в метаноле (5 : 95, масса:объем), взятым с 10 %-ным
избытком. После обработки водой хлороформный слой от-
деляли и промывали, после чего его можно было наносить на
тонкослойную пластинку. Полученные производные наносили
на силикагель Оиэлюировали смесью гептан—диоксан (60:40).
Минникин и Смит [130] сравнивают эффективность использо-
вания соответствующих хлор-, иод- и бромпроизводных. В виде
производных последних двух типов ненасыщенные эфиры мо-
жно фракционировать по числу и стереохимии двойных связей
и отчасти по длине цепи. Для разделения на силикагеле при-
годен растворитель, состоявший из гексана и диэтилового
эфира (9:1).

Приветт и др. [131—133] использовали восстановительный
озонолиз метиловых эфиров для анализа и определения струк-
туры ненасыщенных жирных кислот. Эта методика предусмат-
ривает количественное и очень быстрое образование озонидов
в тщательно контролируемых (чтобы уменьшить долю побочных
реакций) условиях и каталитическое восстановление озонидов
с образованием альдегидов. Озонирование проводили следую-
щим образом. Раствор озона получали барботированием кисло-
рода, содержащего 2—3 % озона, в течение 5 мин со скоростью
около 100 мл/мин через 10 мл пентана, помещенного в круг-
лодонную колбу емкостью 25 мл; колбу предварительно по-
гружали в баню с сухим льдом, чтобы температура в ней со-
ставляла от —60 до —70°С. По окончании барботирования рас-
твор приобретал темно-синюю окраску и содержал около
0,3 ммоль озона. Озонирование проводили, добавляя к 10 мл
приготовленного раствора 1—50 мг пробы, растворенной в 2—
3 мл^ очищенного пентана, предварительно охлажденного до
самой низкой из возможных температур, чтобы не вызвать
кристаллизацию пробы. Проводя озонирование других эфиров,
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следует помнить, что 10 мл раствора озона достаточно для озо-
нирования 50 мл метилолеата. Образование бесцветного рас-
твора по окончании озонирования показывает, что необходимо
дополнительно ввести озон, чтобы придать раствору бледно-
синеватую окраску. Появление бледно-серой окраски говорит
о завершении реакции. Можно использовать ТСХ для контроля
за полнотой озонирования, применяя на слоях силикагеля смесь
петролейного (30—60°С) и диэтилового эфиров (98:2). Вос-
становление озонидов проводили водородом с помощью катали-
затора Линдлара; если в молекулярной цепи продуктов вос-
становления не менее пяти углеродных атомов, то восстановле-
ние может идти в среде пентана. Если же образуются более
короткие фрагменты, надо заменить пентан на метилкаприлат
или подобное соединение с большим временем удерживания при
газохроматографическом анализе. Продукты восстановления
анализировали методами ИК-спектроскопии, ГХ и ТСХ. Такая
же методика используется для анализа проб ультрамикроско-
пического масштаба [134]. Определяя положение двойных свя-
зей в эфирах полиеновых жирных кислот, Рем и Приветт [135]
проводили частичное восстановление гидразином и последую-
щий восстановительный озонолиз по описанной методике.

Кауфман и др. [81, 136] разделяли критические пары ме-
тиловых эфиров, а также свободных кислот и жирных спиртов,
применяя изотермическое хроматографирование с обращенными
фазами при низкой температуре, а также программирование
температуры.

Каннан и др. [137] разделили карбоксиметилтиопроизвод-
ные, образующиеся при взаимодействии меркаптоуксусной ки-
слоты с мононенасыщенными кислотами и эфирами. Разделе-
ние проводили на силикагеле G со смесями диэтилового эфира
и легкого петролейного эфира (2:3) и ацетонитрила, уксусной
кислоты и воды (7; 1 : 2). Пятна обнаруживали обугливанием
серной кислотой.

Градек и Меншик [138] применяли тонкие слои суспенди-
рованной смеси мочевины и целита 545 (120 меш), взятых в со-
отношении 3: 1, в метаноле, насыщенном мочевиной. Слой су-
шили примерно 12 ч при комнатной температуре. На таких
слоях удается отделить метиловые эфиры кислот с разветвлен-
ными и неразветвленными цепями. После нанесения образца
хроматографическую пластинку выдерживают примерно 12 ч
в парах метанола, с тем чтобы образовались клатратные со-
единения. Элюирование проводят петролейным эфиром. Эфиры
разветвленных жирных кислот дают Rf от 0,4 до 0,5; производ-
ные неразветвленных кислот остаются вблизи фронта раство-
рителя.
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Бейдингс [139] показал, что на процесс разделения метиловых
эфиров положительно влияет отсутствие кислорода в атмосфере.
Целесообразно также добавлять антиоксидант к растворителю,
используемому для разделения метиловых эфиров или других
липидов. Врен и Щепановска [140] добавляют к элюирующему
растворителю 0,005 % 4-метил-2,6-ди-грет-бутилфенола. Нейдер-
фер и Ли [141] предпочитают пользоваться 1,4-диокси-2-грег-
бутилбензолом в качестве антиоксиданта.

Корнелиус и Шоун [142] разделяли метиловые эфиры ки-
слот, полученные при омылении масла семян Bombax oleagi-
num. Метилирование проводили по методу Меткалфа и Шмитца
[143], т. е. путем 5-минутного кипячения в колбе с обратным
холодильником с 12,5 %-ным раствором трифторида бора в ме-
таноле. Эфиры разделяют на силикагеле, пропитанном нитра-
том серебра.

Дхопешваркар и Мид [144, 145] обнаружили метиловые
зфиры в тканях трупов. Кауфман и Висванатан [146] также
нашли метиловые и этиловые эфиры среди липидов печени па-
циента-алкоголика, умершего от пневмонии. Количество эфиров
первичных спиртов можно сопоставить с содержанием алко-
голя в крови.

Файерстон [147] анализировал мономерные, димерные и по-
лимерные метиловые эфиры методом адсорбционной хромато-
графии и хроматографии с обращением фаз. Рихе и др. [148]
и Приветт и Бланк [149] исследовали самоокисление метиловых
эфиров ненасыщенных жирных кислот, которое в некоторых слу-
чаях приводит к образованию полимеров. Рихе и соавторы раз-
делили и идентифицировали производные соединений с малой
молекулярной массой. Прветт и Бланк изучали начальные ста-
дии самоокисления и нашли, что формированию устойчивых
гидроперекисей предшествует образование промежуточных ки-
слородных соединений. Если специально удалять гидропере-
кись, то можно синтезировать высокоустойчивые полиненасы-
щенные кислоты. Приветт и Никкель [150] получили метило-
вые эфиры высокой степени чистоты методом хроматографии
с обращенными фазами на колонке, используя для последую-
щей очистки ТСХ.
7. РАЗДЕЛЕНИЕ ФОСФОЛИПИДОВ, СФИНГОЛИПИДОВ

и гликолипидов
Поскольку соединения этой группы полярны, для элюирова-

ния и разделения их на слоях силикагеля необходим полярный
растворитель, например широко используемая смесь хлоро-
форм—метанол—вода с различным соотношением компонентов
(от 65:25:4 [151—154] до 60:35:8 [32, 152]). Фогель и др.
[14] применяли эту смесь с соотношением компонентов 80 : 25 : 3

для разделения фосфолипидов сыворотки, а Николе [13] ис-
пользовал такую же смесь для разделения фосфолипидов и
гликолипидов, полученных из листьев салата и капусты. Кроме
того, Николе проводил разделение с такими смесями, как изобу-
тилкетон—уксусная кислота—вода (40:25:3,7), хлороформ—
метанол—7 н. раствор гидроксида аммония (12 : 7 : 1), хлоро-
форм—метанол—уксусная кислота—вода (65 : 25 : 8: 4) и хло-
роформ—метанол—уксусная кислота (65:25:8). Висванатан
[155] успешно разделил липиды Tetrahymena pyriformis на 10
полярных компонентов, пользуясь смесью хлороформ—мета-
нол—концентрированный аммиак (65 : 35 : 5) на силикагеле G.
Поль и др. [156] предложили новый состав растворителя для
разделения гликолипидов, фосфолипидов и нейтральных липидов
на слоях силикагеля, а именно смесь ацетон—бензол—вода
(91:30:8).

Кунц и Козин [157] разработали более сложный, но эффек-
тивный растворитель для разделения фосфолипидов: они добав-
ляли к смеси органических компонентов небольшие количества
различных неорганических солей. Этот растворитель состоял
из следующих компонентов: 32 мл хлороформа; 26 мл м-бута-
нола; 2,5 мл н-пропанола; 5,5 мл этанола; 9,4 мл метанола;
10,5 мл ледяной уксусной кислоты; 0,70 мл 4 %-ного
(масса/объем) раствора бикарбоната натрия; 0,25 мл 7 %-ного
(масса/объем) раствора карбоната натрия; 0,06 мл 15 %-ного
(масса/объем) раствора хлорида аммония; 0,05 мл 3 %-ного
(масса/объем) раствора гидроксида лития; 0,3 мл 0,9 %-ного
(масса/объем) раствора карбоната лития; 0,3 мл этилацетата;
0,3 мл концентрированного аммиака; 0,05 мл 20 %-ного
(масса/объем) раствора хлорида цезия; 0,15 мл 15 %-ного
(масса/объем) раствора карбоната калия; 0,05 мл 10 %-ного
(масса/объем) раствора бромида калия; 0,13 мл 2,5 %-ного
(масса/объем) раствора фторида натрия; 0,12 мл 12,5 %-ного
(масса/объем) раствора хлорида рубидия; 0,08 мл 22 %-ного
(масса/объем) раствора ацетата марганца; 0,05 мл 1,5 %-ного
(масса/объем) раствора хлорида ртути (III), 0,20 мл «ацетата
цинка» (2 г ацетата цинка растворяют в 40 мл дистиллирован-
ной воды и 1 мл уксусной кислоты) и 0,016 мл «ацетата магния»
(1,5 г оксида магния растворяют в 25 мл воды и 21,5 мл ки-
слоты). Эту смесь необходимо готовить непосредственно перед
употреблением. Адсорбент представлял собой смесь 38,5 г си-
ликагеля Η и 4,5 г силикагеля G. Пластинки после сушки на
воздухе активировали 2—3 ч при 115°С. При одномерном элюи-
ровании были получены 18 отдельных фракций. Курри и Нинфо
[158] использовали смесь хлороформ—метанол—вода (14:6:1)
для разделения фосфолипидов, полученных из экстрактов раз-
личных тканей.
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Курри и др. [159—161] применяли эту же смесь также для
выделения фосфолипидов непосредственно из тканей, минуя про-
межуточную стадию экстракции. Для этого срезы тканей нано-
сили на покровные стеклышки микроскопа, которые в свою оче-
редь закрепляли на хроматографических пластинках с помощью
гуммиарабика или сыворотки Апати. Пластинки с закрепленным
образцом покрывали силикагелем G и сушили в эксикаторе. По-
добным же образом наносили в виде суспензии на стеклянную
бумагу митохондрии крысиной печени, предварительно тщательно
промытые в растворе сахарозы. Нанесенное пятно затем выре-
зали и закрепляли с помощью капли элюирующего растворителя
на предварительно приготовленной пластинке с силикагелем.
Разделение фосфолипидов при этом было такое же, как и раз-
деление их экстракта.

К смеси хлороформ—метанол—вода добавляли уксусную ки-
слоту.

Скипский и др. [162, 163] применяли смесь хлороформ—мета-
нол—уксусная кислота—вода (65:25:8:4) при разделении на
пластинках с нейтральным силикагелем и ту же смесь с соотно-
шением компонентов 50:25:8:4 на пластинке со щелочным сили-
кагелем. На пластинках щелочного силикагеля, полученного об-
работкой 0,01 Μ раствором карбоната или ацетата натрия, эти
авторы смогли отделить фосфатидилсерин от других фосфолипи-
дов. На пластинках с нейтральным силикагелем, приготовлен-
ных с применением сульфата кальция в качестве связующего, на-
блюдался «эффект нагрузки» фосфатидилсерином, т. е. величина
Rf зависела от количества нанесенного вещества. Этот эффект
можно устранить, используя слои силикагеля (CAMAG) без свя-
зующего или же пластинки с щелочным силикагелем.

Нильсен [164, 165] исследовал эффект нагрузки и нашел, что
кислотные фосфолипиды, например, кардиолипин и фосфатидили-
нозит, ведут себя при хроматографировании по-разному в зави-
симости от валентности металла, образующего с ними соль. Ли-
пиды животных содержат соли как одно-, так и двузарядных ме-
таллов, и это следует иметь в виду при выборе растворителя—
кислотного или нейтрального. Нильсен рекомендует промывать
раствор липида (в органическом растворителе) водным раство-
ром хлорида магния, чтобы в исследуемом образце были соли
только двузарядного металла. При хроматографировании солей
однозарядных металлов в кислотных или нейтральных раствори-
телях важно, чтобы адсорбент не содержал двузарядных ионов.

_ Гонзалес-Састре и Фолч-Пи [166] использовали слои силикагеля
Η с добавкой оксалата калия в качестве изолирующего агента
по отношению к кальцию, который мог бы попасть в элюат при
хроматографировании трифосфоинозитидов. Когда растворите-
лем служит смесь хлороформ—метанол—7 н. раствор гидроксида
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аммония (10: 10: 1), то одно- и двузарядные ионы вытесняются
солями двузарядного аммония [164]. Абрамсон и Блехер [167]
описали методику двумерного разделения фосфолипидов на
слоях основного силикагеля, образованных при нанесении на
пластинку силикагеля G в виде кашицы с 0,01 Μ раствором
карбоната натрия. Элюирование проводили на активированных
при 110°С пластинках сначала смесью хлороформ—метанол—•
уксусная кислота—вода (250 : 74 : 19 : 3), затем основным раство-
рителем, представлявшим собой смесь хлороформ—метанол—
7 Μ раствор гидроксида аммония (230:90: 15). С помощью этой
системы можно разделить следующие соединения: лизолецитин,
сфингомиелин, фосфатидилхолин, фосфатидилинозит, фосфати-
дилсерин, фосфатилилэтаноламин, фосфатидиновую кислоту и
кардиолипин.

Приготавливая хроматографические пластинки для разделе-
ния бактериальных липидов, Минникин и Абдолрахимзаде [168]
смешивали 40 г силикагеля Merck PF254 и 100 мл 0,2 %-ного ра-
створа ацетата натрия в виде кашицы и наносили на подложку.
На таком слое при элюировании смесью хлороформ—метанол—
вода (65:25 : 4) фосфатидилглицерин дает компактное пятно;
на непропитанных слоях пятно этого соединения вытянуто Ав-
торы работы [168] провели двумерное хроматографирование,
элюируя пробу во втором направлении смесью хлороформ—ме-
танол—уксусная кислота—вода (80: 12: 18:5). Для разделения
фосфолипидов и гликолипидов, содержащихся в растениях, Ле-
паж [169] также применял двумерную (под углом 90°) хрома-
тографию. Первым элюентом служила смесь хлороформ—мета-
нол—вода (65:25:4), вторым—диизобутилкетон—уксусная ки-
слота—вода ( 8 : 5 : 1 ) . Под действием первой смеси происхо-
дило удовлетворительное разделение фосфолипидов, вторая
смесь была более эффективна при разделении гликолипидов и
сопутствующих им гликозидов стерина. Среди реагентов для
обнаружения хроматограмм была испытана смесь хлорной ки-
слоты и реагента Шиффа [170]. Пластинки сначала опрыски-
вали 0,5 %-ным раствором периодата натрия и оставляли на
5 мин, после чего выдерживали в атмосфере диоксида серы,
чтобы удалить избыток периодата натрия, затем опрыскивали
0,5 %-ным раствором n-розанилина (свежеобесцвеченного диок-
сидом серы) и оставляли до появления синих и пурпурных пя-
тен. Чтобы осветлить фон, пластинки опрыскивали 1 %-ным ра-
створом хлорной кислоты. Если в заключение обработать пла-
стинки реагентом Т-167 (см. т. 1, гл. 7), под действием которого
обнаруживаются фосфатидилэтаноламин и кардиолипин, то на
хроматограмме обнаружатся все полярные липиды, причем
окраска пятен устойчиво сохраняется несколько недель
[168].
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Скидмор и Энтенмен [171] также использовали двумерное
хроматографирование для разделения фосфатидов печени крыс
на слоях силикагеля. Первое элюирование эти авторы прово-
дили смесью хлороформ—метанол—7 н. раствор гидроксида ам-
мония (60 : 35: 5), второе — той же смесью, но при соотношении
компонентов соответственно (35:60:5). В первом растворителе
получены следующие значения Rf. фосфатидиновая кислота 0,73,
фосфатидилсерин 0,19; фосфатидилэтаноламин 0,58; фосфатиди-
линозит 0,31; фосфатидилхолин 0,35; сфингомиелин 0,19 и лизо-
фосфатидилхолин 0,11. Получены также Rf типичных продуктов
гидролиза этих соединений.

Ятцкевитц [172] применил двустадьйный метод для разде-
ления сфинголипидов мозга, а Пейн [173] использовал те же
растворители для анализа липидов нервных тканей. На слоях
кремневой кислоты первое элюирование велось смесью хлоро-
форм—метанол—вода (14:6:1) при длине пути элюирования
15 см. Затем пластинки сушили и элюировали на 10 см
смесью н-пропанол—12,5%-ный раствор гидроксида аммония
(39:11). Величины Rf этой группы соединений приведены
в табл. 23.8.

Адаме и Сэлли [174] описали методику двустадийного хро-
матографирования на силикагеле в камере, выложенной бу-
магой. Сначала пробу элюировали в течение 9 мин смесью те-
трагидрофуран—метанол (3 : 1). После этого удаляли раствори-
тель и повторяли элюирование в том же направлении на 17 см
смесью хлороформ—метанол—4 Μ раствор гидроксида аммония
(75:37:7). Несковиц и Костиц [175] комбинировали в двуста-
дийном методе кислотные и основные растворители. Они гото-
вили адсорбционные слои по методу Раузера и др. [176]: 54 г
силикагеля Η и 6 г тонкоразмолотого флоризила смешивали со
135 мл воды до образования кашицы. Первое элюирование про-
водили на 15 см смесью хлороформ—метанол—30%-ный ам-
миак—вода (140 : 50 : 7 : 3); второе элюирование вели до самого
верха пластинки смесью хлороформ—уксусная кислота—ме-
танол—вода (160 : 4 : 20 :1,5). Применяя сульфат магния, удается
почти полностью избежать растекания пятен кислотных липи-
дов [176].

Кауфман и др. [177] пользовались в качестве растворителя
насыщенной нитратом серебра смесью хлороформ—эфир—ук-
сусная кислота (97 : 2,3: 0,5); этой смесью на слоях силикагеля,
пропитанных нитратом серебра, разделяли лецитины. После
окончания разделения фракции элюировали со слоев силика-
геля и гидролизовали. Входящие в состав смесей жирные ки-
слоты разделяли да слоях сульфата кальция [66]. Приветт и др.
[178, 179] определили структуру лецитинов с помощью предло-
женного ими метода восстановительного озонолиза, используя

Таблица 23 8

Приблизительные величины Я/Х100 липидов нервных тканей.
Многостадийное элюирование на силикагеле [173] а · б

Липид

Ганглиозид а

Ганглиозид b

Ганглиозид с

Ганглиозид d

Лизоцефалин

Фосфатидилсерин

Лизолецитин

Сфингомиелин а

Сфингомиелин b

Лецитин

Эфиры цереброзидсерной кислоты а

Эфиры цереброзидсерной кислоты b

Фосфатидилэтаноламин

Френозин

Керазин

Холестерин

Свободные жирные кислоты

Rf X 100

2,2

2.7

9

13

22

25

27

31

33

46

61

64

67-80 в

93

96

99

100

а С разрешения авторов и Elsevier Publishing Co
6 Первое элюирование на расстояние 15 см смесью хлоро-

форм—метанол—вода (14-6:1) , второе элюирование на 10 см
смесью w-пропанол— 12,5 %-ный раствор аммиака (39 : 11).

в Первое число — величина Rf, найденная для заднего фрон-
та пятна, второе число — величина Rf, соответствующая перед-
нему фронту пятна

тонкослойную хроматографию для разделения конечных про-
дуктов.

Ренконен [180], анализируя глицерофосфатиды, сначала про-
водил дефосфорилирование обработкой смесью уксусной ки-
слоты и уксусного ангидрида. Полученные таким образом ди-
глицеридацетаты он фракционировал по числу двойных связей
в молекуле на слоях кремневой кислоты, пропитанных раство-
ром нитрата серебра.

Из-за тенденции фосфолипидов к образованию прожилок
при хроматографировании на силикагеле Манголд и Каммерек
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[109] вводили в слои силикагеля 10% сульфата аммония Это
позволяло избежать образования прожилок при применении
растворителей, наиболее удобных для разделения соединений
этой группы. Каулен [181] обнаружил, что небольшая (0,4%)
добавка сульфата аммония к слою силикагеля способствует
четкому отделению фосфатидилсерина от фосфатидилинозита,
а при больших (до 10%) добавках величина Rf первого из них
возрастает, пока не станет равной Rf фосфатидилэтаноламина.
Хоррокс [182], исследуя фосфолипиды головного мозга, испы-
тал ряд пропитывающих веществ (табл. 23 9). Он проводил
элюирование в необлицованных камерах, но предварительно
в камере устанавливалось равновесие Все слои, кроме пропи-
танных боратом натрия, приготовляли, смешивая 27 г силика-
геля G с 3 г пропитывающего реагента и 60 г воды, при про-
питке боратом натрия силикагель добавляли к 20 мл насыщен-
ного раствора бората, разбавленного водой до объема 60 мл.
Ятцкевитц и Мель [183] применяли в качестве растворителей
абсолютный диэтиловый эфир, а также смеси н-пропанол—
12,5 %-ный раствор гидроксида аммония (4 - 1) и н-пропанол—
17%-ный раствор гидроксида аммония (7:3). Вейкер и др.
[184] пользовались как растворителем смесью пропанол—1 н.
раствор гидроксида аммония—вода ( 6 : 2 : 1 ) .

Липиды головного мозга исследовали Ятцкевитц [185, 186],
Вагнер и др. [154], Кочетков и др [187, 188], а также Мюльд-
нер и др. [189] Хонеггер [190, 191] сравнивал липиды голов-
ного мозга пациентов, страдающих множественным склерозом,
и нормальных людей, а Плиц и Ятцкевитц [192] определяли со-
держание сфингомиелинов Ci8 и С24 в нормальном и в патологи-
ческом мозге Ятцкевитц [172] и Кун и др. [193] анализиро-
вали ганглиозиды, взятые из головного мозга крупного рогатого
скота, для четырех соединений этой группы они получили на
силикагеле G со смесью н-пропанол—вода (7: 3) следующие
величины Rf 0,55; 0,35; 0,23 и 0,18. Уиттинг и др. [194], иссле-
дуя ганглиозиды нескольких видов, изменили соотношение ком-
понентов в указанной смеси до 3 :1 , чтобы можно было хро-
матографировать ганглиозиды на пластинке длиной 50 см. При
этом образованием прожилок и хвостов можно было прене-
бречь.

Дейн и др. [195] показали, что смесь бутанол—пиридин—
вода (3:2.1,5), а также 78 %-ный водный раствор фенола —
эффективные растворители для фракционирования ганглиозидов.
Уэррет и Камингс [196] сравнивали хроматограммы экстрактов
тканей головного мозга, селезенки и почек с хроматограммами
ганглиозидов, приготовленных из очищенной коры головного
мозга быка, и предположительно идентифицировали как ганг-
лиозиды восемь полос на хроматограммах тканей. Работы
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Кленка и Гилена [197—199], Куна и Вигандта [200J, Джонсона
и Макк-Клюра [201], Уэррета и др. [202], Корея и Джонатаса
[203] и Самбасиварао и Мак-Клюра [204] внесли определен-
ный вклад в структурный анализ ганглиозидов человеческого
мозга.

Ханда и Бертон [205] анализировали ганглиозиды, извлечен-
ные из сетчатки глаз быка методом непрерывного испарения.
Разделение завершалось в течение 3 ч. Свеннерхольм [206] и
Ледин [207] опубликовали обзоры работ, посвященных гангли-
озидам.

Кочетков и др. [208] показали, что двумерная хроматогра-
фия представляет собой эффективный способ разделения про-
изводных сфингозина. Эти авторы применяли следующие че-
тыре смеси растворителей: бутанол—этилацетат—11 %-ный ра-
створ гидроксида аммония (15 :8 :2) , бутанол—этилацетат—
5 %-ный раствор муравьиной кислоты (15:4:1) и хлороформ—
метанол (3 : 2 и 2 : 3). С кислотным растворителем получены сле-
дующие величины Rf. сфингозин 0,40, дигидросфингозин 0,39,
О-метиловый эфир сфингозина 0,34, О-метиловый эфир дигид-
росфингозина 0,24, психозин и дигидропсихозин 0,15. Последние
два соединения можно разделить, но не полностью, при элюи-
ровании смесью хлороформ—метанол (2 :3) ; полученные при
этом величины Rf равны 0,20 и 0,14. Фуджино и Забин [209]
и Вейс и Стиллер [210] анализировали сфингозиновые основа-
ния Самбасиварао и Мак-Клюр [211] разделяли свободные ос-
нования на силикагеле, элюируя их смесью хлороформ—мета-
нол—2 н. раствор гидроксида аммония (40:10:1). Михалек
[212, 213] использовал двумерное хроматографирование для
разделения динитрофенильных производных сфингозиновых ос-
нований Первое элюирование велось на слоях силикагеля G,
пропитанного раствором тетрабората натрия, смесью хлоро-
форм—метанол (9:1); перед вторым элюированием слой про-
питывали 5 % тетралина и элюировали пробу верхней фазой
смеси метанол—тетралин—вода ( 9 : 1 : 1 ) . В работе [213] опи-
сано разделение на слое оксида алюминия. В первом направле-
нии в этом случае элюирование проводили смесью хлороформ—
метанол (49:1), а дальнейшее хроматографирование осущест-
влялось так же, как на слоях силикагеля. Для того чтобы от-
делить основания сфинголипидов от сложных сфинголипидов,
авторы работы [214] окисляли пробу тетраоксидом осмия. Ве-
личины Rf окисленных продуктов отличались от Rf исходных
соединений.

Эберляйн и Геркен [215] исследовали гликосфинголипиды
красных кровяных телец различных видов млекопитающих. Це-
рамидгексозиды отделяли от других липидов и разделяли на
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фракции моно-, ди- и тригликозилцерамидов смесью тетрагид-
рофуран—вода (5: 1) на слоях смеси силикагеля HR и силиката
магния (4: 1). Комплексные гликосфинголипиды отделяли друг
от друга и от других липидов на кизельгуре G, пропитанном
смесью 0,6 Μ раствора борной кислоты и 0,15 Μ буферного
раствора динатрийтетрабората (рН 7,9) и высушенном затем
в течение 24 ч на воздухе. Растворителем для этого разделения
служила смесь хлороформ—метанол—вода (65:25:4).

Несковиц и др. [216] отделяли гликолипиды от фосфолипи-
дов на смеси силикагеля Η с тонкоразмолотым флоризилом
(27 : 3) методом двустадийного хроматографирования, применяя
в качестве первого растворителя смесь хлороформ—ацетон—
пиридин—20 %-ный раствор аммиака—вода (10 : 15 : 30 : 1 : 1).
Для второй стадии они использовали четыре различных рас-
творителя в зависимости от состава гликолипидов. Церебро-
зиды, сульфатиды и моногалактозилдиглицерид разделяли
смесью хлороформ—ацетон—метанол—уксусная кислота—вода
(65:35:11:4:1,5). Нейтральные церамидгликозиды разделяли
смесью хлороформ—метанол—вода (65 : 25 : 4). Цереброзиды,
сульфатиды, церамиды, сфингозин и психозин разделяли
смесью хлороформ—ацетон—метанол—вода (65 : 30 : 2 : 2). Це-
рамиды, моногалактозилдиглицерид, глюкоцереброзиды, галак-
тоцереброзиды, сульфатиды и психозин анализировали на
слоях, частично пропитанных боратом натрия, элюируя пробу
такой же смесью, но с другим соотношением компонентов
(68:26: 12.5:3) .

Хевет и др. [217] предпочитают при разделении смесей алке-
нилацил- и диацилхолинфосфатидов, различающихся по сте-
пени ненасыщенности остатков жирных кислот, слои силика-
геля, пропитанные раствором нитрата серебра, и смесь хлоро-
форм—метанол—вода (70 : 25 : 2).

Висванатан и др. [218] разработали методику двумерной
реакционной ТСХ для анализа смесей алкенилацил-, алкила-
цил- и диацилхолинфосфатидов, а также для анализа фосфа-
тидплазмалогенов [219]. Оуэне [220] предложил метод опре-
деления плазмалогенов двумерным хроматографированием,
предусматривающий проведение реакции в адсорбционном
слое.

Хьюз и Фрейз [221] изучали фосфолипиды, полученные из
нормальных и пораженных болезнью мышечных тканей, а Фи-
липпарт и Менкес [222] исследовали большую часть гликоли-
пидов, взятых из селезенки, пораженной болезнью Гоше. Грэй
[223], а также Керри и др. [224] исследовали фосфолипидный
состав опухолевых тканей.

В работе [225] описан метод количественного выделения чи-
стого сфингомиелина из мозгов людей и крыс, а в работе [226] —
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препаративный метод выделения цереброзида, сульфатида и
сфингомиелина из мозга.

Методом ТСХ исследованы липиды печени здоровых мышей
[227], надпочечных желез крыс [228], почек кроликов [229],
мозга и печени крупного рогатого скота [230], мозга свиней
[231], синаптического сосуда головного мозга крыс [232], над-
почечных желез собак [233], белых мышц тунца [234], печени
зародыша цыпленка [235] и эритроцитов крупного рогатого
скота [236]. Из митохондрии печени крыс выделен фосфати-
дилглицерин [237].

Раузер и др. [238] улучшили разделение фосфолипидов на
слоях силикагеля с добавкой 10 % силиката магния при элюи-
ровании 0,01 Μ раствором гидроксида калия. С этой целью
авторы [238] проводили двумерное разделение со следующими
тремя различными смесями растворителей:

а) в первом направлении хлороформ—метанол—25 %-ный
раствор аммиака (13:5 :1) , во втором — хлороформ—ацетон—
метанол—уксусная кислота—вода ( 3 : 4 : 1 : 1 : 0,5);

б) в первом направлении то же, что и в α), но при соот-
ношении компонентов 13 :7 :1 , во втором — то же, что и в а ) ,
но при соотношении компонентов 5 : 2 : 1 : 1 : 0,5;

в) в первом направлении хлороформ—метанол—вода
(65 : 25 : 4) и во втором—я-бутанол—уксусная кислота—вода
( 3 : 1 : 1 ) .

Висванатан и др. [239], анализируя стоявший в течение
6 недель раствор фосфатидплазмогенов в смеси хлороформа
с метанолом, выделили альдегидогенный фосфолипид. В экстрак-
тах, поступивших в работу сразу после приготовления, это сое-
динение обнаружено не было.

Снайдер [240] исследовал поведение гликолипидных анало-
гов, содержащих гидроксильные, кетонные, простые или слож-
ные эфирные группы, в 11 растворителях и опубликовал обзор
[241] химических и физических свойств липидов, содержащих
простые эфирные связи, а также результатов их хроматографи-
рования.

Для обнаружения фосфолипидов Диттмер и Лестер [242] ис-
пользовали несколько модифицированный вариант молибдатного
реактива [243] — реактив Т-167 (см. т. 1, гл. 7). Для обнаруже-
ния сфинголипидов можно применять предложенный Бишелем и
Остином [244] вариант бензидинового реактива [245], обозначен-
ного Т-37.

Ренконен и Варо [246] опубликовали обзор работ по ТСХ
фосфатидов и гликолипидов; Ренконену [247] принадлежит
также обзор по ТСХ субклассов и молекулярных видов поляр-
ных липидов.
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8. ВОСКИ

Кауфман и Дас [248] хроматографировали пчелиный воск на
силикагеле G при 22°С, используя в качестве растворителя смесь
трихлорэтан—хлороформ (3:1) . В той же системе, но при 42°С
они хроматографировали шеллак, карнаубский воск и воск под-
солнечника. Для разделения кислот, содержащихся в воске, они
применяли хроматографию с обращенными фазами на слоях
сульфата кальция (гипса), пропитанных нефтяной фракцией
с температурой кипения 240—260°С. Разделение проводили при
42°С, используя в качестве растворителя смесь изопропанол—
этанол—уксусная кислота—вода (8:3:4:1,3) (относительно
разделения спиртов из воска см. т. 1, гл. XIV).

Хаахти и др. [249, 250] анализировали методом ТСХ воски и
стериновые эфиры, содержащиеся в сале, отобранном с поверх-
ности кожи животных. При разделении адсорбентами служили
силикагель, оксид алюминия, а также силикагель, пропитанный
раствором нитрата серебра. Никкари и Хаахти [251] нашли
в липидах, отобранных с поверхности шкурок крыс, два типа
диэфиров. Они проводили ТСХ на силикагеле со смесями бен-
зол—гексан (1:1) и гексан—эфир (9:1) в качестве раствори-
телей. Николаидес и др. [252] также нашли диэфирные воски
в липидах с поверхности кожи животных. Они применяли мно-
гостадийное элюирование: вначале элюировали до половины
высоты пластинки смесью гексан—эфир—уксусная кислота
(80:20:1), затем доверху смесью гексан—эфир (19:1) и еще
раз доверху, но уже только гексаном.

Холлоуэй и Чоллен [253] исследовали на нескольких адсор-
бентах 60 различных природных восков и 15 классов веществ,
входящих в состав воска; наиболее эффективным адсорбентом
оказался силикагель G. В числе прочих растворителей испытаны
были тетрахлорид углерода, дихлорметан, смеси бензол—хлоро-
форм (7:3) и хлороформ—этилацетат (1:1) . Для получения
удовлетворительного разделения необходимо применять не менее
двух растворителей. Рейтнер [254] хроматографировал 32 товар-
ных воска на силикагеле при повышенных температурах. Он
применял следующие растворители: бензол, смеси бензол—ук-
сусная кислота (99,5 : 0,5) и бензол—метилацетат (98 : 2) — все
при 45СС; тетрахлорэтилен при 80°С и смесь тетрахлорэтилен—
уксусная кислота (99,5 : 0,5) при 70°С. По окончании хромато-
графирования удалял растворители, нагревая пластинки до
1-60°С, опрыскивал их 5%-ным раствором фосфомолибденовой
кислоты в метаноле и затем прокаливал 15 мин при 160°С.

Диче [255] хроматографировал углеводородные воски на
смеси силикагеля и мочевины (3:2), элюируя пробы смесью
тетрахлорид углерода—этанол (7:3). Вследствие различной
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