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ИЗУЧЕНИЕ УСЛОВИЙ ПРОВЕДЕНИЯ ДЕРИВАТИЗАЦИИ  ПЕРВИЧНЫХ И ВТО-
РИЧНЫХ АЛИФАТИЧЕСКИХ АМИНОВ ДАНСИЛХЛОРИДОМ НА ПЛАСТИНАХ 
ДЛЯ НОРМАЛЬНОФАЗНОЙ ТОНКОСЛОЙНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ (ЧАСТЬ I) 

Давидова Е. В., доц. Клименко Л. Ю., доц. Костина Т. А., проф. Болотов В. В. 
Национальный фармацевтический университет, г. Харьков 

 
Дериватизация дансилхлоридом (ДНС-Сl) широко используется в анализе аминокис-

лотной последовательности белков и полипептидов. Проведение анализа можно описать сле-
дующим образом: ДНС-Сl реагирует с непротонированной α-аминогруппой пептида с обра-
зованием дансильного производного пептида (ДНС-пептида). Эта реакция проводится в ще-
лочной среде в смешанном водно-органическом растворителе (органический компонент вво-
дят для растворения ДНС-Сl). Что касается значения рН среды, оптимального для проведе-
ния анализа, то дансилхлорид взаимодействует с непротонированной аминогруппой в ще-
лочной среде только при рН > 9, т. к. в более кислых растворах аминогруппа находится в не-
активном состоянии в виде NH3

+. Однако с повышением рН среды растет вероятность проте-
кания конкурирующей образованию ДНС-производных реакции – гидролиза органического 
реагента. При рН > 9,6 константа скорости реакции гидролиза резко возрастает, и гидролиз 
протекает очень интенсивно, что приводит к полной деструкции реагентов реакционной сме-
си уже при рН = 10. Таким образом, оптимальное значение рН для реакции дериватизации 
составляет 9,5 – 9,6. 

Для поддержания рН реакционной смеси необходим буферный раствор. По этому 
вопросу получены противоречивые сведения – одни авторы предлагают использовать 500 
мМ боратный буферный раствор с рН 9,6, другие исследователи используют 40 мМ литий-
карбонатный буферный раствор с рН 9,5 и допускают использование 200 мМ натрий-
гидрокарбонатного буферного раствора с рН 9,5. Все вышеизложенное касается проведения 
дансилирования в растворе, после чего непосредственно реакционную смесь или полученные 
путем экстрагирования продукты реакции наносят на хроматографические пластины и 
изучают их поведение методом ТСХ. Нами исследована возможность и изучены условия 
проведения реакции дансилирования непосредственно на хроматографических пластинах 
для нормальнофазной ТСХ. Для экспериментальной работы были использованы пластины 
Sorbfil ПТСХII-В (силикагель СТХ-1ВЭ, тип подложки – ПЭТФ, связующее – силиказоль, 
фракция – 8÷12 мкм, толщина слоя – 100 мкм). Предварительно проводили модификацию 
пластин следующими способами: 

• однократное элюирование в метаноле; 
• однократное элюирование в метаноле, обработка водой дистиллированной и высуши-

вание при 100°С в течение 5 минут; 
• однократное элюирование в метаноле, обработка 0,1 М метанольным раствором гид-

роксида калия и высушивание при 100°С в течение 30 минут; 
• однократное элюирование в метаноле, обработка 500 мМ боратным буферным рас-

твором с рН 9,6 и высушивание при 100°С в течение 30 минут. 
Для проведения дериватизации использовали раствор дансилхлорида с концентрацией 

0,75 мг/мл в ацетоне. 
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