
六六六异构体的薄层层析测定法

I 直接扫描法测 定六去六原粉中的 Y一体

飞
李妙容 靳凤云

.

李德明
.

( 化学系 )

薄层层析法 (T L C )在六六六异构体研究中的应用愈来愈广泛
,

许多文献 〔 ’ 一 ` , ,

报导了六六六异体的分离
、

鉴定和半定量测定法
。

本文在改进薄层层析条 件 的 基

毗
,

’

建立适用于六六六各种异构体测定的薄层层析直接定量法
,

用直接扫 描 法

铡定六六六原粉中竹体的含量
,
方法快速

、

操作简便
,

易于掌握
,
灵敏度和精密度

也较高
,

测定结果的相对标准偏差为士 1
.

6肠
。

实 验

一
、

主要仪器与试荆

( 一 ) 仪器
-

1
.

H R 67 型紫外线杀菌灯

2
.

岛津 C S
一 9 00 薄层层析扫描仪

( 二 ) 试剂

1
.

硅胶 G F :
上海萤光化学厂出品

。

硅胶 G :
`

上海五四农场 出 品的层 析 用硅

胶
,

用球磨机研磨 8 小时后
,

加 15 肠自制缎石膏二
。

2
.

正己烷
:
分析纯

。

3
.

石油醚
:
沸程 30 ~ 60 ℃

,

分析纯
。

4
.

丙酮
:
分析纯

。

5
.

20 帕 ( w /
v

)二苯胺 (分析纯 )丙酮溶液
。

6
.

六六六竹体标准溶液
:
用广东省化工研究所提供的纯 度 》 ”

.

5肠 的六六

六” 体纯品
,

加正己烷配制成 1产g l/ m l的标准溶液
。

.’ 化学架分析寡业 74 属毕业生
。

.. 瑕石嘴的制备
:

10 % C a
cl

:

与 10 % H , 5 0 4在掩拌下等体积混合
,

沉淀
,

过虑
,

用蒸翻水

洗至沉淀物至无 lC
一 ,

置于 1 4 0
“

C烘箱中烘 4小时后取出
,

用研钵稍研磨
,

重置 于 140
O

C

烘箱中烘 30 分钟
,

取出
, 密闭保存

。

分
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二
、

操 作 方 法

( 一 )薄层板的制备

称取7 克硅胶G F( 或硅胶G )置于小研钵中
,

加 1 5 m l蒸馏水
,

研磨至稀糊状
,

立即用涂布器均匀地诊布于 1 0 ` Zo c m的玻璃板上
,

使成厚度约为 o
.

3 m m 的薄层
,

晾干后置于 80 ℃烘箱中活化 15 ~ 20 分钟或在室温下放置 18 一 20 小时
,

贮于干燥器中

备用 ( 若用上海五四农场产之层析用硅胶配制成的硅胶G铺板
,

则 需在 1 10 ℃活化

30 分钟
,

移入干燥器中 12 小时后使用 )
。

( 二 ) 薄层层析

在距薄层板下端 1
.

sc m
、

两边 cI m的起始线 上
,

用微量注射器分别点上不同量

的竹体标准溶液和一定量的样品溶液 (用正己烷配制 )
,

点与点之间相 距 1一 1
.

sc m
,

待溶剂挥干后置于事先盛有正己烷一石油醚 ( i : 4 )展开剂
,

并且三 面有滤纸作内衬

的层析缸中展开
,

当溶剂前沿上升至 1 7一王cs m时
,

取出晾干
,

用当 天配 制的 20 呱

二苯胺丙酮溶液均匀喷雾
,

溶剂挥干后
,

置于素外灯下 8~ 10 o m处照射
,

约 5 分钟

后白色底板上出现六六六各异构体的兰色斑点
。

( 三 ) 扫描测定

将获得的薄层 色谱置于岛津 C S
一

9 00 薄层层析扫描仪的扫描台上
,

用 单波长法

在 5 8 o n m下进行锯齿形扫描
,

采用双笔记录器同时绘出各有关斑点的反射光波峰曲

线及其积分值 (峰面积 )
,

根据积分值与物质的量成直线关系
,

以积分值对” 体的量

作图则可制得工作曲线
,

从工作曲线上找出在同一板上测得的样品点的积分值所对

应的竹体量
,

然后按下式计算样品中竹体的百分含量
。

X

一爵
一 “ 0。

式中
: a一斑点中丫一体的量。 g )

.

W一样品的重量 ( m g )
.

V
。

一样品溶液的体积 ( m l)
.

V一样品溶液的点样体积 (川)
.

结 果 与 讨 论

1
.

吸附荆

在有机氯农药的薄层层析中
,

硅胶是最常用的吸附剂
。

我们用不同型号的五种

硅胶进行了比较
,

结果 ( 表 I ) 表明
,

它们都能用于六六六异构体的分离
。

本文主

要采用 2 号和 4 号吸附剂
。

2
、

展开荆

关于有机氯农药的薄层层析展开剂
,

文献中有不少报导 t ’ 〕 亡̀ 〕 〔“〕 ,

我们对下列
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表 I 吸 附 剂 的 比 较

NNN OOO 吸 附 剂剂 活 布匕 条 件件 分 离 效 果果

11111 E
.

M e r e k硅胶 G F : 。 ;;; s 0
0

C活化 1 5一 2 0分钟钟 展开 17 一 1cs m已能将五种界界

或或或或室温放置 18 一 2 0小时时 构体分离
,

斑点星圆形
,

边缘缘

清清清清清晰
。。

22222 上海鳌光化学厂产硅硅 同 上上 同 上上

胶胶胶 G F : 。 -------

33333 上海鳖光化学厂产硅硅 8 0
O

C活化 1石分钟钟 展开 17 一18 “ m能将各异构体体

胶胶胶 H 十 15 %自制缎石石石 分离
,

斑点呈圆形
,

但扩散蚁蚁

膏膏膏
。。。

明显
。。

44444 上海五四农锡产层析析 1 1。℃活化 3 0分钟钟 展开 2 0 c m 以上才能将各异构构

硅硅硅胶
,

耙球磨机研磨磨磨 体分开
,

斑点呈椭圆形
,

边缘缘
88888小时后

,

加巧%自自自 清楚
,

展开速度快
。。

制制制股石膏膏膏膏

55555 浙江黄岩产的硅胶胶 用前未握活 f乙乙 展开 n ~ 12 o m即能将各异构构
GGGGG F : 。一镇制板板板 体很好地分开

,

斑 点呈 回回

形形形形形
,

边缘清楚
,

但展开速度度

蛟蛟蛟蛟蛟馒
。。

展开剂
:
正己烷

-
石油醚 ( 1 ` 4 )

.

展开剂进行了对照试验
。

( 1 ) 石油醚 (沸程30 ~ 60 亡 )

( 2 ) 石油醚一丙酮
` 一 ’

”
.

:5 .0 5

( 3 ) 石油醚一丙酮 9:9 1

( 4 ) 正己烷一石油醚 4 : 1

( 5 )
, ,

i : i

、

( 6 )
, ,

2 : 3

, ’

( 7 ) ”
.

_

:1 3

:

l ( 8 )
.

”
.

一 、
.

1傀
· - -

和 )正已烷一
氯仿 97

:
3 、

` 一

; 从 二 、 、

·

:一吐O )正已陇舟拼叹氯化碳
一 ,

`
、

9 7
,
3

`

一
、

·

认
一`

’

口
,

一 ( 从)正事塌蹄一乙睛
一 _

.

` ,

40
, 1

`

爪
-

\

争 :
。 、

一…
·

儿口
· _

(1 幻环已烧品“ 匕用基申麟胺
-

.

19 :1
、

`
·

`

一
.

· 广

( 13 )石油醚冬共乡醋酸
一

厂 ` 19
:

1
,

试验结果表明
, 、

殊n
、

,

12
、

,

1妞号溶剂系统不能将各异构体有效地分离外
,

、

其余各展
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开剂均有一定的分离效果
,

其中
,

正已烷— 石油醚 ( l
:
4 )或 ( 1 : 3 )分离效果最好

,

其优点是
:

( l) 分离效果好
,

在多种硅胶板上
,

一次展开即能将五种异构体 有效地

分开 ( 见图 1 )
。

( 2 )溶剂纯度要求不高
,

市售的分析纯试剂直接配制即 可
,

用前

不需蒸馏纯化
。

( 3 )两溶剂的混合比例区间比较宽
,

便于操作
,

如用 ( 1
,

3 )和 ( 1 , 4 )

展开所获得的各异构体的R, 值几乎无变化 (见表 I )
。

月!
.

|
ù一

一
表 ! 六六六异构体的 R

,

值

层 升 剂
;

“ 一 月
一 下一 口-

正已烷一石油醚 1
: 3

正巳烷一石油醚 1
:

4

0
。

2 5

0
。

2 5

。
3 8 0

、
1 2

。

3 8 0
.

12

.

.

…
必

.

1
,

2
,
4

,

5一不同量

下
一

体际准点

11卜口只口a.0.0

吸附剂
:

硅胶认
六六六原粉

图 1 六六六的薄层色谱

3
。

显 色 荆

有机氯农药的显色是一个困难的课题
。

硝酸银类
、

芳香胺类以及 罗 丹 明 B
、

嗅酚兰等显色剂都曾被用作有机氯农药的检出〔 “〕 〔 ’ `〕
。

我们对上述各类型的十多种

显色剂进行了筛选
,

结果表明
:
碘蒸气和罗丹明 B与亮绿

、

漠酚兰等有机染料显色

的灵敏度太低
,
在本实验用的硅胶 G薄层上

,
8 微克六六六原粉层析后仍不显出任

何斑点
。

硝酸银类显色剂的配制方法很多
,

是有机氯农药的最常用 的显色剂
。

然而人们

对它的评价却很不一致 〔 . 〕 〔 ’ “ 〕
。

我们的试验表明
:
此类显色剂的一个突出的问题是

重现性不好
,

显出斑点所需的紫外灯照射时间的长短很不一致
,

有时虽经长时间照

射也根本不显出班点
。

其次是底板逐渐变暗
,

斑点边缘模糊
,

虽然在喷洒显色剂前

先用紫外灯预照 30 分钟
,

结果有所改善
,

但仍不能从根本上克服上述缺点
。

考虑到

定量测定的要求
,

硝酸银类显色剂并不理想
。

用邻甲联苯胺显色
,

在我们的实验条件下
,

0
.

1微克卜体仍能给出轮廓清晰的兰

色斑点
,

但因其颜色迅速变浅
,

以致不能用作定量测定
。

然而
,

进行定性检出时
,

仍牙谈为较理想的显色剂
。

用 5 ~ 2。肠的二苯胺丙酮 ( 或乙醇 ) 溶液喷雾显色 , 同样能使六六六显出兰色

的斑点
,

20 肠的二苯胺丙酮溶液能使60 微克六六六原粉显出五个异扣体的斑点 ( 见

图 1 )
, 丫 ,

体最低检出量为。
.

3微克
,
灵敏度虽不及邻甲联苯胺

,

但它的颜 色较稳

定
,

底板清楚 , 能满足定量分析的要求
.

,

所以我们选用它作显色剂
,
鉴于斑点颜色

随显色刘浓度的增加而有所加深
,

因而我们采用了高浓度的显色剂
,

但使用时要注
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意喷雾均匀
,

雾滴要细
。

4
。

扫描条件的选择

立一衬
“

用显色剂显色后的薄层色谱
,

在 C S 一 90 0薄层层析扫描仪下
,

所给出的反射光

波峰的峰面积与物质的量成直线关系
’ 。

本法就是根据这一原理进行扫描测定的
。

为了确定扫描的波长
,

将用二苯胺显色所获得 的六 六 六 兰 色 斑 点
,

置于

C S一 90 0薄层层析扫描仪上
,

测定其在不同波长下的反射吸光度
,

获得如图 2 所示

的吸收光谱
。

在 5 80 ~ 5 9 0n 。 处有最高吸收
。

鉴于其最低吸收 4 40 ~ 4 5 o n m处仍 有 相当

高的吸光度值
,

为保证测定有较高的灵敏度
,

最终测定时
,

采用单波长法在58 0n m

下进行
。

为了克服原点大小不一
、

斑点形状不规则及斑点中颜色不均 匀所 引起的

误差
,

采用了小光束 ( 1
.

25 x l
.

25 m m )锯齿形方式扫描
。

此外
,

由于薄层和显色的

不均匀以及溶剂前沿附近杂质等影响
,

常使扫描基线弯曲 (如图a3 )
,

影响积分值的
;准礴翔坑二栩此扫描时需用背景校正仪校正其影响

,

使基线漂 移 减 小 (如图 3b)
,

以提高测定的准确性
。

’

炸10的

六内众射吸尤度甘

4 ` 0 4 8 0 5 2 0 5 60 6 0 0 6 4 0 ” .

图 2 吸 收 光 谱

几
户
,

.

自
、日曰

、
!!

卜日呀曰曰口卜

派
呱撇撇

邝川川é川川川川川曰ù川川川山一川比

/丈和姗姗喇ù

叫
入川川

`

、压川川川川

八̀甲比川比比川川比汁仆冲廿
尸

瓜训盯洲洲阴洲洲洲才日日日n日日日日日日日日日日日

洲川月洲训刚洲

川才洲训困

浦日日日日

洲旧川川
门日日

巾川

图 3 a 未用背景校正仪的图形 图 3 b 用背景校正仪后的图形

在上述条件下进行测定时
,

对 1一 12 微克的 了一体
,

积分值与含量成直线关系
,

所以在此范围内
,

可 以方便地用工作曲线法进行测定
。

5
.

分析结果和润定方法的比较

为了比较方法的可靠性
,

我们在用直接扫描法测定后也用斑点面积测量法对同

一斑点进行 了测量
,

其结果列于表 I
。
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表 l 分 析 结 果

一

二洲i
户 一定量的六六六原粉

,

用正已烷配成 Z m g / m l或 s m g /m l的点样溶浓
。

初 斑点的怡廓角透明袄描下后套在毫米方格袄上求得斑点的面积
,

再代入樱扯改进的

拍迪一~ 特拉特公式针算
。

表 I 的数据表明
,

斑点面积测量法的精密度远远不及直接扫描法
,

’

其主要原因

是原点大小不一以及测量斑点面积时的误差所致
。 `

用 C S一 9 00 薄层层析扫描仪扫描

测定时
,

由于有锯齿形扫描装置及背景校正附件
,

可克服原点大小不一等所引起的

误差
,

所以操作简便
、

快速
、

重现性好
。

测定六六六原粉中竹体含量的相对标准偏

差为士 1
.

6听
,

是目前较为理想的薄层层析直接定量测定法
。

由于在本法的层析过程 中
,

获得竹体兰色斑点的同时
,

也 呈 现 了 颜 色 相同

的“ 一 、

价
、

6
一

和 。一异构体的斑点
。

它们也具有如图 2 所示的吸收光谱
,

故可推知
,

这

些异构体的含量也可以按照类似的步骤进行测定
。
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