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Соединения ряда незамещенных гидразонов RR′C=NNH2 отличаются нестабильностью в ходе га-
зохроматографического разделения. Проверка их устойчивости к гидролизу в условиях обращенно-
фазовой ВЭЖХ показала, что гидразоны ароматических кетонов стабильны. В отличие от них, гид-
разоны альдегидов оказались стабильными в системах метанол–вода при их нейтральной реакции
(при отсутствии кислых модификаторов). В системах же ацетонитрил–вода, содержащих 0.1% му-
равьиной кислоты, стабильны только гидразоны ароматических кетонов, тогда как производные
альдегидов полностью гидролизуются. Эту особенность необходимо принимать во внимание при
определении других соединений этого класса. Для выявления гидролиза аналитов сопоставлены
индексы удерживания исходных карбонильных соединений и гидразонов при разных соотношени-
ях объемов органических модификаторов и водных фаз и различных значениях рН элюента, отно-
сительные оптические плотности характеризуемых компонентов A(254/220) = А(254)/А(220), а так-
же данные хромато-масс-спектрометрического анализа.
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фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография, нестабильность аналитов в процессе раз-
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Нестабильность химических соединений
осложняет многие экспериментальные операции
с ними. Для подобных объектов надежные значе-
ния аналитических параметров часто отсутству-
ют, что затрудняет их идентификацию. С другой
стороны, именно отсутствие справочной инфор-
мации является одним из признаков нестабиль-
ности аналитов. Помимо нестабильности исход-
ных образцов (взаимодействие компонентов ана-
лизируемых проб между собой), возможности
хроматографического анализа дополнительно огра-
ничены нестабильностью аналитов в процессе их
хроматографического разделения [1]. В газовой
хроматографии основной причиной является тер-
мическое разложение аналитов, а в высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) – их

гидролиз. Поскольку этими факторами обуслов-
лена значительная часть ошибок и парадоксов
интерпретации результатов [2], подобные приме-
ры, несомненно, заслуживают специального рас-
смотрения.

Нестабильность присуща даже относительно
несложным соединениям, например незамещен-
ным гидразонам алифатических и ароматических
альдегидов и кетонов (RR'C=N–NH2). Такие
гидразоны синтетически легко доступны и обра-
зуются при взаимодействии карбонильных со-
единений с гидразином (или гидразин-гидратом).
При избытке карбонильных соединений стано-
вится значимым параллельное образование ази-
нов (схема 1):
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Схема 1. Взаимодействие карбонильных соединений с гидразином.

Соединения этого класса хорошо известны и
являются, например, промежуточными продук-
тами при восстановлении карбонильных соеди-
нений гидразин-гидратом до изоструктурных уг-
леводородов (реакция Кижнера–Вольфа) [3–5].
Однако в базе NIST [6], как ни удивительно, со-
держатся сведения лишь об одном из простейших
представителей этого класса – гидразоне ацето-
на. Известно всего одно значение его газохрома-
тографического индекса удерживания на стан-
дартных неполярных полидиметилсилоксановых
неподвижных фазах, определенное с большой по-
грешностью (700 ± 24). Если же обратить внима-
ние на доступные справочные значения нормаль-
ной температуры кипения этого гидразона (по
разным данным они составляют 124−125,
114−116, 122−126, 128−131, 110.5°С и т.п.), то их

значительный разброс свидетельствует о терми-
ческой нестабильности этого соединения. Даже в
процессе хранения при комнатной температуре
незамещенные гидразоны постепенно превраща-
ются в более стабильные азины. Поэтому неуди-
вительно, что проверка возможностей газохрома-
тографического разделения как алифатических,
так и ароматических соединений этого класса
подтвердила их разложение в хроматографиче-
ской колонке [7]. Примечательно, что этот про-
цесс, в отличие от большинства других примеров
термической деструкции аналитов, представляет
собой бимолекулярную реакцию второго порядка, а
образующийся при этом гидразин способен всту-
пать во вторичные взаимодействия с другими ком-
понентами анализируемых образцов (схема 2):

Схема 2. Схема разложения незамещенных гидразонов с образованием азинов.

Результатом протекания подобных процессов
оказывается искажение формы хроматографиче-
ских пиков и аномальные контуры хромато-
грамм. Если компонент А превращается в компо-
нент Б (или наоборот), то между их пиками может
регистрироваться размытая зона Z (“шлейф”,
“плато” и т.п.), как это условно изображено на
рис. 1. Аналогичный вид имеют хроматограммы со-
единений, способных к таутомерным превращени-
ям в ходе хроматографического разделения [8].

Подобные профили хроматограмм нестабиль-
ных в условиях разделения аналитов сходны как
в газовой хроматографии, так и в обращенно-фа-
зовой ВЭЖХ. Как правило, продукты разложения
А → Б имеют меньшие параметры удер-
живания, tR(Б) < tR(А). Однако для бимолекуляр-
ной реакции Б → А (схема 2) более сложные про-
дукты бимолекулярных реакций могут иметь
большие параметры удерживания. Регистрация
масс-спектров в различных точках диффузных
зон Z (рис. 1) [1] показывает, что они могут быть
образованы либо только продуктами разложения
Б, либо обоими компонентами А и Б в перемен-
ных соотношениях. Оценка температурных диа-
пазонов термической стабильности аналитов в

ходе хроматографического разделения на основа-
нии их температур кипения при атмосферном
давлении без разложения [9] показывает, что да-
же для простейших незамещенных гидразонов
это условие не выполняется.

Таким образом, принципиальная невозмож-
ность газохроматографического разделения неза-
мещенных гидразонов (I) заставляет проверить
применимость для этих целей обращенно-фазо-
вой высокоэффективной жидкостной хромато-
графии (ОФ ВЭЖХ), что и является задачей насто-
ящей работы. Необходимым условием УФ-детек-
тирования аналитов в этом варианте разделения
является наличие хромофора в молекуле, поэтому
рассмотрение ограничено только гидразонами
ароматических карбонильных соединений.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты, растворители. В работе использова-

ли гидразин-гидрат (99%, Ленреактив) и следую-
щие карбонильные соединения: п-метилбензаль-
дегид х. ч. (Реахим, Москва), ацетофенон, про-
пиофенон, бутирофенон (Sigma-Aldrich Rus LLC,
Россия), п-метилацетофенон х. ч. (Реахим,
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Москва). Реакцию карбонильных соединений
(100 мкл или ∼100 мг) с гидразин-гидратом (1 мл)
для гомогенизации реакционных смесей прово-
дили в смеси с 1 мл изопропилового спирта х. ч.
(Криохром, Санкт-Петербург). Для предотвра-
щения образования азинов (схема 1) мольный из-
быток гидразин-гидрата составлял приблизи-
тельно 25–30. Далее анализировали реакционные
смеси, которые предварительно смешивали с
элюентом в соотношении 1 : 100. В случае альде-
гидов, легко окисляющихся в присутствии кисло-
рода атмосферного воздуха, реакционные смеси
обычно содержали некоторые количества соот-
ветствующих карбоновых кислот, имеющих
меньшие параметры удерживания. Для приготов-
ления элюентов для ВЭЖХ использовали метанол
х. ч. (Криохром, Санкт-Петербург) и деионизован-
ную воду (удельное сопротивление 18.2 МОм ⋅ см) с
добавкой 0.1% муравьиной кислоты (98% “для
анализа”, PanReac, Испания).

Условия хроматографического анализа. Време-
на удерживания выбранных соединений в раз-
личных изократических режимах определяли на
жидкостном хроматографе Shimadzu LC-20 Prom-
inence с диодно-матричным детектором и колон-
кой Phenomenex C18 длиной 250 мм, внутренним
диаметром 4.6 мм и размером частиц сорбента
5 мкм. Образцы анализировали в нескольких ре-
жимах изократического элюирования. Расход
элюента 1.0 мл/мин, температура колонки 30°C.
Пробы дозировали с использованием автосам-
плера SIL-20A/AC, объем проб 20 мкл, число па-
раллельных дозирований каждой из них – два.
Для определения индексов удерживания во все
образцы добавляли смесь трех реперных н-алкил-
фенилкетонов C6H5COCnH2n+1 c n = 1−3. Для всех
аналитов вычисляли относительные оптические
плотности при 254 и 220 нм, A(254/220) =
= А(254)/А(220).

Условия хромато-масс-спектрометрического
анализа. Анализ проводили на жидкостном хро-
матографе UltiMate 3000 (Thermo, США) с масс-
спектрометрическим детектором QExactive (Ther-
mo, США) с орбитальной ловушкой и колонкой
ZorbaxSB-C18 длиной 50 мм, внутренним диамет-
ром 4.6 мм и размером частиц сорбента 1.8 мкм.
Использовали градиентное элюирование смесью
0.1%-ного водного раствора муравьиной кислоты
(фаза А) и ацетонитрила (фаза Б): 20% Б (0–0.5 мин),
15 – 90% Б (0.5–8 мин) 90% Б (8–10 мин) и 20% Б
(10.1–14 мин); для элюента такого состава рН ≈
≈ 2.7. Расход элюента 0.4 мкл/мин, объем проб
1 мкл. Условия электрораспылительной иониза-
ции с регистрацией положительно заряженных
ионов: температура проводящего капилляра
380°С, температура распыляющего капилляра
300°С, расход газа-осушителя 45 усл. ед., расход
вспомогательного газа 20 усл. ед., напряжение на
капилляре 3.5 кВ.

Обработка результатов. В условиях изократи-
ческого элюирования гидразоны характеризова-
ли логарифмическими индексами удерживания
[10]:

(1)

где tR, tR,n и tR,n + k – времена удерживания целево-
го аналита (х) и ближайших к нему по параметрам
удерживания реперных компонентов с присво-
енными им значениями индексов удерживания
RIn и RIn + k. В качестве реперных компонентов
в ОФ ВЭЖХ используют н-алкилфенилкетоны
C6H5COCnH2n + 1, RIn = 100nC, где nC – суммарное
число атомов углерода в молекуле.

Необходимые для вычисления логарифмиче-
ских индексов удерживания времена удержива-
ния несорбируемых компонентов (t0) оценивали
по временам удерживания трех реперных н-ал-
килфенилкетонов по формуле Петерсона и Хир-
ша [11]:

(2)

Для статистической обработки параметров
удерживания использовали ПО Excel (Microsoft
Office, 2010), а для построения графиков – ПО
Origin (версия 4.1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Различные полифункциональные соедине-

ния, относящиеся к классу гидразонов, находят
широкое применение, например, как лекарствен-
ные препараты [12–17]. Некоторые из замещен-
ных гидразонов, значительно более устойчивых к
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Рис. 1. Схематическое изображение хроматограммы
аналитов, нестабильных в условиях хроматографиче-
ского разделения. Регистрация размытой зоны Z
(“шлейф”, “плато” и т.п.) между пиками свидетель-
ствует о том, что компонент А превращается в компо-
нент Б (или наоборот) в хроматографической ко-
лонке.
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гидролизу, чем незамещенные, рекомендованы
как производные карбонильных соединений для
их разделения и определения в ОФ ВЭЖХ [18, 19].
Чаще всего для этого используют 2,4-динитрофе-
нилгидразоны [18–24]. Что же касается незаме-
щенных гидразонов, то их характерным свой-
ством является легкость гидролиза; по имеющим-
ся оценкам [25] она в 102–103 раз выше, чем
изоструктурных оксимов RR'C=NOH. Именно
нестабильность незамещенных гидразонов при
хранении в нашем случае определила природу
анализируемых образцов: это непосредственно
реакционные смеси соответствующих карбо-
нильных соединений, содержащие большой из-
быток гидразин-гидрата.

Задача настоящей работы не предполагала харак-
теристику большого количества аналитов, а заклю-
чалась, прежде всего, в выяснении стабильности
простейших незамещенных гидразонов ароматиче-
ских карбонильных соединений в условиях ОФ ВЭ-
ЖХ. Это позволило ограничить рассмотрение их
сравнительно небольшим числом.

Гидразоны ароматических кетонов. В табл. 1
приведены аналитические данные для продуктов
взаимодействия четырех ароматических кетонов
с гидразин-гидратом I–IV, прежде всего, индексы
удерживания продуктов, определенные в изокра-
тических режимах при содержании метанола в
элюенте от 50 до 85 об. %. Кроме этого указаны
диапазоны значений m/z, соответствующие моле-
кулярным массам исходных соединений и ожида-
емых гидразонов, что необходимо для их селек-
тивного масс-спектрометрического детектирова-
ния, а также отношения оптических плотностей
A(254/220) = А(254)/А(220). Для сравнения при-
ведены соответствующие относительные оптиче-
ские плотности исходных карбонильных соеди-
нений и их индексы удерживания. Использова-
ние таких спектральных параметров повышает
надежность и однозначность идентификации
аналитов в ОФ ВЭЖХ. В ряде случае становится
возможным их отнесение к соответствующим го-
мологическим рядам [26, 27].

Представленная в табл. 1 информация позво-
лила установить следующее:

– Массовые числа ионов [M + H]+ главных
компонентов реакционных смесей во всех случа-
ях соответствуют массовым числам таких ионов
для ожидаемых гидразонов ароматических кето-
нов I–IV;

– Регистрация масс-хроматограмм реакцион-
ных смесей по массовым числам ионов [M + H]+

исходных карбонильных соединений показала их
отсутствие. Кроме того, хроматограммы по пол-
ному ионному току в диапазоне m/z 50–750 и ре-
зультаты ВЭЖХ-анализа демонстрируют отсут-
ствие в таких реакционных смесях детектируемых
количеств азинов;

– Индексы удерживания регистрируемых
компонентов всегда меньше индексов удержива-
ния исходных кетонов и зависят от концентрации
метанола в составе элюента. Среднее значение
разности индексов удерживания гидразонов и ис-
ходных кетонов составляет −81 ± 21. Поскольку
индексы удерживания в ОФ ВЭЖХ зависят от
концентрации органического компонента элю-
ента [28], дополнительно оценили коэффициен-
ты dRI/dc, равные −0.11 ± 0.05 (I), 1.9 ± 0.6 (II),
1.6 ± 0.3 (III) и 1.6 ± 0.4 (IV);

– Относительные оптические плотности
A(254/220) главных компонентов реакционных
смесей составляют 1.15 ± 0.03 и статистически
значимо отличаются от значений A(254/220) ис-
ходных алкиларилкетонов (2.6 ± 0.2).

– Различия в индексах удерживания и относи-
тельных оптических плотностях исходных кето-
нов и ожидаемых гидразонов подтверждают пол-
ноту взаимодействия кетонов с гидразин-гидра-
том. Кроме того, отсутствие хроматографических
аномалий продуктов взаимодействия показыва-
ет, что такие гидразоны стабильны к гидролизу в
условиях их разделения методом ОФ ВЭЖХ даже
при слабокислой реакции водно-ацетонитриль-
ного элюента (0.1% муравьиной кислоты).

Еще одним доводом в пользу образования гид-
разонов алкиларилкетонов является наличие на
масс-хроматограммах реакционных смесей по
массам ионов [M + H]+ гидразонов несимметрич-
ных карбонильных соединений (всех алкиларилке-
тонов) двух пиков с одинаковыми молекулярными
массами, соответствующими син- (минорный ком-
понент с меньшим временем удерживания) и анти-
изомерам гидразонов. Подобное разделение син- и
анти-изомеров ранее отмечено для 2,4-динитрофе-
нилгидразонов несимметричных карбонильных со-
единений [29].

Поведение гидразонов замещенных бензальде-
гидов в условиях ВЭЖХ. Аналитические данные
для продуктов взаимодействия трех ароматиче-
ских альдегидов V–VII приведены в табл. 2. Ин-
терпретировать хроматограммы таких реакцион-
ных смесей в условиях ОФ ВЭЖХ сложнее.
Прежде всего, необходимо отметить известный
факт [30], что альдегиды в реакциях с гидразина-
ми более реакционноспособны по сравнению с
кетонами, что означает возможность образова-
ния не только незамещенных гидразонов, но и
соответствующих азинов (схема 1). Для более де-
тальной характеристики общих особенностей по-
ведения гидразонов альдегидов в условиях ОФ
ВЭЖХ один пример целесообразно рассмотреть
подробнее, а именно: результаты анализа реакци-
онной смеси п-метилбензальдегида (V) с гидразин-
гидратом, фрагмент хроматограммы которой по
суммарному ионному току в диапазоне m/z 50–300
приведен на рис. 3а.
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Рис. 2. Фрагменты масс-хроматограмм гидразонов ацетофенона (а) и пропиофенона (б) по массовым числам ионов
[M + H]+. Минорные пики с меньшими временами удерживания соответствуют син-изомерам, основные – анти-изо-
мерам.
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В области времени удерживания исходного
карбонильного соединения нет заметных хрома-
тографических пиков; единственным сигналом
оказывается пик со временем удерживания
12.39 мин, соответствующий азину п-метилбен-
зальдегида. С целью селективного выявления воз-
можных следов исходного карбонильного соедине-
ния записали масс-хроматограмму по значению m/z
в диапазоне 121.0630–121.0666 (рис. 3б). Регистри-
руемый на ней сигнал со временем удерживания
4.52 мин можно приписать п-метилбензальдегиду;
тогда второй сигнал с tR 1.95 мин закономерно при-
надлежит примеси продукта окисления такого аль-
дегида кислородом воздуха – п-метилбензойной
кислоте. С аналогичной целью, а именно для вы-
явления возможных следов незамещенного гид-

разона, записали масс-хроматограмму по значе-
нию m/z в диапазоне 135.0896–135.0037 (рис. 3в).
Однако вместо отчетливо детерминированных
хроматографических пиков на ней проявляется
широкий размытый сигнал. Правая граница та-
кого “шлейфа” (приблизительно 12.4 мин) соот-
ветствует времени удерживания азина п-метил-
бензальдегида, тогда как левая (4.57 мин) практи-
чески совпадает со временем удерживания
исходного альдегида. Форма такого сигнала ана-
логична специфическому хроматографическому
профилю, изображенному на рис. 1, характеризу-
ющему нестабильность аналитов в хроматогра-
фической колонке в процессе разделения. В дан-
ном случае это указывает на гидролиз азина п-ме-
тилбензальдегида в процессе анализа (схема 3):

Схема 3. Гидролиз азина п-метилбензальдегида с образованием гидразона.

Размытый сигнал, иллюстрируемый рис. 3в, пре-
имущественно принадлежит ионам [C8H10N2 + H]+,
соответствующим по составу незамещенному

гидразону п-метилбензальдегида. Однако этот
компонент не присутствует в реакционной смеси,
а образуется в результате гидролиза азина. В соот-

H3C
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ветствии со схемой 3 этот процесс должен проте-
кать в две стадии. Можно отметить, что на осно-
вании имеющейся у авторов настоящей работы
информации это всего лишь второй известный
пример протекания двухстадийных процессов в
хроматографической колонке и первый пример
двухстадийного гидролиза аналитов в условиях ОФ
ВЭЖХ. Ранее к процессам такого типа было отнесе-
но термическое разложение незамещенных гидра-
зонов карбонильных соединений в ходе газохрома-
тографического анализа [1, 7]

Если сравнить результаты хроматографиче-
ского анализа одних и тех же смесей ароматиче-
ских альдегидов с гидразин-гидратом на хромато-
графе Shimadzu LC-20 Prominence и их хромато-
масс-спектрометрического анализа на хромато-
графе UltiMate 3000, то они оказываются суще-
ственно отличающимися. Во-первых, индексы
удерживания регистрируемых компонентов не
совпадают друг с другом; в первом случае они
меньше на 150 ± 9 ед. индекса. Такие различия
превышают возможные вариации индексов удер-
живания в результате замены в составе элюента
метанола на ацетонитрил. Иными словами, про-
слеживается та же закономерность, что и в случае
гидразонов ароматических кетонов и самих кар-

бонильных соединений, для которых такая раз-
ность равна −81 ± 21 (табл. 1). Незамещенные
гидразоны, содержащие в молекуле два активных
атома водорода, элюируются раньше, чем их пре-
курсоры. Во-вторых, не совпадают значения от-
носительных оптических плотностей, А(254/220),
равные 0.9 ± 0.4 и 2.0 ± 0.1. И здесь можно отме-
тить аналогию с величинами А(254/220) для гид-
разонов кетонов и самих кетонов (1.15 ± 0.03 и
2.6 ± 0.2, табл. 1). Сочетание этих двух независи-
мых аналитических параметров (индексы удер-
живания + спектральные отношения) позволяет
однозначно утверждать, что в условиях хромато-
графического разделения мы обнаруживаем ис-
ключительно гидразоны, тогда как в условиях
хромато-масс-спектрометрического анализа гид-
разоны альдегидов полностью гидролизуются.
Причиной этого является слабокислая реакция
элюента, содержащего 0.1% муравьиной кислоты,
с рН ≈ 2.7.

* * *
Таким образом, в отличие от незамещенных

гидразонов кетонов, которые стабильны даже в
элюентах с рН < 7, незамещенные гидразоны аль-
дегидов полностью гидролизуются при слабокис-

Рис. 3. Масс-хроматограммы реакционной смеси п-метилбензальдегида с избытком гидразин-гидрата (а) по суммар-
ному ионному току в диапазоне m/z 50–300; (б) по массовому числу ионов [M + H]+ исходного альдегида (в диапазоне
m/z 121.0630–121.0666); (в) по массовому числу ионов [M + H]+ незамещенного гидразона (m/z в диапазоне 135.0896–
135.0037).
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лой реакции элюентов типа ацетонитрил–вода,
обусловленной добавками в водную фазу 0.1%
муравьиной кислоты. Эту их особенность необхо-
димо принимать во внимание при определении
других соединений этого класса. Для выявления
гидролиза аналитов сопоставлены индексы удер-
живания исходных карбонильных соединений и
гидразонов при разных соотношениях объемов
органических модификаторов и водных фаз и
различных значениях рН элюентов, относитель-
ные оптические плотности характеризуемых ком-
понентов при длинах волн детектирования 254 и
220 нм, A(254/220) = А(254)/А(220), а также дан-
ные хромато-масс-спектрометрического анализа.

Экспериментальные данные настоящей работы
получены в Ресурсном центре “Методы анализа со-
става вещества” Научного парка Санкт-Петербург-
ского государственного университета. Авторы благо-
дарят сотрудников Центра за содействие.
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