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Аннотация. Сформулированы основные требования к эффективному реагенту для 
предколоночной дериватизации при ВЭЖХ-определении органических веществ, 
не содержащих хромофоров. В качестве новых реагентов изучены нитрофторсти-
ролы, дихлорстиролы и  диэтил-2-(4-нитробензилиден)малонат. Последний был 
выбран оптимальным. В мягких условиях (20 минут при комнатной температуре) 
проведена дериватизация 2-метилмеркаптоацетата в качестве тестового аналита. 
Отмечена полнота протекания реакции с образованием единственного продукта. 
Предел обнаружения 2-метилмеркаптоацетата снизился в 67 раз (до  15 нг/мл) по 
сравнению с исходным. 
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В настоящее время одним из наиболее распро-
страненных в ВЭЖХ детектором при определе-
нии органических соединений является спектро-
фотометр. При наличии в составе молекулы ана-
лита хорошей хромофорной группы достигают-
ся низкие пределы обнаружения. В случае отсут-
ствия таких групп (например, при определении 
алифатических соединений, спиртов, аминов, 
меркаптанов и т.п.) ситуация осложняется, и для 
прямого определения малых концентраций тре-
буется использование других подходов. Одним 
из таких удобных и широко применяемых спо-
собов является предварительная дериватизация. 
В литературе предложены несколько хорошо за-
рекомендовавших себя реагентов – дансил хло-
рид [1], ФМОК [2], БОК [2] и др. Однако они не 

лишены ряда недостатков. Хороший реагент для 
дериватизации играет ключевую роль в аналити-
ческой химии, особенно в процессе подготовки 
образцов для анализа с помощью таких методов, 
как газовая или жидкостная хроматография. Мы 
сформулировали ряд признаков, расположив их 
в порядке убывания важности, основанной на 
мнении 10 экспертов в области хроматографии 
(кандидатов и докторов  наук), определявших 
качество реагентов для дериватизации. 

Полнота протекания реакции. Целевое ве-
щество должно на 100% (или не полностью, но 
воспроизводимо) давать однозначный продукт 
дериватизации. 

Минимизация побочных продуктов. Про-
цесс дериватизации должен приводить к образо-
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ванию минимального количества побочных про-
дуктов, которые могут мешать анализу и услож-
нять интерпретацию результатов анализа.

Скорость реакции. Дериватизация должна 
проходить быстро при комнатной или умерен-
ной температуре, чтобы сократить время пробо-
подготовки и снизить возможное нежелательное 
разложение аналита.

Специфичность. Реагент должен обеспе-
чивать высокую селективность к целевым со-
единениям, желательно минимизируя реакции с 
другими веществами в образце. 

Образование высококачественных дерива-
тов. Получаемые дериваты должны иметь вре-
мя удерживания, существенно отличающееся 
от недериватизированных соединений, и иметь 
хорошие хромофорные группы, что улучшает 
идентификацию и количественный анализ. 

Синергия с вариантами детектирования. 
Реагент должен хорошо сочетаться с используе-
мыми вариантами анализа, увеличивая чувстви-
тельность и селективность.

Хорошая растворимость в воде. Желатель-
но, (но не обязательно), чтобы реагент и обра-
зующиеся дериваты имели хорошую раствори-
мость в водных или водно-органических под-
вижных фазах, что позволяет упрощать пробо-
подготовку.

Стабильность. Реагент и полученные дери-
ваты должны быть стабильными в течение пери-
ода хранения и при условиях анализа, должны 
отсутствовать разложение или изменения, кото-
рые могут повлиять на результаты.

Легкость в использовании. Процесс дерива-
тизации должен быть простым, не требующим 
сложного оборудования или условий, что упро-
щает работу аналитиков.

Минимальная токсичность. Идеальный ре-
агент должен иметь низкий уровень токсичности 
для аналитика и окружающей среды, что важно 
для соблюдения стандартов безопасности.

Экономичность. Реагент должен быть досту-
пен по цене, что делает его практичным для ре-
гулярного использования в лаборатории.

Эти признаки помогают выбрать наилучший 
реагент для дериватизации в зависимости от 
специфики анализируемых веществ и требова-
ний к параметрам анализа.

Поиск новых классов дериватизирующих реа-
гентов – интересная и актуальная задача. На наш 
взгляд, одним из новых перспективных классов 
веществ, подходящих в качестве дериватизиру-
ющих реагентов, могут быть производные заме-

щенных стиролов. В настоящей работе синтези-
рован и охарактеризован ряд таких соединений, 
определены их аналитические характеристики.

Экспериментальная часть

Реагенты и материалы. Гидразин гидрат, 
трибромфторметан, хлорид меди (I) и нитрат 
железа (III) («ч.д.а.», «Тульский химик», Рос-
сия), 1,2-этилендиамин (pure, Tokyo Chemical 
Industry, Япония), 1,2-дихлорэтан (99%, Panreac, 
Испания), 4-хлорбензальдегид, 4-фторбензаль-
днгид, 4-бромбензальдегид, 4-метилбензальде-
гид, 4-метоксикарбонил бензальдегид, 4-трет-
бутилбензальдегид, 4-трифторметилбензальде-
гид, 2,4-дихлорбензальдегид (все 98+%, Acros 
Organics, США), соляная кислота, н-гексан, 
хлористый метилен, 1,4-диоксан, тетрахлор-
метан  («х.ч.», «Компонент реактив», Россия), 
малоновая кислота (99%, Sigma-Aldrich, США), 
меркаптопропионовая кислота и  гексадеканти-
ол (все 98+%, Sigma-Aldrich, США). 

Оборудование. Хроматографические экс-
перименты проводили на высокоэффективном 
жидкостном хроматографе Хроматрон-1411 
(«ЛабТех», Россия) с градиентным элюирова-
нием и диодноматричным детектором. Исполь-
зовали УФ-детектирование при длине волны 
200–270 нм. Объем вводимой пробы составлял 
10 мкл. Скорость потока 1 мл/мин. Для разде-
ления веществ использовали колонку Inspire 
5 mkm C18 размер 4.6×150 мм (DikmaTech, 
Китай). Температура колонки 25 °С, подвижная 
фаза – 70% ацетонитрила и 30% воды. 

Измерение pH растворов осуществляли с по-
мощью pH-метра PB11 (Sartorius AG, Германия). 
Идентификацию веществ проводили по време-
ни удерживания или (в случае масс-спектро-
метрического детектирования) по масс-спектрам 
и точным массам. 

Спектры поглощения регистрировали на при-
боре СФ-102 («Интерфотофизика», Россия), а 
спектры флуоресценции – на спектрофлуориме-
тре «Флюорат-02» («Люмэкс», Россия). Расчет 
квантовых выходов флуоресценции проводили 
относительно родамина 6Ж, взятого в качестве 
стандарта. Для анализа были приготовлены рас-
творы замещенных стиролов в 1,2-дихлорметане 
с концентрацией 0,005 моль/л. 

Для проведения предварительной оценки чи-
стоты синтезированных соединений использо-
вали тонкослойную хроматографию на пласти-
нах для ТСХ Sorbfill (ЗАО «Сорбполимер», Рос-
сия). Элюентом при этом служил дихлорметан. 
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ЯМР-спектры регистрировали на приборе Bruker 
600 МГц. Для подтверждения строения синтези-
рованных соединений применяли газовый хрома-
тограф 5977А с масс-спектрометрическим детек-
тором 7890В (Agilent, США). В работе использо-
вали роторный испаритель BUCHI Vacuum Pump 
V-700, Vacuum Controller V-850. 

Методика синтеза. В виалу объемом 2 мл по-
местили (Е)-1-хлор-4-(2-фтор-2-нитровинил)бен-
зол и азотный нуклеофил, смесь перемешивалив 
течение 6 ч. После проведения реакции раствор 
делили с помощью колоночной хроматографии, 
элюент – хлористый метилен/гексан. Все пред-
ставленные продукты имеют маслообразную 
консистенцию.

Результаты и их обсуждение

В качестве дериватизирующих агентов для 
определения аминов и тиолов в перспективе 
можно использовать такие соединения, как ни-
трофторстиролы, дихлорстиролы и ароматиче-
ские диметилмалоновые эфиры. 

Одним из основных преимуществ реакций 
присоединения является высокая селектив-
ность. Замещенные стиролы могут реагировать 
достаточно однозначно, что позволяет получать 
нужные производные без существенного обра-
зования побочных продуктов. Кроме того, такие 
реакции часто проходят при мягких условиях, 
что снижает потребность в проведении реакций 
при высокой температуре, делает процесс более 
безопасным и  экспрессным.

С другой стороны, у этих реакций есть и не-
достатки. Одним из них может быть низкая ско-
рость реакции, особенно в том случае, когда 
замещенный стирол имеет стерические затруд-
нения или когда амины и тиолы мало активны. 
Иногда из-за растворимости реагентов или про-
дуктов реакции ограничен выбор растворите-
лей. Побочные реакции (например, окисление 
тиолов) могут привести к снижению выходов 
целевых продуктов. Необходимо также учиты-

вать возможность образования изомеров, что 
потребует проведения дополнительных этапов 
очистки полученных соединений и приведет к 
снижению общего выхода целевого продукта.

Получение и тестирование 
нитрофторстиролов в качестве 
дериватизирующих агентов 

К первой группе потенциально перспек-
тивных замещенных стиролов можно отнести 
нитрофторстиролы, которые находят широкое 
применение в реакциях синтеза производных 
пирролов, в качестве реагентов Дильса-Альдера 
[3] и для  синтеза сложных гетероциклических 
систем [4]. Они имеют две сильные акцептор-
ные группы (фтор- и нитрогруппу) у двойной 
связи, поэтому достаточно реакционноспособны 
и легко вступают в качестве акцепторов в реак-
ции Михаэля (рис. 1) [5]. Нитрофторстиролы, в 
частности, могут быть получены нитрованием 
соответствующих ароматических альдегидов в 
1,4-диоксане [6].

При синтезе в качестве промежуточных со-
единений использовали фторбромстиролы, по-
лученные двухстадийным процессом из соот-
ветствующего гидразона, генерируемого in situ 
взаимодействием альдегида и гидразингидрата 
[7]. Полученный гидразон подвергали реакции 
с трибромфторметаном (фреоном) с образова-
нием фторбромстирола. Конечный нитрофтор-
стирол получали взаимодействием фторбром-
стирола с нитратом железа (III). Были получены 
фторнитростиролы с выходами 67-85% [7]. Они 
способны вступать в реакции с первичными и 
вторичными аминами. Отмечена высокая актив-
ность нитрофторстиролов в реакции Михаэля c 
азотными нуклеофилами, что может быть при-
менимо в аналитической химии для получения 
производных. Однако серьезным недостатком 
этих реагентов является очень высокая себесто-
имость синтеза (используемые трибромфтор-
фреоны чрезвычайно дороги).

Рис. 1. Схема синтеза нитрофторстиролов
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Получение и тестирование дихлорстиролов             
в качестве дериватизирующих агентов 

Нами синтезированы и апробированы в каче-
стве агентов дериватизации различные дихлор-
стиролы. Они получаются из соответствующих 
альдегидов по методике [8]. На рис. 2 приведена 
схема синтеза. 

Отличительной особенностью подобных со-
единений является аномально высокая подвиж-
ность хлора [9]. Однако реакция дихлорстиролов 
с N-нуклеофилами (диметиламином, раствором 
аммиака) при комнатной температуре не приве-
ла к быстрому и однозначному получению про-
изводных по причине отсутствия мезомерного 

Рис. 2. Схема получения дихлорстиролов

Рис. 3. Схема получения диалкил-2-(4-нитробензилиден)малоната

Рис. 4. Спектр поглощения дериватизирующего реагента (0,045 ммоль/л) 
в 1,2-дихлорэтане 
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Экспериментальные и предсказанные программами искусственного интеллекта молярные коэффициенты 
поглощения растворов фторнитростиролов в 1,2-дихлорэтане и квантовые выходы флуоресценции

Заместитель Х

Максимум по-
глощения в УФ-
области спектра 

(нм)

Молярный коэффициент поглощения.10–3,               
л/моль см Квантовый выход 

флуоресценции, 
(×105 %)эксперименталь-

ное значение ПО-1а ПО-2б

Фтор 278 18 25 9,5 2

Хлор 326 16 26 11 0,009

Бром 236 14 32 10 0,3

Метил 342 14 25 16 4

Трет-бутил 278 17 25 20 0,4

Трифторметил 288 13 25 14 0.7

Метокси 206 20 23 23 6

Нафталин 222 37 25 27 1,3

Без заместителя 320 22 27 25 2,3

2-(4-Нитробензили-
ден)малонат 298 14 16 18 0,8

а Программное обеспечение ChemPredictor (http://chem-predictor.isc-ras.ru/); б Программное обеспечение Deep-
4Chem 2020 (https://deep4chem.com/).

Рис. 5. Спектр флуоресценции диэтил-2-(4-нитробензилиден)малоната в 1,2-дихлорэта-
не (0,045 ммоль/л)

влияния заместителей. Выходы реакции состав-
ляли 39–45%. В дальнейшем эти стиролы ис-
пользовали только для оценки флуоресценции 
в сравнении с фторнитростиролами и диэтил-2-
(4-нитробензилиден)малонатом.

Получение и тестирование диэтил-2-(4-
нитробензилиден)малоната в качестве 

дериватизирующего агента 

Диэтил-2-(4-нитробензилиден)малонат по-
лучен конденсацией диэтилового эфира ма-
лоновой кислоты и 4-нитробензальдегида в 

пиперидине по реакции Кневенагеля (рис. 3) 
[10]. Спектр поглощения синтезированного 
реагента представлен на рис. 4, а спектр флуо-
ресценции – на рис. 5. 

Спектральные характеристики 
стиролов

Получены спектры поглощения и измерены 
квантовые выходы флуоресценции. Экспери-
ментальные и предсказанные с помощью ней-
ронных сетей и искусственного интеллекта дан-
ные представлены в таблице. Следует отметить, 
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Рис. 7. Хроматограмма реакционной смеси после дериватизации, исходное соотношение диэтил-2-
(4-нитробензилиден)малоната и 2-меркаптоацетата равно 1:3; элюент – ацетонитрил : вода (70:30); 
детектирование при 280 нм (1 – 2-меркаптоацетат, 2 – 4-нитробензальдегид, 3 – продукт реакции, 

4 – реагент)

Рис. 6. Хроматограмма  раствора диэтил-2-(4-нитробензилиден)малоната с концентрацией 50 мкг/мл 
в ацетонитриле. Элюент – ацетонитрил - вода (70:30). Детектирование при 280 нм 

(1 – 4-нитробензальдегид, 2 – примесь не идентифицирована, 
3 – диэтил-2-(4-нитробензилиден)малонат

что экспериментальные и расчетные данные по 
молярным коэффициентам поглощения разли-
чаются. Программа искусственного интеллекта 
Deep4Chem 2020 дает более близкие значения. 
Вероятно, это связано с алгоритмами расчетов. 
Программа ChemPredictor основана на нейрон-
ных сетях, обученных на выборке по поглоще-
нию фталоцианинов. Химические структуры 

стиролов и фталоцианинов существенно разли-
чаются, что отражается на точности расчетов.

Применение эфира для получения производных 
при определении тиолов методом 

ВЭЖХ-УФ

Для тестирования реакционной способ-
ности и пригодности в качестве реагента для 
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дериватизации тиосоединений и их последу-
ющего ВЭЖХ-УФ-разделения и детектирова-
ния был выбран 2-метилмеркаптоацетат. Он 
обладает незначительным поглощением в УФ-
области спектра и достаточно токсичен (класс 
опасности 3), его предел обнаружения при 
прямом СФ-детектировании (210 нм) недоста-
точно низкий (в настоящей работе он оценен 
на уровне 1 мкг/мл). 

К 1 мл модельного раствора диэтил-2-(4-
нитробензилиден)малоната в ацетонитриле с 
концентрацией 8 мкг/мл (0,03 мкМ) было добав-
лено 0,1 мкМ 2-метилмеркаптоацетата. Смесь 
перемешивали в УЗ-ванне  при комнатной тем-

пературе в течение 20 минут. После этого был 
проведен ВЭЖХ анализ реакционной смеси. 
Хроматограмма исходного раствора диэтил-2-
(4-нитробензилиден)малоната представлена на 
рис. 6, а продукта реакции – на рис. 7. Видно, 
что реакция дериватизации протекает практи-
чески целиком. Предел обнаружения 2-метил-
меркаптоацетата после дериватизации составил 
около 15 нг/мл, т.е. снизился более чем в 65 раз. 

Таким образом, можно сделать вывод о том, 
что диэтил-2-(4-нитробензилиден)малоната, 
предложенный в работе реагент,  пригоден для 
проведения реакции дериватизации с тиолами в 
мягких условиях.
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