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Для определения кофеина и трех изомерных монокофеоилхинньгх (хлорогеновьгх) кислот 
(3CQA, 4CQA и 5CQA) в кофе (напитке) при совместном присутствии использовали метод 
обращенно-фазовой ВЭЖХ с заменой дорогостоящего и экологически неблагоприятного 
ацетонитрила на этилацетат в качестве органического модификатора подвижных фаз. 
Предложен подход, позволяющий сопоставлять эффективность и селективность разделе­
ния веществ в широком диапазоне концентраций органических модификаторов выбран­
ных элюентных систем. Установлено, что замена ацетонитрила на пропанол-2 или этил-
ацетат лишь в небольшой степени изменяет селективность разделения трех изомерных 
хлорогеновьгх кислот, но существенно уменьшает относительное удерживание кофеина 
вследствие его лучшей сольватации органическим модификатором. Это позволяет целена­
правленно изменять положение элюирования кофеина относительно хлорогеновьгх кислот 
для исключения его соэлюирования с другими экстрактивными веществами за счет изме­
нения концентрации и типа органического модификатора подвижной фазы. Элюенты на 
основе этилацетата удобны для одновременного определения кофеина и монокофеоилхин-
ных кислот в условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ и позволяют при пробоподготовке реэк-
страгировать с концентрирующих патронов (ДИАПАК С18) в основном кофеин и моноко-
феоилхинные кислоты. Более липофильные экстрактивные вещества при этом остаются 
на концентрирующем патроне, что обеспечивает возможность применения простого изок-
ратического режима с сокращением времени анализа и расхода органического модифика­
тора подвижной фазы. 

К л ю ч е в ы е с л о в а : обращенно-фазовая ВЭЖХ; одновременное определение; кофеин; 
монокофеоилхинные кислоты; селективность разделения; «зеленая» хроматография. 
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The purpose of the study is development of conditions for the simultaneous determination of caffeine and 
three isomers of monocaffeoylquinic acids (esters of caffeic and quinic acids: 3CQA, 4CQA and 5CQA) in 
coffee using "green" reverse-phase HPLC, in which an expensive and environmentally unfavorable 
acetonitrile is replaced with ethyl acetate as an organic modifier of mobile phases. An approach which pro­
vides comparing the efficiency and selectivity of the substance separation in a wide range of concentra­
tions of organic modifiers of selected eluent systems is proposed. It is shown that the replacement of 
acetonitrile with propanol-2 or ethyl acetate slightly changes the selectivity of the separation of three iso­
meric chlorogenic acids, but significantly reduces the relative retention of caffeine due to better solvation 
of caffeine with an organic modifier. This makes it possible to change the position of caffeine elution rela­
tive to chlorogenic acids in a targeted way to avoid coelution of caffeine with other extractive substances 
by changing the concentration and type of the organic modifier of the mobile phase. Ethyl acetate-based 
eluents are shown to be convenient for simultaneous determination of caffeine and monocaffeoylquinic 
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acids in conditions of reverse-phase HPLC. The replacement of acetonitrile with ethyl acetate makes it 
possible to re-extract mainly caffeine and monocaffeoylquimc acids from concentrating cartridges 
(DIAPAK C18) during sample preparation. More lipophilic extractive substances still remain on the con­
centrating cartridge, which provides the possibility of using a simple isocratic mode thus reducing the du­
ration of analysis and consumption of the organic modifier of the mobile phase. 

Keywords: reverse-phase HPLC; simultaneous determination; caffeine; monocaffeoylquimc (chloroge-
nic) acids; separation selectivity; "green" chromatography. 

В в е д е н и е 

По экономическим обзорам объем продаж 
кофе уступает только сырой нефти (более 100 
миллиардов долларов в год1), поэтому опреде­
ление качества кофе является важной задачей. 
Для его оценки необходимо определять хлороге-
новые кислоты (основные антиоксиданты) [1] и 
кофеин — единственный легальный психостиму­
лятор [2], который накапливается одновременно 
с хлорогеновыми кислотами в зернах кофе [3]. 

Монокофеоилхинные (хлорогеновые) кисло­
ты являются вторичными метаболитами расте­
ний [1]. Под «хлорогеновыми» кислотами в ши­
роком смысле подразумевают эфиры хинной ки­
слоты и замещенных коричных кислот [4]. По­
скольку в хинной кислоте четыре ОН-группы, 
возможно образование четырех изомерных моно-
кофеоилхинных (CQA) кислот. В экстрактах рас­
тений чаще всего встречаются три из них, разли­
чающихся по номеру атома углерода, гидро-
ксильная группа которого вступила в образова­
ние сложноэфирной связи: 3CQA, 4CQA и 5CQA 
[5]. Отметим, что рекомендации ИЮПАК по по­
рядку нумерации атомов углерода в циклогекса-
новом кольце хинной кислоты [6] не всегда со­
блюдаются: нумерация в противоположном на­
правлении встречается не реже рекомендован­
ной, что необходимо учитывать при анализе 
опубликованных работ (рис. 1). 

Кроме монокофеоилхинных кислот и ко­
феина, методом обращенно-фазовой ВЭЖХ (ОФ 
ВЭЖХ) в кофе определяют также производ­
ные феруловой кислоты и дикофеоилхинные 
(3,4diCQA, 3,5diCQA и 4,5diCQA) кислоты [7], 
тригонелин, никотиновую кислоту и теофилин 
[8]. Но при этом во многих работах есть свои осо­
бенности. Так, например, в работе [7] не при­
ведена хроматограмма, использованная для 
определения кофеина, а это важно, поскольку 
для контроля содержания кофеоилхинных ки­
слот в элюате используют детектирование на 
длине волны около 325 нм, что соответствует по­
ложению максимумов на полосах поглощения 
всех производных кофейной кислоты. При этом 
кофеин не мешает определению, поскольку мак­
симум его полосы поглощения находится в более 
коротковолновой области (273 нм). Однако по-

1 http://www.cafebarbera.com/coffee-industry 

глощение хлорогеновых кислот на длине волны 
273 нм остается достаточно высоким. Поэтому 
для надежного определения четырех соединений 
при их совместном присутствии необходимо раз­
деление уже всех четырех веществ. В работе [8] 
определяли только 5CQA (часто называемую 
просто хлорогеновой), хотя затем упомянуто при­
сутствие еще двух изомеров с явной путаницей в 
отнесении пиков. В работе [9] определяли кофе­
ин и монокофеоилхинные кислоты в напитках, 
приготовленных из двух наиболее распростра­
ненных видов кофе — Coffea arabica и Coffea са-
nephora var. robusta, но не приведены хрома-
тограммы, как и в работе [10] при определении 
кофеина и всех хлорогеновых кислот. Работы, в 
которых полностью приведены все необходимые 
условия, весьма немногочисленны [11 - 1 3 ] . 
В РФ введены два ГОСТ 2 3 , содержащие мето­
дики спектрофотометрического определения ко­
феина после сложной и длительной пробопод-
готовки. При этом условия одновременного опре­
деления кофеина и трех монокофеоилхинных 
кислот были опубликованы в 2012 г. [14]. 

Монокофеоилхинные и дикофеоилхинные 
кислоты имеют существенно различающуюся ли-
пофильность, поэтому для их одновременного оп­
ределения необходимо использование градиент­
ного элюирования. Однако содержание дикофе-
илхинных кислот в мольном соотношении не 
превышает 5 - 7 % от суммы хлорогеновых кис­
лот [9], поэтому для оценки качества кофе можно 

2 ГОСТ ISO 4052-2013. Межгосударственный стандарт. 
Кофе. Определение содержания кофеина. 

3 ГОСТ 29148-97. Межгосударственный стандарт. Кофе 
натуральный растворимый. 

Рис. 1. Нумерация атомов углерода хинной кислоты (I) 
по рекомендациям ИЮПАК и структура кофеина (II) 

Fig. 1. Numbering of carbon atoms of quinic acid (I) ac­
cording to the IUPAC recommendations and the structure of 
caffeine (II) 
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ограничиться совместным определением кофеи­
на и трех изомерных монокофеоилхинных кис­
лот. Наконец, в плане «зеленой» (или более «зе­
леной») хроматографии желательна замена доро­
гостоящего и экологически неблагоприятного 
ацетонитрила на более экологически приемле­
мые компоненты подвижных фаз [15]. Поэтому 
цель настоящей работы — разработка условий 
определения кофеина и трех изомерных хлороге-
новых кислот в экстрактах напитков при совме­
стном присутствии с отказом от ацетонитрила. 

Э к с п е р и м е н т а л ь н а я ч а с т ь 

Материалы. Исследованные в работе образ­
цы чая мате и кофе были приобретены в рознич­
ной торговле. В качестве стандартных веществ 
использовали гемигидрат хлорогеновой кислоты 
(Aldrich) и кофеин (Китай). Для приготовления 
подвижных фаз и буферных растворов использо­
вали ацетонитрил (gradient grade for liquid chro­
matography, Lichrosolv, Германия), пропанол-2 
(Реахим, РФ), этилацетат (Компонент-Реактив, 
РФ), ортофосфорную кислоту (Реахим, РФ) и 
гидроксид натрия (Реахим, РФ). 

Экстракция. 1 г растительного материала 
заливали 100 мл кипящей воды и настаивали в 
течение 30 мин. Фильтрат отделяли от твердого 
остатка фильтрованием через бумажный фильтр. 

Пробоподготовку к определению методом 
ОФ ВЭЖХ проводили методом твердофазной 
экстракции на концентрирующих патронах 
ДИАПАК С18 (БиоХимМак СТ, РФ). Патроны 
активировали пропусканием 5 мл ацетона и кон­
диционировали пропусканием 15 мл раствора 
0,1 М НС1, затем пропускали через патрон 50 мл 
экстракта. Соединения десорбировали с патрона, 
пропуская 3 мл реэкстрагента — смеси ацетонит­
рил - муравьиная кислота - вода в объемном от­
ношении 30:30:40 (а) с последующим разбавле­
нием элюата в 4 раза дистиллированной водой 
или смеси этилацетат — муравьиная кислота — 
вода (5:3:92) (б) с десорбцией (в) оставшихся на 
патроне веществ экстрагентом (а). 

Хроматографическое определение проводили 
с использованием хроматографа Agilent 1200 
Infinity, оснащенного дегазатором, градиентным 
насосом, автодозатором, термостатом колонок и 
диодно-матричным детектором, и двух хромато-
графических колонок 150 X 4.6 mm Symmetry 
С18, 3,5 мкм (Waters, США), различающихся сро­
ками использования в лаборатории. 

Запись, хранение и обработку хроматограмм, 
а также определение времен удерживания и ши­
рины пиков на половине высоты (мин) осуществ­
ляли с помощью программы Agilent ChemSta-
tion. В качестве метчика «мертвого» времени ис­

пользовали щавелевую кислоту (детектирование 
на длине волны 240 нм). 

Расчет липофильности (ClogP) соединений 
выполняли с помощью программы Chem3D паке­
та программ Chem Office (PerkinElmer). 

О б с у ж д е н и е р е з у л ь т а т о в 

Влияние различных факторов на разделение 
хлорогеновых кислот и кофеина. Обращенно-
фазовая ВЭЖХ с традиционными «мономерны­
ми» обращенными фазами (полученными сили-
лированием силикагеля алкилдиметилхлорсила-
нами) не относится к числу методов, удобных для 
разделения изомеров при распределительном ме­
ханизме сорбции. Такая стационарная фаза рас­
сматривается как аморфная жидкая среда, и раз­
деление сорбатов подчиняется закономерностям 
распределения между двумя несмешивающими-
ся фазами [16], которые обычно сопоставляют с 
коэффициентами распределения в системе мас­
ло - вода. Значения логарифма коэффициента 
распределения веществ между октанолом-1 и во­
дой, ClogP, рассчитанные с помощью программы 
Chem3D, оказались одинаковыми для двух изо­
меров хлорогеновых кислот — 3CQA и 5CQA 
(-1,879), отличаясь от значения, полученного для 
4CQA (-1,400), тогда как кофеин обладал сущест­
венно большей липофильностью (-0,040). Одна­
ко экспериментально найденный для трех раз­
личных типов подвижных фаз (для одной и той 
же стационарной фазы) порядок элюирования 
четырех соединений не согласуется с предсказа­
ниями по C l o g P (рис. 2). 

С другой стороны, в случае «поплавочного» 
механизма [17] удерживание может быть чувст­
вительным к положению кофеоильных групп в 
«поплавке». В случае хлорогеновых кислот в ка­
честве «поплавка» выступает самая гидрофиль­
ная часть — радикал хинной кислоты, проникно­
вение которого в привитой С18-слой маловероят­
но. «Поплавочный» механизм отвечает за разли­
чие удерживания изомерных хлорогеновых ки­
слот. При этом наиболее часто в известных 
публикациях приводится следующий порядок 
элюирования изомеров монокофеоилхинных ки­
слот: £д(ЗСОА) < £д(5СОА) < £д(4СОА), который 
по результатам наших исследований [18] может 
частично измениться за счет инверсии времен 
удерживания двух последних изомеров. 

Обоснование подхода. Известно, что фактор 
удерживания сорбатов в условиях обращенно-фа-
зовой хроматографии зависит от концентрации 
органического модификатора (ОМ) выбранной 
элюентной системы. Но при изменении концен­
трации ОМ может измениться не только удержи­
вание, но и порядок элюирования компонентов 
сложных смесей. Это делает сравнение удержи-
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Рис. 2. Разделение трех кофеоилхинных кислот (1 — 3CQA; 2 — 5CQA; 3 — 4CQA) и кофеина (4) в трех различных по­
движных фазах: А — ацетонитрил - Н3Р04 - вода (9:0,3:90,7 по объему); Б — пропанол-2 - Н3Р04 - вода (4,5:0,3:95,2); 
В — этилацетат - Н3Р04 - вода (2,75:0,3:96,95) (стационарная фаза — Symmetry® С18 150 х 4,6 мм, 3,5 мкм, 30 °С, 
А = 273 нм) 

Fig. 2. Separation of three caffeoylquinic acids (1 — 3CQA; 2 — 5CQA; 3 — 4CQA) and caffeine (4) in three different mobile 
phases: A) acetonitrile - H 3P0 4 - water (9:0.3:90.7 by volume); B) propanol-2 - H 3P0 4 - water (4.5:0.3:95.2); C) ethyl acetate -
H3PO4 - water (2.75:0.3:96.95) (stationary phase — Symmetry® C18 150 x 4.6 mm, 3.5 pm, 30°C, A = 273 nm) 

вания веществ в подвижных фазах случайно вы­
бранного состава также случайной характеристи­
кой. Поэтому единственным эффективным мето­
дом контроля селективности разделения целевых 
соединений является анализ карт разделения, 
построенных для широкого диапазона (а при на­
дежной аппроксимации за пределы использован­
ного состава — на весь диапазон) состава под­
вижных фаз выбранной элюентной системы. Рас­
смотрим подход, основанный на анализе относи­
тельного удерживания. 

По вытеснительной модели удерживания [19] 
при сорбции 1 моль исследуемого вещества в под­
вижную фазу высвобождается n(i) моль органи­
ческого модификатора подвижной фазы: 

\gk(i) = algk(R) + b. (3) 

\gk(i) = ai-n(i)]gc(OM), (1) 

где k(i) — фактор удерживания сорбата i; at — 
интерсепт линейной зависимости; с(ОМ) — мо­
лярная концентрация ОМ в подвижной фазе. 

Аналогичное уравнение справедливо для ве­
щества, принимаемого в качестве вещества срав­
нения, R: 

\gk(R) = aR-n(R)lgc(OM), (2) 

где k(R) — фактор удерживания сорбата сравне­
ния. 

Исключая концентрацию ОМ из уравнений 
(1) и (2), получаем уравнение относительного 
удерживания: 

\gkii)-
n(i) 

n{R) 
lgk(R) + a[ 

n{i) 

n{R) 
VR> 

И хотя как n(i), так и n(R) могут не оставать­
ся постоянными в широком диапазоне состава 
подвижных фаз, их соотношение, как показыва­
ет эксперимент (рис. 3), оказывается постоянным 
в широком диапазоне. При этом параметр а соот­
ветствует отношению числа моль ОМ, высвобож­
даемых при сорбции аналита, относительно тако­
го же параметра для вещества сравнения, поэто­
му параметр а характеризует особенности соль­
ватации аналита молекулами ОМ. 

Подвижные фазы системы CH3CN - Н3Р04 -
Н20. Параметры уравнений относительного 
удерживания для всех исследованных в работе 
систем подвижных фаз, в которых в качестве ве­
щества сравнения использован изомер 5CQA, 
представлены в табл. 1. Выбор 5QCA был обосно­
ван тем, что его время удерживания близко к tR 

кофеина. 

Преимуществом таких карт разделения явля­
ется то, что благодаря линейности трендов [20] 
они позволяют прогнозировать порядок элюиро-
вания соединений даже при использовании ре­
зультатов, полученных для двух подвижных фаз 
различного состава. 

Порядок элюирования удобнее исследовать 
на карте разделения, которая для ацетонитрила 
имеет вид, представленный на рис. 3. При по­
строении карты разделения использовали дан­
ные для подвижных фаз, содержащих 0,3 % об. 
фосфорной кислоты и 12,0, 10,5, 9,0, 7,5, 6,0 % об. 
ацетонитрила (слева направо) в воде. 

file:///gkii
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Рис. 3. Карта разделения монокофеоилхинных кислот и 
кофеина в системе пропанол-2 - Н3Р04 (0,3 % об.) - вода 
(б) на фоне карты для системы ацетонитрил - Н3Р04 

(0,3 % об.) - вода (а) при температуре 30 °С (нумерация 
пиков соответствует рис. 2) 

Fig. 3. The map of the separation of monocaffeoylquinic 
acids and caffeine in the system propanol-2 - 0.3 %vol. 
H 3P0 4 - water (b) against the background of the map for the 
system acetonitrile - 0.3 vol. % H 3P0 4 - water (a) at a tem­
perature of 30°C (for the numbering of peaks, see Fig. 1) 

По представленным данным удерживание 
пары 5CQA - кофеин ухудшается с ростом кон­
центрации ацетонитрила с последующим обра­
щением порядка элюирования. При хорошем 
разделении всех четырех соединений, показан­
ном на рис. 3, эти условия не подходят для их оп­
ределения, поскольку на хроматограммах перед 
5CQA может появляться пик 3-яара-кумароил-
хинной и/или 3-ферулоилхинной кислот [13]. 

Среди растворителей, смешиваемых с водой 
и доступных в высокочистом состоянии, рекомен­

дуется (для более «зеленой» хроматографии) за­
мена ацетонитрила на пропанол-2 и этилацетат 
[20]. Выбор ортофосфорной кислоты вместо тра­
диционно используемых уксусной, муравьиной и 
трифторуксусной обусловлен необходимостью ис­
ключения этерификации спирта этими кислота­
ми, что приводит к нестабильности времен удер­
живания [21]. 

Подвижные фазы системы пропанол-2 -
Н3Р04 - Н20 (б). Замена ацетонитрила на пропа­
нол-2 приводит к меньшему относительному 
удерживанию 3CQA и 4CQA за счет большего 
различия параметров а линий трендов для обоих 
изомеров (см. табл. 1 и рис. 3). Для построения 
карты разделения использовали подвижные 
фазы, содержащие 0,3 % об. фосфорной кислоты 
и 5,8, 5,1, 4,4, 3,7, 3,0 % об. пропанола-2 (слева 
направо) в воде. При этом такая замена наиболее 
заметно сказалась на относительном удержива­
нии кофеина: параметр а существенно возрос, 
указывая на лучшую сольватацию кофеина 
изопропиловым спиртом по сравнению с ацето-
нитрилом. 

Благодаря лучшей сольватации пропано-
лом-2 пики кофеина хорошо отделяются от пиков 
сильнее удерживаемой 5CQA во всех приемле­
мых (т.е. с k от 2 до 10) подвижных фазах, впро­
чем, в подвижных фазах с высокой элюирующей 
силой возможны проблемы в разделении 5CQA и 
4CQA. 

Таким образом, изопропиловый спирт явля­
ется хорошей альтернативой ацетонитрилу, при­
чем важно также и то, что объемная доля этого 
органического растворителя (от 3 до 5 %) заметно 
меньше объемной доли ацетонитрила (5 - 12 %), 

Таблица 1. Параметры уравнений относительного удерживания трех монокофеоилхинных кислот и кофеина в трех 
различных элюентных системах ОМ - Н3Р04 (0,3 % об.) - Н 20 при температуре термостата колонок 30 °С 

Table 1. Parameters of the equations of relative retention of three monocaffeoylquinic acids and caffeine in three different 
eluent systems OM - H 3P0 4 (0.3 %vol.) - H20, at a temperature of the column thermostat of 30°C 

Органический 
модификатор Аналит 

Параметры уравнения (4) 

R2 

CH3CN (6 - 12 % об.) 3CQA 

5CQA 

4CQA 

Кофеин 

0,920 

1 

1,096 

0,923 

-0,292 

О 

0,050 

0,021 

0,99999 

1 

0,99998 

0,9995 

Пропанол-2 
(3 - 6 % об.) 

3CQA 

5CQA 

4CQA 

Кофеин 

0,942 

1 

1,138 

1,063 

-0,387 

О 

-0,008 

-0,168 

0,99999 

1 

0,99999 

0,99999 
Этилацетат 
(1,5 - 4 % об.) 

3CQA 

5CQA 

4CQA 

Кофеин 

0,891 

1 

1,205 

1,164 

-0,222 

О 

-0,119 

-0,653 

0,99995 

1 

0,99996 

0,996 
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требуемой для достижения близких времен удер­
живания кофеоилхинньгх кислот. 

Подвижные фазы системы этилацетат -
Н3Р04 - Н20 (а). Замена ацетонитрила на этил-
ацетат приводит к еще большему значению пара­
метра а для линии тренда относительного удер­
живания 4CQA. Поэтому при высокой концен­
трации этого растворителя в подвижной фазе 
была бы возможна инверсия удерживания 4CQA 
и 5CQA (рис. 4), но этого не происходит из-за 
низкой растворимости этилацетата в воде. Важно 
также, что при этом относительное удерживание 
3CQA возрастает, приводя к более «компактно­
му» элюированию трех изомеров. Удерживание 
кофеина уменьшается значительно — его пики 
появляются до пиков 3CQA, что также важно при 
создании условий для отделения кофеина от со­
путствующих примесей. Отметим, что расход 
этилацетата (от 1,5 до 4 % об.) еще меньше, чем 
пропанола-2, что предпочтительно с экологиче­
ской точки зрения. Для построения карты разде­
ления использовали подвижные фазы, содержа­
щие 0,3 % об. фосфорной кислоты и 4,0, 3,0, 2,5, 
2,0, 1,5, 1,0 % об. этилацетата (слева направо) в 
воде для колонки, бывшей длительное время в 
употреблении, и 0,3 % об. фосфорной кислоты и 
4,0, 3,4, 2,8, 2,1, 1,5 % об. этилацетата (слева на­
право) в воде для новой колонки. 

Еще одно важное свойство элюентной систе­
мы на основе этилацетата может быть использо­
вано при пробоподготовке. Дело в том, что после 
сорбции веществ из экстрактов и кофе, и мате на 
концентрирующих патронах десорбция раство­
ром этилацетат - НСООН - Н 2 0 (5:3:92 по объ­
ему) позволяет десорбировать только кофеин и 
монокофеоилхинные кислоты, оставляя на па­
троне более липофильные соединения, включая 
окрашенные в коричневый цвет продукты поли­
меризации. При этом можно отказаться от гради­
ентного режима элюирования для очистки колон­
ки от сопутствующих экстрактивных веществ, 
что существенно уменьшает время единичного 
определения и расход подвижной фазы. 

Кроме того, на рис. 4 сопоставлено относи­
тельное удерживание всех четырех аналитов на 
новой и старой колонках: последнюю длительное 
время использовали при разделении антоцианов 

12 lg&(5CQA) 

Рис. 4. Карта разделения монокофеоилхинных кислот и 
кофеина в системе этилацетат - Н3Р04 (0,3 % об.) - вода 
на новой колонке Symmetry С18 (а) и на длительно ис­
пользуемой ранее колонке (б) при температуре 30 °С (ну­
мерация пиков соответствует рис. 2) 

Fig. 4. The map of the separation of monocaffeolquinic ac­
ids and caffeine in the system ethyl acetate - 0.3 %vol. 
H3PO4 - water on a new column Symmetry® С18 (a) and on 
a long-used column (6) at a temperature of 30°C (for the 
numbering of peaks, see Fig. 2) 

в сильнокислых растворах с рН 1,5, выходящих 
за рамки устойчивости фазы Symmery С18. Та­
кое удерживание неизбежно приводит к частич­
ному удалению привитых групп, освобождая дос­
туп к остаточным силанольным группам. Это 
подтверждается сближением линии трендов на 
рис. 4 для 4CQA и 5CQA, но особенно сильно воз­
растает удерживание кофеина как слабого осно­
вания, обладающего склонностью к образованию 
водородных связей с остаточными силанольны-
ми группами. 

Определение монокофеоилхинных кислот и 
кофеина в кофе и в чае мате. Для одновременно­
го определения кофеина и монокофеоилхинных 
кислот в напитках, полученных из молотого 
кофе, растворимого кофе и измельченных листь­
ев падуба парагвайского (чай мате), содержа­
щего, как и кофе, одновременно кофеин и три та­
кие же изомерные монокофеоилхинные кислоты, 
была использована подвижная фаза на основе 
этилацетата как более «зеленого» заменителя 
ацетонитрила (см. рис. 2). 

Таблица 2. Содержание трех монокофеоилхиных кислот и кофеина (мг/100 мл) в трех различных напитках, получен­
ных из размолотых листьев мате, растворимого (Jardin cafe eclair) и молотого (Tchibo) кофе (п = 5; Р = 0,95) 

Table 2. The content of three monocaffeoylchinic acids and caffeine (mg/100 ml) in three different drinks obtained from gro­
und mate leaves, instant coffee (Jardin cafe eclair) and ground coffee (Tchibo) (n = 5; P = 0.95) 

Объект анализа 3CQA 5CQA 4CQA Сумма CQA Кофеин 

Мате 

Jardin cafe eclair 

Tchibo (молотый) 

64 ± 3 

24 ± 2 

20 ± 2 

31 ± 2 

45 ± 3 

34,6 ± 3 

20 ± 1 

25 ± 2 

23 ± 2 

115 ± 5 

94 ± 5 

78 ± 6 

9,3 ± 0,3 

22,9 ± 0,7 

41,4 ± 0,3 
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В результате было установлено (табл. 2), что 
напиток, полученный из размолотого кофе 
Tchibo, содержал самую высокую концентрацию 
кофеина, а концентрация хлорогеновых кислот 
была максимальной в чае мате, причем в этом 
случае основная хлорогеновая кислота — 3CQA, 
а не 5CQA, как в кофейных напитках. 

Использованный метод «зеленой» хромато­
графии характеризуется малым временем, необ­
ходимым для элюирования всех четырех компо­
нентов в изократическом режиме, отсутствием 
необходимости длительной очистки от более ли-
пофильных соединений и вывода в режим. Поло­
жение элюирования кофеина не накладывается 
на положения элюирования других экстрактив­
ных веществ как в случае кофе, так и в случае 
мате. Отсутствие проскока контролировали, ис­
пользуя два последовательно соединенных па­
трона. Полноту десорбции веществ с концентри­
рующего патрона контролировали, анализируя 
реэкстракт (в) (см. раздел «Пробоподготовка»). 
При этом было найдено, что степень извлечения 
кофеина и изомерных хлорогеновых кислот на 
втором этапе была не ниже 99 %. 

З а к л ю ч е н и е 

В работе впервые показано, что замена ацето-
нитрила на такие более экологически благопри­
ятные (и более дешевые) растворители, как про-
панол-2 или этилацетат, при подкислении под­
вижной фазы ортофосфорной кислотой для раз­
деления монокофоилхинных кислот и кофеина в 
условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ не только 
возможна, но и желательна. Установлено, что та­
кая замена особенно сильно влияет на удержива­
ние кофеина, меняя даже порядок элюирования 
четырех рассматриваемых соединений. Это по­
зволяет выбрать условия, при которых кофеин 
отделялся бы не только от монокофеоилхинных 
кислот, но и от других сопутствующих экстрак­
тивных соединений, например, изомерных пара-
кумароил- и ферулоилхинных кислот реальных 
растительных объектов. При твердофазной экс­
тракции использование экстрагентов на основе 
этилацетата дает возможность отделить моноко-
феоилхинные кислоты (и кофеин) от существен­
но более липофильных изомерных дикофеоил-
хинных кислот и окрашенных продуктов конден­
сации хлорогеновых кислот. Это позволяет ис­
пользовать изократический режим хроматогра-
фирования при разделении монокофеоилхинных 
кислот и кофеина. 
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