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Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîôåèíà è òðåõ èçîìåðíûõ ìîíîêîôåîèëõèííûõ (õëîðîãåíîâûõ) êèñëîò

(3CQA, 4CQA è 5CQA) â êîôå (íàïèòêå) ïðè ñîâìåñòíîì ïðèñóòñòâèè èñïîëüçîâàëè ìåòîä

îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ ñ çàìåíîé äîðîãîñòîÿùåãî è ýêîëîãè÷åñêè íåáëàãîïðèÿòíîãî

àöåòîíèòðèëà íà ýòèëàöåòàò â êà÷åñòâå îðãàíè÷åñêîãî ìîäèôèêàòîðà ïîäâèæíûõ ôàç.

Ïðåäëîæåí ïîäõîä, ïîçâîëÿþùèé ñîïîñòàâëÿòü ýôôåêòèâíîñòü è ñåëåêòèâíîñòü ðàçäåëå-

íèÿ âåùåñòâ â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îðãàíè÷åñêèõ ìîäèôèêàòîðîâ âûáðàí-

íûõ ýëþåíòíûõ ñèñòåì. Óñòàíîâëåíî, ÷òî çàìåíà àöåòîíèòðèëà íà ïðîïàíîë-2 èëè ýòèë-

àöåòàò ëèøü â íåáîëüøîé ñòåïåíè èçìåíÿåò ñåëåêòèâíîñòü ðàçäåëåíèÿ òðåõ èçîìåðíûõ

õëîðîãåíîâûõ êèñëîò, íî ñóùåñòâåííî óìåíüøàåò îòíîñèòåëüíîå óäåðæèâàíèå êîôåèíà

âñëåäñòâèå åãî ëó÷øåé ñîëüâàòàöèè îðãàíè÷åñêèì ìîäèôèêàòîðîì. Ýòî ïîçâîëÿåò öåëåíà-

ïðàâëåííî èçìåíÿòü ïîëîæåíèå ýëþèðîâàíèÿ êîôåèíà îòíîñèòåëüíî õëîðîãåíîâûõ êèñëîò

äëÿ èñêëþ÷åíèÿ åãî ñîýëþèðîâàíèÿ ñ äðóãèìè ýêñòðàêòèâíûìè âåùåñòâàìè çà ñ÷åò èçìå-

íåíèÿ êîíöåíòðàöèè è òèïà îðãàíè÷åñêîãî ìîäèôèêàòîðà ïîäâèæíîé ôàçû. Ýëþåíòû íà

îñíîâå ýòèëàöåòàòà óäîáíû äëÿ îäíîâðåìåííîãî îïðåäåëåíèÿ êîôåèíà è ìîíîêîôåîèëõèí-

íûõ êèñëîò â óñëîâèÿõ îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ è ïîçâîëÿþò ïðè ïðîáîïîäãîòîâêå ðåýê-

ñòðàãèðîâàòü ñ êîíöåíòðèðóþùèõ ïàòðîíîâ (ÄÈÀÏÀÊ Ñ18) â îñíîâíîì êîôåèí è ìîíîêî-

ôåîèëõèííûå êèñëîòû. Áîëåå ëèïîôèëüíûå ýêñòðàêòèâíûå âåùåñòâà ïðè ýòîì îñòàþòñÿ

íà êîíöåíòðèðóþùåì ïàòðîíå, ÷òî îáåñïå÷èâàåò âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ ïðîñòîãî èçîê-

ðàòè÷åñêîãî ðåæèìà ñ ñîêðàùåíèåì âðåìåíè àíàëèçà è ðàñõîäà îðãàíè÷åñêîãî ìîäèôèêà-

òîðà ïîäâèæíîé ôàçû.
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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 monocaffeoylquinic 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; monocaffeoylquinic (chloroge-

nic) acids; separation selectivity; “green” chromatography.

Ââåäåíèå

Ïî ýêîíîìè÷åñêèì îáçîðàì îáúåì ïðîäàæ

êîôå óñòóïàåò òîëüêî ñûðîé íåôòè (áîëåå 100

ìèëëèàðäîâ äîëëàðîâ â ãîä1), ïîýòîìó îïðåäå-

ëåíèå êà÷åñòâà êîôå ÿâëÿåòñÿ âàæíîé çàäà÷åé.

Äëÿ åãî îöåíêè íåîáõîäèìî îïðåäåëÿòü õëîðîãå-

íîâûå êèñëîòû (îñíîâíûå àíòèîêñèäàíòû) [1] è

êîôåèí — åäèíñòâåííûé ëåãàëüíûé ïñèõîñòèìó-

ëÿòîð [2], êîòîðûé íàêàïëèâàåòñÿ îäíîâðåìåííî

ñ õëîðîãåíîâûìè êèñëîòàìè â çåðíàõ êîôå [3].

Ìîíîêîôåîèëõèííûå (õëîðîãåíîâûå) êèñëî-

òû ÿâëÿþòñÿ âòîðè÷íûìè ìåòàáîëèòàìè ðàñòå-

íèé [1]. Ïîä «õëîðîãåíîâûìè» êèñëîòàìè â øè-

ðîêîì ñìûñëå ïîäðàçóìåâàþò ýôèðû õèííîé êè-

ñëîòû è çàìåùåííûõ êîðè÷íûõ êèñëîò [4]. Ïî-

ñêîëüêó â õèííîé êèñëîòå ÷åòûðå ÎÍ-ãðóïïû,

âîçìîæíî îáðàçîâàíèå ÷åòûðåõ èçîìåðíûõ ìîíî-

êîôåîèëõèííûõ (CQA) êèñëîò. Â ýêñòðàêòàõ ðàñ-

òåíèé ÷àùå âñåãî âñòðå÷àþòñÿ òðè èç íèõ, ðàçëè-

÷àþùèõñÿ ïî íîìåðó àòîìà óãëåðîäà, ãèäðî-

êñèëüíàÿ ãðóïïà êîòîðîãî âñòóïèëà â îáðàçîâà-

íèå ñëîæíîýôèðíîé ñâÿçè: 3CQA, 4CQA è 5CQA

[5]. Îòìåòèì, ÷òî ðåêîìåíäàöèè ÈÞÏÀÊ ïî ïî-

ðÿäêó íóìåðàöèè àòîìîâ óãëåðîäà â öèêëîãåêñà-

íîâîì êîëüöå õèííîé êèñëîòû [6] íå âñåãäà ñî-

áëþäàþòñÿ: íóìåðàöèÿ â ïðîòèâîïîëîæíîì íà-

ïðàâëåíèè âñòðå÷àåòñÿ íå ðåæå ðåêîìåíäîâàí-

íîé, ÷òî íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü ïðè àíàëèçå

îïóáëèêîâàííûõ ðàáîò (ðèñ. 1).

Êðîìå ìîíîêîôåîèëõèííûõ êèñëîò è êî-

ôåèíà, ìåòîäîì îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ (ÎÔ

ÂÝÆÕ) â êîôå îïðåäåëÿþò òàêæå ïðîèçâîä-

íûå ôåðóëîâîé êèñëîòû è äèêîôåîèëõèííûå

(3,4diCQA, 3,5diCQA è 4,5diCQA) êèñëîòû [7],

òðèãîíåëèí, íèêîòèíîâóþ êèñëîòó è òåîôèëèí

[8]. Íî ïðè ýòîì âî ìíîãèõ ðàáîòàõ åñòü ñâîè îñî-

áåííîñòè. Òàê, íàïðèìåð, â ðàáîòå [7] íå ïðè-

âåäåíà õðîìàòîãðàììà, èñïîëüçîâàííàÿ äëÿ

îïðåäåëåíèÿ êîôåèíà, à ýòî âàæíî, ïîñêîëüêó

äëÿ êîíòðîëÿ ñîäåðæàíèÿ êîôåîèëõèííûõ êè-

ñëîò â ýëþàòå èñïîëüçóþò äåòåêòèðîâàíèå íà

äëèíå âîëíû îêîëî 325 íì, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ïî-

ëîæåíèþ ìàêñèìóìîâ íà ïîëîñàõ ïîãëîùåíèÿ

âñåõ ïðîèçâîäíûõ êîôåéíîé êèñëîòû. Ïðè ýòîì

êîôåèí íå ìåøàåò îïðåäåëåíèþ, ïîñêîëüêó ìàê-

ñèìóì åãî ïîëîñû ïîãëîùåíèÿ íàõîäèòñÿ â áîëåå

êîðîòêîâîëíîâîé îáëàñòè (273 íì). Îäíàêî ïî-

ãëîùåíèå õëîðîãåíîâûõ êèñëîò íà äëèíå âîëíû

273 íì îñòàåòñÿ äîñòàòî÷íî âûñîêèì. Ïîýòîìó

äëÿ íàäåæíîãî îïðåäåëåíèÿ ÷åòûðåõ ñîåäèíåíèé

ïðè èõ ñîâìåñòíîì ïðèñóòñòâèè íåîáõîäèìî ðàç-

äåëåíèå óæå âñåõ ÷åòûðåõ âåùåñòâ. Â ðàáîòå [8]

îïðåäåëÿëè òîëüêî 5CQA (÷àñòî íàçûâàåìóþ

ïðîñòî õëîðîãåíîâîé), õîòÿ çàòåì óïîìÿíóòî ïðè-

ñóòñòâèå åùå äâóõ èçîìåðîâ ñ ÿâíîé ïóòàíèöåé â

îòíåñåíèè ïèêîâ. Â ðàáîòå [9] îïðåäåëÿëè êîôå-

èí è ìîíîêîôåîèëõèííûå êèñëîòû â íàïèòêàõ,

ïðèãîòîâëåííûõ èç äâóõ íàèáîëåå ðàñïðîñòðà-

íåííûõ âèäîâ êîôå — Coffea arabica è Coffea ca-

nephora var. robusta, íî íå ïðèâåäåíû õðîìà-

òîãðàììû, êàê è â ðàáîòå [10] ïðè îïðåäåëåíèè

êîôåèíà è âñåõ õëîðîãåíîâûõ êèñëîò. Ðàáîòû, â

êîòîðûõ ïîëíîñòüþ ïðèâåäåíû âñå íåîáõîäèìûå

óñëîâèÿ, âåñüìà íåìíîãî÷èñëåííû [11 – 13].

Â ÐÔ ââåäåíû äâà ÃÎÑÒ2,3, ñîäåðæàùèå ìåòî-

äèêè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ êî-

ôåèíà ïîñëå ñëîæíîé è äëèòåëüíîé ïðîáîïîä-

ãîòîâêè. Ïðè ýòîì óñëîâèÿ îäíîâðåìåííîãî îïðå-

äåëåíèÿ êîôåèíà è òðåõ ìîíîêîôåîèëõèííûõ

êèñëîò áûëè îïóáëèêîâàíû â 2012 ã. [14].

Ìîíîêîôåîèëõèííûå è äèêîôåîèëõèííûå

êèñëîòû èìåþò ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþùóþñÿ ëè-

ïîôèëüíîñòü, ïîýòîìó äëÿ èõ îäíîâðåìåííîãî îï-

ðåäåëåíèÿ íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàíèå ãðàäèåíò-

íîãî ýëþèðîâàíèÿ. Îäíàêî ñîäåðæàíèå äèêîôå-

èëõèííûõ êèñëîò â ìîëüíîì ñîîòíîøåíèè íå

ïðåâûøàåò 5 – 7 % îò ñóììû õëîðîãåíîâûõ êèñ-

ëîò [9], ïîýòîìó äëÿ îöåíêè êà÷åñòâà êîôå ìîæíî
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1 http://www.cafebarbera.com/coffee-industry

2 ÃÎÑÒ ISO 4052–2013. Ìåæãîñóäàðñòâåííûé ñòàíäàðò.

Êîôå. Îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ êîôåèíà.
3 ÃÎÑÒ 29148–97. Ìåæãîñóäàðñòâåííûé ñòàíäàðò. Êîôå

íàòóðàëüíûé ðàñòâîðèìûé.

Ðèñ. 1. Íóìåðàöèÿ àòîìîâ óãëåðîäà õèííîé êèñëîòû (I)

ïî ðåêîìåíäàöèÿì ÈÞÏÀÊ è ñòðóêòóðà êîôåèíà (II)

Fig. 1. Numbering of carbon atoms of quinic acid (I) ac-

cording to the IUPAC recommendations and the structure of

caffeine (II)



îãðàíè÷èòüñÿ ñîâìåñòíûì îïðåäåëåíèåì êîôåè-

íà è òðåõ èçîìåðíûõ ìîíîêîôåîèëõèííûõ êèñ-

ëîò. Íàêîíåö, â ïëàíå «çåëåíîé» (èëè áîëåå «çå-

ëåíîé») õðîìàòîãðàôèè æåëàòåëüíà çàìåíà äîðî-

ãîñòîÿùåãî è ýêîëîãè÷åñêè íåáëàãîïðèÿòíîãî

àöåòîíèòðèëà íà áîëåå ýêîëîãè÷åñêè ïðèåìëå-

ìûå êîìïîíåíòû ïîäâèæíûõ ôàç [15]. Ïîýòîìó

öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — ðàçðàáîòêà óñëîâèé

îïðåäåëåíèÿ êîôåèíà è òðåõ èçîìåðíûõ õëîðîãå-

íîâûõ êèñëîò â ýêñòðàêòàõ íàïèòêîâ ïðè ñîâìå-

ñòíîì ïðèñóòñòâèè ñ îòêàçîì îò àöåòîíèòðèëà.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Ìàòåðèàëû. Èññëåäîâàííûå â ðàáîòå îáðàç-

öû ÷àÿ ìàòå è êîôå áûëè ïðèîáðåòåíû â ðîçíè÷-

íîé òîðãîâëå. Â êà÷åñòâå ñòàíäàðòíûõ âåùåñòâ

èñïîëüçîâàëè ãåìèãèäðàò õëîðîãåíîâîé êèñëîòû

(Aldrich) è êîôåèí (Êèòàé). Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ

ïîäâèæíûõ ôàç è áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ èñïîëüçî-

âàëè àöåòîíèòðèë (gradient grade for liquid chro-

matography, Lichrosolv, Ãåðìàíèÿ), ïðîïàíîë-2

(Ðåàõèì, ÐÔ), ýòèëàöåòàò (Êîìïîíåíò-Ðåàêòèâ,

ÐÔ), îðòîôîñôîðíóþ êèñëîòó (Ðåàõèì, ÐÔ) è

ãèäðîêñèä íàòðèÿ (Ðåàõèì, ÐÔ).

Ýêñòðàêöèÿ. 1 ã ðàñòèòåëüíîãî ìàòåðèàëà

çàëèâàëè 100 ìë êèïÿùåé âîäû è íàñòàèâàëè â

òå÷åíèå 30 ìèí. Ôèëüòðàò îòäåëÿëè îò òâåðäîãî

îñòàòêà ôèëüòðîâàíèåì ÷åðåç áóìàæíûé ôèëüòð.

Ïðîáîïîäãîòîâêó ê îïðåäåëåíèþ ìåòîäîì

ÎÔ ÂÝÆÕ ïðîâîäèëè ìåòîäîì òâåðäîôàçíîé

ýêñòðàêöèè íà êîíöåíòðèðóþùèõ ïàòðîíàõ

ÄÈÀÏÀÊ Ñ18 (ÁèîÕèìÌàê ÑÒ, ÐÔ). Ïàòðîíû

àêòèâèðîâàëè ïðîïóñêàíèåì 5 ìë àöåòîíà è êîí-

äèöèîíèðîâàëè ïðîïóñêàíèåì 15 ìë ðàñòâîðà

0,1 Ì HCl, çàòåì ïðîïóñêàëè ÷åðåç ïàòðîí 50 ìë

ýêñòðàêòà. Ñîåäèíåíèÿ äåñîðáèðîâàëè ñ ïàòðîíà,

ïðîïóñêàÿ 3 ìë ðåýêñòðàãåíòà — ñìåñè àöåòîíèò-

ðèë – ìóðàâüèíàÿ êèñëîòà – âîäà â îáúåìíîì îò-

íîøåíèè 30:30:40 (à) ñ ïîñëåäóþùèì ðàçáàâëå-

íèåì ýëþàòà â 4 ðàçà äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé

èëè ñìåñè ýòèëàöåòàò — ìóðàâüèíàÿ êèñëîòà —

âîäà (5:3:92) (á) ñ äåñîðáöèåé (â) îñòàâøèõñÿ íà

ïàòðîíå âåùåñòâ ýêñòðàãåíòîì (à).

Õðîìàòîãðàôè÷åñêîå îïðåäåëåíèå ïðîâîäèëè

ñ èñïîëüçîâàíèåì õðîìàòîãðàôà Agilent 1200

Infinity, îñíàùåííîãî äåãàçàòîðîì, ãðàäèåíòíûì

íàñîñîì, àâòîäîçàòîðîì, òåðìîñòàòîì êîëîíîê è

äèîäíî-ìàòðè÷íûì äåòåêòîðîì, è äâóõ õðîìàòî-

ãðàôè÷åñêèõ êîëîíîê 150 × 4.6 mm Symmetry

C18, 3,5 ìêì (Waters, ÑØÀ), ðàçëè÷àþùèõñÿ ñðî-

êàìè èñïîëüçîâàíèÿ â ëàáîðàòîðèè.

Çàïèñü, õðàíåíèå è îáðàáîòêó õðîìàòîãðàìì,

à òàêæå îïðåäåëåíèå âðåìåí óäåðæèâàíèÿ è øè-

ðèíû ïèêîâ íà ïîëîâèíå âûñîòû (ìèí) îñóùåñòâ-

ëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Agilent ChemSta-

tion. Â êà÷åñòâå ìåò÷èêà «ìåðòâîãî» âðåìåíè èñ-

ïîëüçîâàëè ùàâåëåâóþ êèñëîòó (äåòåêòèðîâàíèå

íà äëèíå âîëíû 240 íì).

Ðàñ÷åò ëèïîôèëüíîñòè (C log P) ñîåäèíåíèé

âûïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Chem3D ïàêå-

òà ïðîãðàìì Chem Office (PerkinElmer).

Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâ

Âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ íà ðàçäåëåíèå

õëîðîãåíîâûõ êèñëîò è êîôåèíà. Îáðàùåííî-

ôàçîâàÿ ÂÝÆÕ ñ òðàäèöèîííûìè «ìîíîìåðíû-

ìè» îáðàùåííûìè ôàçàìè (ïîëó÷åííûìè ñèëè-

ëèðîâàíèåì ñèëèêàãåëÿ àëêèëäèìåòèëõëîðñèëà-

íàìè) íå îòíîñèòñÿ ê ÷èñëó ìåòîäîâ, óäîáíûõ äëÿ

ðàçäåëåíèÿ èçîìåðîâ ïðè ðàñïðåäåëèòåëüíîì ìå-

õàíèçìå ñîðáöèè. Òàêàÿ ñòàöèîíàðíàÿ ôàçà ðàñ-

ñìàòðèâàåòñÿ êàê àìîðôíàÿ æèäêàÿ ñðåäà, è ðàç-

äåëåíèå ñîðáàòîâ ïîä÷èíÿåòñÿ çàêîíîìåðíîñòÿì

ðàñïðåäåëåíèÿ ìåæäó äâóìÿ íåñìåøèâàþùèìè-

ñÿ ôàçàìè [16], êîòîðûå îáû÷íî ñîïîñòàâëÿþò ñ

êîýôôèöèåíòàìè ðàñïðåäåëåíèÿ â ñèñòåìå ìàñ-

ëî – âîäà. Çíà÷åíèÿ ëîãàðèôìà êîýôôèöèåíòà

ðàñïðåäåëåíèÿ âåùåñòâ ìåæäó îêòàíîëîì-1 è âî-

äîé, C log P, ðàññ÷èòàííûå ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû

Chem3D, îêàçàëèñü îäèíàêîâûìè äëÿ äâóõ èçî-

ìåðîâ õëîðîãåíîâûõ êèñëîò — 3CQA è 5CQA

(–1,879), îòëè÷àÿñü îò çíà÷åíèÿ, ïîëó÷åííîãî äëÿ

4CQA (–1,400), òîãäà êàê êîôåèí îáëàäàë ñóùåñò-

âåííî áîëüøåé ëèïîôèëüíîñòüþ (–0,040). Îäíà-

êî ýêñïåðèìåíòàëüíî íàéäåííûé äëÿ òðåõ ðàç-

ëè÷íûõ òèïîâ ïîäâèæíûõ ôàç (äëÿ îäíîé è òîé

æå ñòàöèîíàðíîé ôàçû) ïîðÿäîê ýëþèðîâàíèÿ

÷åòûðåõ ñîåäèíåíèé íå ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåäñêàçà-

íèÿìè ïî C log P (ðèñ. 2).

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, â ñëó÷àå «ïîïëàâî÷íîãî»

ìåõàíèçìà [17] óäåðæèâàíèå ìîæåò áûòü ÷óâñò-

âèòåëüíûì ê ïîëîæåíèþ êîôåîèëüíûõ ãðóïï â

«ïîïëàâêå». Â ñëó÷àå õëîðîãåíîâûõ êèñëîò â êà-

÷åñòâå «ïîïëàâêà» âûñòóïàåò ñàìàÿ ãèäðîôèëü-

íàÿ ÷àñòü — ðàäèêàë õèííîé êèñëîòû, ïðîíèêíî-

âåíèå êîòîðîãî â ïðèâèòîé Ñ18-ñëîé ìàëîâåðîÿò-

íî. «Ïîïëàâî÷íûé» ìåõàíèçì îòâå÷àåò çà ðàçëè-

÷èå óäåðæèâàíèÿ èçîìåðíûõ õëîðîãåíîâûõ êè-

ñëîò. Ïðè ýòîì íàèáîëåå ÷àñòî â èçâåñòíûõ

ïóáëèêàöèÿõ ïðèâîäèòñÿ ñëåäóþùèé ïîðÿäîê

ýëþèðîâàíèÿ èçîìåðîâ ìîíîêîôåîèëõèííûõ êè-

ñëîò: tR(3CQA) < tR(5CQA) < tR(4CQA), êîòîðûé

ïî ðåçóëüòàòàì íàøèõ èññëåäîâàíèé [18] ìîæåò

÷àñòè÷íî èçìåíèòüñÿ çà ñ÷åò èíâåðñèè âðåìåí

óäåðæèâàíèÿ äâóõ ïîñëåäíèõ èçîìåðîâ.

Îáîñíîâàíèå ïîäõîäà. Èçâåñòíî, ÷òî ôàêòîð

óäåðæèâàíèÿ ñîðáàòîâ â óñëîâèÿõ îáðàùåííî-ôà-

çîâîé õðîìàòîãðàôèè çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè

îðãàíè÷åñêîãî ìîäèôèêàòîðà (ÎÌ) âûáðàííîé

ýëþåíòíîé ñèñòåìû. Íî ïðè èçìåíåíèè êîíöåí-

òðàöèè ÎÌ ìîæåò èçìåíèòüñÿ íå òîëüêî óäåðæè-

âàíèå, íî è ïîðÿäîê ýëþèðîâàíèÿ êîìïîíåíòîâ

ñëîæíûõ ñìåñåé. Ýòî äåëàåò ñðàâíåíèå óäåðæè-
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âàíèÿ âåùåñòâ â ïîäâèæíûõ ôàçàõ ñëó÷àéíî âû-

áðàííîãî ñîñòàâà òàêæå ñëó÷àéíîé õàðàêòåðèñòè-

êîé. Ïîýòîìó åäèíñòâåííûì ýôôåêòèâíûì ìåòî-

äîì êîíòðîëÿ ñåëåêòèâíîñòè ðàçäåëåíèÿ öåëåâûõ

ñîåäèíåíèé ÿâëÿåòñÿ àíàëèç êàðò ðàçäåëåíèÿ,

ïîñòðîåííûõ äëÿ øèðîêîãî äèàïàçîíà (à ïðè íà-

äåæíîé àïïðîêñèìàöèè çà ïðåäåëû èñïîëüçîâàí-

íîãî ñîñòàâà — íà âåñü äèàïàçîí) ñîñòàâà ïîä-

âèæíûõ ôàç âûáðàííîé ýëþåíòíîé ñèñòåìû. Ðàñ-

ñìîòðèì ïîäõîä, îñíîâàííûé íà àíàëèçå îòíîñè-

òåëüíîãî óäåðæèâàíèÿ.

Ïî âûòåñíèòåëüíîé ìîäåëè óäåðæèâàíèÿ [19]

ïðè ñîðáöèè 1 ìîëü èññëåäóåìîãî âåùåñòâà â ïîä-

âèæíóþ ôàçó âûñâîáîæäàåòñÿ n(i) ìîëü îðãàíè-

÷åñêîãî ìîäèôèêàòîðà ïîäâèæíîé ôàçû:

lg k(i) = ai – n(i) lg c(ÎÌ), (1)

ãäå k(i) — ôàêòîð óäåðæèâàíèÿ ñîðáàòà i; ai —

èíòåðñåïò ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè; c(ÎÌ) — ìî-

ëÿðíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÎÌ â ïîäâèæíîé ôàçå.

Àíàëîãè÷íîå óðàâíåíèå ñïðàâåäëèâî äëÿ âå-

ùåñòâà, ïðèíèìàåìîãî â êà÷åñòâå âåùåñòâà ñðàâ-

íåíèÿ, R:

lg k(R) = aR – n(R) lg c(ÎÌ), (2)

ãäå k(R) — ôàêòîð óäåðæèâàíèÿ ñîðáàòà ñðàâíå-

íèÿ.

Èñêëþ÷àÿ êîíöåíòðàöèþ ÎÌ èç óðàâíåíèé

(1) è (2), ïîëó÷àåì óðàâíåíèå îòíîñèòåëüíîãî

óäåðæèâàíèÿ:

lg lgk i
n i

n R
k R a

n i

n R
a

i R
( )

( )

( )
( )

( )

( )
,� � �

lg k(i) = a lg k(R) + b. (3)

È õîòÿ êàê n(i), òàê è n(R) ìîãóò íå îñòàâàòü-

ñÿ ïîñòîÿííûìè â øèðîêîì äèàïàçîíå ñîñòàâà

ïîäâèæíûõ ôàç, èõ ñîîòíîøåíèå, êàê ïîêàçûâà-

åò ýêñïåðèìåíò (ðèñ. 3), îêàçûâàåòñÿ ïîñòîÿííûì

â øèðîêîì äèàïàçîíå. Ïðè ýòîì ïàðàìåòð a ñîîò-

âåòñòâóåò îòíîøåíèþ ÷èñëà ìîëü ÎÌ, âûñâîáîæ-

äàåìûõ ïðè ñîðáöèè àíàëèòà, îòíîñèòåëüíî òàêî-

ãî æå ïàðàìåòðà äëÿ âåùåñòâà ñðàâíåíèÿ, ïîýòî-

ìó ïàðàìåòð a õàðàêòåðèçóåò îñîáåííîñòè ñîëü-

âàòàöèè àíàëèòà ìîëåêóëàìè ÎÌ.

Ïîäâèæíûå ôàçû ñèñòåìû CH3CN – H3PO4 –

H2O. Ïàðàìåòðû óðàâíåíèé îòíîñèòåëüíîãî

óäåðæèâàíèÿ äëÿ âñåõ èññëåäîâàííûõ â ðàáîòå

ñèñòåì ïîäâèæíûõ ôàç, â êîòîðûõ â êà÷åñòâå âå-

ùåñòâà ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàí èçîìåð 5CQA,

ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1. Âûáîð 5QCA áûë îáîñíî-

âàí òåì, ÷òî åãî âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ áëèçêî ê tR

êîôåèíà.

Ïðåèìóùåñòâîì òàêèõ êàðò ðàçäåëåíèÿ ÿâëÿ-

åòñÿ òî, ÷òî áëàãîäàðÿ ëèíåéíîñòè òðåíäîâ [20]

îíè ïîçâîëÿþò ïðîãíîçèðîâàòü ïîðÿäîê ýëþèðî-

âàíèÿ ñîåäèíåíèé äàæå ïðè èñïîëüçîâàíèè ðå-

çóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ äëÿ äâóõ ïîäâèæíûõ ôàç

ðàçëè÷íîãî ñîñòàâà.

Ïîðÿäîê ýëþèðîâàíèÿ óäîáíåå èññëåäîâàòü

íà êàðòå ðàçäåëåíèÿ, êîòîðàÿ äëÿ àöåòîíèòðèëà

èìååò âèä, ïðåäñòàâëåííûé íà ðèñ. 3. Ïðè ïî-

ñòðîåíèè êàðòû ðàçäåëåíèÿ èñïîëüçîâàëè äàí-

íûå äëÿ ïîäâèæíûõ ôàç, ñîäåðæàùèõ 0,3 % îá.

ôîñôîðíîé êèñëîòû è 12,0, 10,5, 9,0, 7,5, 6,0 % îá.

àöåòîíèòðèëà (ñëåâà íàïðàâî) â âîäå.
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Ðèñ. 2. Ðàçäåëåíèå òðåõ êîôåîèëõèííûõ êèñëîò (1 — 3CQA; 2 — 5CQA; 3 — 4CQA) è êîôåèíà (4) â òðåõ ðàçëè÷íûõ ïî-

äâèæíûõ ôàçàõ: À — àöåòîíèòðèë – H3PO4 – âîäà (9:0,3:90,7 ïî îáúåìó); Á — ïðîïàíîë-2 – H3PO4 – âîäà (4,5:0,3:95,2);

Â — ýòèëàöåòàò – H3PO4 – âîäà (2,75:0,3:96,95) (ñòàöèîíàðíàÿ ôàçà — Symmetry® C18 150 × 4,6 ìì, 3,5 ìêì, 30 °C,

ë = 273 íì)

Fig. 2. Separation of three caffeoylquinic acids (1 — 3CQA; 2 — 5CQA; 3 — 4CQA) and caffeine (4) in three different mobile

phases: A) acetonitrile – H3PO4 – water (9:0.3:90.7 by volume); B) propanol-2 – H3PO4 – water (4.5:0.3:95.2); C) ethyl acetate –

H3PO4 – water (2.75:0.3:96.95) (stationary phase — Symmetry® C18 150 × 4.6 mm, 3.5 ìm, 30°C, ë = 273 nm)



Ïî ïðåäñòàâëåííûì äàííûì óäåðæèâàíèå

ïàðû 5CQA – êîôåèí óõóäøàåòñÿ ñ ðîñòîì êîí-

öåíòðàöèè àöåòîíèòðèëà ñ ïîñëåäóþùèì îáðà-

ùåíèåì ïîðÿäêà ýëþèðîâàíèÿ. Ïðè õîðîøåì

ðàçäåëåíèè âñåõ ÷åòûðåõ ñîåäèíåíèé, ïîêàçàí-

íîì íà ðèñ. 3, ýòè óñëîâèÿ íå ïîäõîäÿò äëÿ èõ îï-

ðåäåëåíèÿ, ïîñêîëüêó íà õðîìàòîãðàììàõ ïåðåä

5CQA ìîæåò ïîÿâëÿòüñÿ ïèê 3-ïàðà-êóìàðîèë-

õèííîé è/èëè 3-ôåðóëîèëõèííîé êèñëîò [13].

Ñðåäè ðàñòâîðèòåëåé, ñìåøèâàåìûõ ñ âîäîé

è äîñòóïíûõ â âûñîêî÷èñòîì ñîñòîÿíèè, ðåêîìåí-

äóåòñÿ (äëÿ áîëåå «çåëåíîé» õðîìàòîãðàôèè) çà-

ìåíà àöåòîíèòðèëà íà ïðîïàíîë-2 è ýòèëàöåòàò

[20]. Âûáîð îðòîôîñôîðíîé êèñëîòû âìåñòî òðà-

äèöèîííî èñïîëüçóåìûõ óêñóñíîé, ìóðàâüèíîé è

òðèôòîðóêñóñíîé îáóñëîâëåí íåîáõîäèìîñòüþ èñ-

êëþ÷åíèÿ ýòåðèôèêàöèè ñïèðòà ýòèìè êèñëîòà-

ìè, ÷òî ïðèâîäèò ê íåñòàáèëüíîñòè âðåìåí óäåð-

æèâàíèÿ [21].

Ïîäâèæíûå ôàçû ñèñòåìû ïðîïàíîë-2 –

H3PO4 – H2O (á). Çàìåíà àöåòîíèòðèëà íà ïðîïà-

íîë-2 ïðèâîäèò ê ìåíüøåìó îòíîñèòåëüíîìó

óäåðæèâàíèþ 3CQA è 4CQA çà ñ÷åò áîëüøåãî

ðàçëè÷èÿ ïàðàìåòðîâ a ëèíèé òðåíäîâ äëÿ îáîèõ

èçîìåðîâ (ñì. òàáë. 1 è ðèñ. 3). Äëÿ ïîñòðîåíèÿ

êàðòû ðàçäåëåíèÿ èñïîëüçîâàëè ïîäâèæíûå

ôàçû, ñîäåðæàùèå 0,3 % îá. ôîñôîðíîé êèñëîòû

è 5,8, 5,1, 4,4, 3,7, 3,0 % îá. ïðîïàíîëà-2 (ñëåâà

íàïðàâî) â âîäå. Ïðè ýòîì òàêàÿ çàìåíà íàèáîëåå

çàìåòíî ñêàçàëàñü íà îòíîñèòåëüíîì óäåðæèâà-

íèè êîôåèíà: ïàðàìåòð a ñóùåñòâåííî âîçðîñ,

óêàçûâàÿ íà ëó÷øóþ ñîëüâàòàöèþ êîôåèíà

èçîïðîïèëîâûì ñïèðòîì ïî ñðàâíåíèþ ñ àöåòî-

íèòðèëîì.

Áëàãîäàðÿ ëó÷øåé ñîëüâàòàöèè ïðîïàíî-

ëîì-2 ïèêè êîôåèíà õîðîøî îòäåëÿþòñÿ îò ïèêîâ

ñèëüíåå óäåðæèâàåìîé 5CQA âî âñåõ ïðèåìëå-

ìûõ (ò.å. ñ k îò 2 äî 10) ïîäâèæíûõ ôàçàõ, âïðî-

÷åì, â ïîäâèæíûõ ôàçàõ ñ âûñîêîé ýëþèðóþùåé

ñèëîé âîçìîæíû ïðîáëåìû â ðàçäåëåíèè 5CQA è

4CQA.

Òàêèì îáðàçîì, èçîïðîïèëîâûé ñïèðò ÿâëÿ-

åòñÿ õîðîøåé àëüòåðíàòèâîé àöåòîíèòðèëó, ïðè-

÷åì âàæíî òàêæå è òî, ÷òî îáúåìíàÿ äîëÿ ýòîãî

îðãàíè÷åñêîãî ðàñòâîðèòåëÿ (îò 3 äî 5 %) çàìåòíî

ìåíüøå îáúåìíîé äîëè àöåòîíèòðèëà (5 – 12 %),
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Ðèñ. 3. Êàðòà ðàçäåëåíèÿ ìîíîêîôåîèëõèííûõ êèñëîò è

êîôåèíà â ñèñòåìå ïðîïàíîë-2 – H3PO4 (0,3 % îá.) – âîäà

(á) íà ôîíå êàðòû äëÿ ñèñòåìû àöåòîíèòðèë – H3PO4

(0,3 % îá.) – âîäà (à) ïðè òåìïåðàòóðå 30 °C (íóìåðàöèÿ

ïèêîâ ñîîòâåòñòâóåò ðèñ. 2)

Fig. 3. The map of the separation of monocaffeoylquinic

acids and caffeine in the system propanol-2 – 0.3 %vol.

H3PO4 – water (b) against the background of the map for the

system acetonitrile – 0.3 vol. % H3PO4 – water (a) at a tem-

perature of 30°C (for the numbering of peaks, see Fig. 1)

Òàáëèöà 1. Ïàðàìåòðû óðàâíåíèé îòíîñèòåëüíîãî óäåðæèâàíèÿ òðåõ ìîíîêîôåîèëõèííûõ êèñëîò è êîôåèíà â òðåõ

ðàçëè÷íûõ ýëþåíòíûõ ñèñòåìàõ ÎÌ – H3PO4 (0,3 % îá.) – H2O ïðè òåìïåðàòóðå òåðìîñòàòà êîëîíîê 30 °C

Table 1. Parameters of the equations of relative retention of three monocaffeoylquinic acids and caffeine in three different

eluent systems OM – H3PO4 (0.3 %vol.) – H2O, at a temperature of the column thermostat of 30°C

Îðãàíè÷åñêèé

ìîäèôèêàòîð
Àíàëèò

Ïàðàìåòðû óðàâíåíèÿ (4)

a b R2

CH3CN (6 – 12 % îá.) 3CQA 0,920 –0,292 0,99999

5CQA 1 0 1

4CQA 1,096 0,050 0,99998

Êîôåèí 0,923 0,021 0,9995

Ïðîïàíîë-2

(3 – 6 % îá.)

3CQA 0,942 –0,387 0,99999

5CQA 1 0 1

4CQA 1,138 –0,008 0,99999

Êîôåèí 1,063 –0,168 0,99999

Ýòèëàöåòàò

(1,5 – 4 % îá.)

3CQA 0,891 –0,222 0,99995

5CQA 1 0 1

4CQA 1,205 –0,119 0,99996

Êîôåèí 1,164 –0,653 0,996



òðåáóåìîé äëÿ äîñòèæåíèÿ áëèçêèõ âðåìåí óäåð-

æèâàíèÿ êîôåîèëõèííûõ êèñëîò.

Ïîäâèæíûå ôàçû ñèñòåìû ýòèëàöåòàò –

H3PO4 – H2O (à). Çàìåíà àöåòîíèòðèëà íà ýòèë-

àöåòàò ïðèâîäèò ê åùå áîëüøåìó çíà÷åíèþ ïàðà-

ìåòðà a äëÿ ëèíèè òðåíäà îòíîñèòåëüíîãî óäåð-

æèâàíèÿ 4CQA. Ïîýòîìó ïðè âûñîêîé êîíöåí-

òðàöèè ýòîãî ðàñòâîðèòåëÿ â ïîäâèæíîé ôàçå

áûëà áû âîçìîæíà èíâåðñèÿ óäåðæèâàíèÿ 4CQA

è 5CQA (ðèñ. 4), íî ýòîãî íå ïðîèñõîäèò èç-çà

íèçêîé ðàñòâîðèìîñòè ýòèëàöåòàòà â âîäå. Âàæíî

òàêæå, ÷òî ïðè ýòîì îòíîñèòåëüíîå óäåðæèâàíèå

3CQA âîçðàñòàåò, ïðèâîäÿ ê áîëåå «êîìïàêòíî-

ìó» ýëþèðîâàíèþ òðåõ èçîìåðîâ. Óäåðæèâàíèå

êîôåèíà óìåíüøàåòñÿ çíà÷èòåëüíî — åãî ïèêè

ïîÿâëÿþòñÿ äî ïèêîâ 3CQA, ÷òî òàêæå âàæíî ïðè

ñîçäàíèè óñëîâèé äëÿ îòäåëåíèÿ êîôåèíà îò ñî-

ïóòñòâóþùèõ ïðèìåñåé. Îòìåòèì, ÷òî ðàñõîä

ýòèëàöåòàòà (îò 1,5 äî 4 % îá.) åùå ìåíüøå, ÷åì

ïðîïàíîëà-2, ÷òî ïðåäïî÷òèòåëüíî ñ ýêîëîãè÷å-

ñêîé òî÷êè çðåíèÿ. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàðòû ðàçäå-

ëåíèÿ èñïîëüçîâàëè ïîäâèæíûå ôàçû, ñîäåðæà-

ùèå 0,3 % îá. ôîñôîðíîé êèñëîòû è 4,0, 3,0, 2,5,

2,0, 1,5, 1,0 % îá. ýòèëàöåòàòà (ñëåâà íàïðàâî) â

âîäå äëÿ êîëîíêè, áûâøåé äëèòåëüíîå âðåìÿ â

óïîòðåáëåíèè, è 0,3 % îá. ôîñôîðíîé êèñëîòû è

4,0, 3,4, 2,8, 2,1, 1,5 % îá. ýòèëàöåòàòà (ñëåâà íà-

ïðàâî) â âîäå äëÿ íîâîé êîëîíêè.

Åùå îäíî âàæíîå ñâîéñòâî ýëþåíòíîé ñèñòå-

ìû íà îñíîâå ýòèëàöåòàòà ìîæåò áûòü èñïîëüçî-

âàíî ïðè ïðîáîïîäãîòîâêå. Äåëî â òîì, ÷òî ïîñëå

ñîðáöèè âåùåñòâ èç ýêñòðàêòîâ è êîôå, è ìàòå íà

êîíöåíòðèðóþùèõ ïàòðîíàõ äåñîðáöèÿ ðàñòâî-

ðîì ýòèëàöåòàò – HCOOH – H2O (5:3:92 ïî îáú-

åìó) ïîçâîëÿåò äåñîðáèðîâàòü òîëüêî êîôåèí è

ìîíîêîôåîèëõèííûå êèñëîòû, îñòàâëÿÿ íà ïà-

òðîíå áîëåå ëèïîôèëüíûå ñîåäèíåíèÿ, âêëþ÷àÿ

îêðàøåííûå â êîðè÷íåâûé öâåò ïðîäóêòû ïîëè-

ìåðèçàöèè. Ïðè ýòîì ìîæíî îòêàçàòüñÿ îò ãðàäè-

åíòíîãî ðåæèìà ýëþèðîâàíèÿ äëÿ î÷èñòêè êîëîí-

êè îò ñîïóòñòâóþùèõ ýêñòðàêòèâíûõ âåùåñòâ,

÷òî ñóùåñòâåííî óìåíüøàåò âðåìÿ åäèíè÷íîãî

îïðåäåëåíèÿ è ðàñõîä ïîäâèæíîé ôàçû.

Êðîìå òîãî, íà ðèñ. 4 ñîïîñòàâëåíî îòíîñè-

òåëüíîå óäåðæèâàíèå âñåõ ÷åòûðåõ àíàëèòîâ íà

íîâîé è ñòàðîé êîëîíêàõ: ïîñëåäíþþ äëèòåëüíîå

âðåìÿ èñïîëüçîâàëè ïðè ðàçäåëåíèè àíòîöèàíîâ

â ñèëüíîêèñëûõ ðàñòâîðàõ ñ pH 1,5, âûõîäÿùèõ

çà ðàìêè óñòîé÷èâîñòè ôàçû Symmery C18. Òà-

êîå óäåðæèâàíèå íåèçáåæíî ïðèâîäèò ê ÷àñòè÷-

íîìó óäàëåíèþ ïðèâèòûõ ãðóïï, îñâîáîæäàÿ äîñ-

òóï ê îñòàòî÷íûì ñèëàíîëüíûì ãðóïïàì. Ýòî

ïîäòâåðæäàåòñÿ ñáëèæåíèåì ëèíèè òðåíäîâ íà

ðèñ. 4 äëÿ 4CQA è 5CQA, íî îñîáåííî ñèëüíî âîç-

ðàñòàåò óäåðæèâàíèå êîôåèíà êàê ñëàáîãî îñíî-

âàíèÿ, îáëàäàþùåãî ñêëîííîñòüþ ê îáðàçîâàíèþ

âîäîðîäíûõ ñâÿçåé ñ îñòàòî÷íûìè ñèëàíîëüíû-

ìè ãðóïïàìè.

Îïðåäåëåíèå ìîíîêîôåîèëõèííûõ êèñëîò è

êîôåèíà â êîôå è â ÷àå ìàòå. Äëÿ îäíîâðåìåííî-

ãî îïðåäåëåíèÿ êîôåèíà è ìîíîêîôåîèëõèííûõ

êèñëîò â íàïèòêàõ, ïîëó÷åííûõ èç ìîëîòîãî

êîôå, ðàñòâîðèìîãî êîôå è èçìåëü÷åííûõ ëèñòü-

åâ ïàäóáà ïàðàãâàéñêîãî (÷àé ìàòå), ñîäåðæà-

ùåãî, êàê è êîôå, îäíîâðåìåííî êîôåèí è òðè òà-

êèå æå èçîìåðíûå ìîíîêîôåîèëõèííûå êèñëîòû,

áûëà èñïîëüçîâàíà ïîäâèæíàÿ ôàçà íà îñíîâå

ýòèëàöåòàòà êàê áîëåå «çåëåíîãî» çàìåíèòåëÿ

àöåòîíèòðèëà (ñì. ðèñ. 2).
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Ðèñ. 4. Êàðòà ðàçäåëåíèÿ ìîíîêîôåîèëõèííûõ êèñëîò è

êîôåèíà â ñèñòåìå ýòèëàöåòàò – H3PO4 (0,3 % îá.) – âîäà

íà íîâîé êîëîíêå Symmetry C18 (à) è íà äëèòåëüíî èñ-

ïîëüçóåìîé ðàíåå êîëîíêå (á) ïðè òåìïåðàòóðå 30 °C (íó-

ìåðàöèÿ ïèêîâ ñîîòâåòñòâóåò ðèñ. 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® C18 (a) and on

a long-used column (b) at a temperature of 30°C (for the

numbering of peaks, see Fig. 2)

Òàáëèöà 2. Ñîäåðæàíèå òðåõ ìîíîêîôåîèëõèíûõ êèñëîò è êîôåèíà (ìã/100 ìë) â òðåõ ðàçëè÷íûõ íàïèòêàõ, ïîëó÷åí-

íûõ èç ðàçìîëîòûõ ëèñòüåâ ìàòå, ðàñòâîðèìîãî (Jardin café éclair) è ìîëîòîãî (Tchibo) êîôå (n = 5; P = 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 café éclair) and ground coffee (Tchibo) (n = 5; P = 0.95)

Îáúåêò àíàëèçà 3CQA 5CQA 4CQA Ñóììà CQA Êîôåèí

Ìàòå 64 ± 3 31 ± 2 20 ± 1 115 ± 5 9,3 ± 0,3

Jardin café éclair 24 ± 2 45 ± 3 25 ± 2 94 ± 5 22,9 ± 0,7

Tchibo (ìîëîòûé) 20 ± 2 34,6 ± 3 23 ± 2 78 ± 6 41,4 ± 0,3



Â ðåçóëüòàòå áûëî óñòàíîâëåíî (òàáë. 2), ÷òî

íàïèòîê, ïîëó÷åííûé èç ðàçìîëîòîãî êîôå

Tchibo, ñîäåðæàë ñàìóþ âûñîêóþ êîíöåíòðàöèþ

êîôåèíà, à êîíöåíòðàöèÿ õëîðîãåíîâûõ êèñëîò

áûëà ìàêñèìàëüíîé â ÷àå ìàòå, ïðè÷åì â ýòîì

ñëó÷àå îñíîâíàÿ õëîðîãåíîâàÿ êèñëîòà — 3CQA,

à íå 5CQA, êàê â êîôåéíûõ íàïèòêàõ.

Èñïîëüçîâàííûé ìåòîä «çåëåíîé» õðîìàòî-

ãðàôèè õàðàêòåðèçóåòñÿ ìàëûì âðåìåíåì, íåîá-

õîäèìûì äëÿ ýëþèðîâàíèÿ âñåõ ÷åòûðåõ êîìïî-

íåíòîâ â èçîêðàòè÷åñêîì ðåæèìå, îòñóòñòâèåì

íåîáõîäèìîñòè äëèòåëüíîé î÷èñòêè îò áîëåå ëè-

ïîôèëüíûõ ñîåäèíåíèé è âûâîäà â ðåæèì. Ïîëî-

æåíèå ýëþèðîâàíèÿ êîôåèíà íå íàêëàäûâàåòñÿ

íà ïîëîæåíèÿ ýëþèðîâàíèÿ äðóãèõ ýêñòðàêòèâ-

íûõ âåùåñòâ êàê â ñëó÷àå êîôå, òàê è â ñëó÷àå

ìàòå. Îòñóòñòâèå ïðîñêîêà êîíòðîëèðîâàëè, èñ-

ïîëüçóÿ äâà ïîñëåäîâàòåëüíî ñîåäèíåííûõ ïà-

òðîíà. Ïîëíîòó äåñîðáöèè âåùåñòâ ñ êîíöåíòðè-

ðóþùåãî ïàòðîíà êîíòðîëèðîâàëè, àíàëèçèðóÿ

ðåýêñòðàêò (â) (ñì. ðàçäåë «Ïðîáîïîäãîòîâêà»).

Ïðè ýòîì áûëî íàéäåíî, ÷òî ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ

êîôåèíà è èçîìåðíûõ õëîðîãåíîâûõ êèñëîò íà

âòîðîì ýòàïå áûëà íå íèæå 99 %.

Çàêëþ÷åíèå

Â ðàáîòå âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî çàìåíà àöåòî-

íèòðèëà íà òàêèå áîëåå ýêîëîãè÷åñêè áëàãîïðè-

ÿòíûå (è áîëåå äåøåâûå) ðàñòâîðèòåëè, êàê ïðî-

ïàíîë-2 èëè ýòèëàöåòàò, ïðè ïîäêèñëåíèè ïîä-

âèæíîé ôàçû îðòîôîñôîðíîé êèñëîòîé äëÿ ðàç-

äåëåíèÿ ìîíîêîôîèëõèííûõ êèñëîò è êîôåèíà â

óñëîâèÿõ îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ íå òîëüêî

âîçìîæíà, íî è æåëàòåëüíà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî òà-

êàÿ çàìåíà îñîáåííî ñèëüíî âëèÿåò íà óäåðæèâà-

íèå êîôåèíà, ìåíÿÿ äàæå ïîðÿäîê ýëþèðîâàíèÿ

÷åòûðåõ ðàññìàòðèâàåìûõ ñîåäèíåíèé. Ýòî ïî-

çâîëÿåò âûáðàòü óñëîâèÿ, ïðè êîòîðûõ êîôåèí

îòäåëÿëñÿ áû íå òîëüêî îò ìîíîêîôåîèëõèííûõ

êèñëîò, íî è îò äðóãèõ ñîïóòñòâóþùèõ ýêñòðàê-

òèâíûõ ñîåäèíåíèé, íàïðèìåð, èçîìåðíûõ ïàðà-

êóìàðîèë- è ôåðóëîèëõèííûõ êèñëîò ðåàëüíûõ

ðàñòèòåëüíûõ îáúåêòîâ. Ïðè òâåðäîôàçíîé ýêñ-

òðàêöèè èñïîëüçîâàíèå ýêñòðàãåíòîâ íà îñíîâå

ýòèëàöåòàòà äàåò âîçìîæíîñòü îòäåëèòü ìîíîêî-

ôåîèëõèííûå êèñëîòû (è êîôåèí) îò ñóùåñòâåí-

íî áîëåå ëèïîôèëüíûõ èçîìåðíûõ äèêîôåîèë-

õèííûõ êèñëîò è îêðàøåííûõ ïðîäóêòîâ êîíäåí-

ñàöèè õëîðîãåíîâûõ êèñëîò. Ýòî ïîçâîëÿåò èñ-

ïîëüçîâàòü èçîêðàòè÷åñêèé ðåæèì õðîìàòîãðà-

ôèðîâàíèÿ ïðè ðàçäåëåíèè ìîíîêîôåîèëõèííûõ

êèñëîò è êîôåèíà.
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