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Исследована селективность разделения часто встречающихся в природных объектах изомерных
хлорогеновых кислот (3-, 4- и 5-кофеолилхинных кислот, 3CQA, 4CQA и 5CQA соответственно) в
условиях обращенно-фазовой хроматографии на стационарных фазах различных марок: Kromasil
(С18, С8 и С4), Symmetry C18, Reprosil-Pur C18-AQ, Nucleosil RPC18 и Диасфер С18. Полученные
результаты свидетельствуют в пользу механизма удерживания с преимущественно поверхностной
сорбцией. Изменение селективности разделения пары 5CQA и 4CQA коррелирует с изменением ак-
тивности остаточных силанольных групп. При их низкой активности порядок элюирования
3CQA < 5CQA < 4CQA не зависит от режима (изократический или градиентный), типа органическо-
го модификатора и добавки кислоты (муравьиная, ортофосфорная) в подвижную фазу. При росте
активности силанольных групп разделение пары 5CQA и 4CQA ухудшается вплоть до инверсии вре-
мен удерживания. Для надежного разделения трех кислот в растительных объектах (растворимый
кофе, сок, чай “Мате”) выбрана колонка (250 × 4.6 мм) Kromasil 100-5C18.
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ность остаточных силанольных групп неподвижной фазы.
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Хлорогеновые кислоты (ХК), синтезируемые
во многих растениях [1, 2], благодаря присут-
ствию в структуре орто-гидроксильных групп [3]
обладают высокой антиоксидантной активно-
стью, что и определяет интерес к данным соеди-
нениям и к источникам их происхождения [4].
Существуют серьезные разночтения в названиях
этих соединений не только в отечественной, но и
в иностранной литературе [5, 6]. Во-первых, под
ХК в широком смысле понимают не одно соеди-
нение, а группу эфиров хинной кислоты с заме-
щенными коричными кислотами, хотя во множе-
стве публикаций под хлорогеновой кислотой
подразумевается только 5-кофеоилхинная кисло-
та (5CQA). Во-вторых, по правилам ИЮПАК [7]
нумерация атомов углерода в хинной кислоте
определена однозначно (схема), но в ряде публика-
ций применяется нумерации атомов углерода в об-
ратном порядке. Так, известнейший поставщик ре-
активов фирма SIGMA-ALDRICH присваивает
5CQA название 3-O-(trans-3,4-dihydroxycinnamoyl)-
D-quinic acid, trans-3-O-caffeoylquinic acid [8], что,
возможно, и является причиной путаницы.

Среди монокофеоилхинных кислот должно
существовать 4 изомера: 1CQA, 3CQA, 4CQA и

5CQA. Только три из них обычно обнаруживают в
растениях (и не обязательно вместе), благодаря
чему они получили специфические названия
3CQA – неохлорогеновая кислота, 4CQA – крип-
тохлорогеновая, а самую распространенную в
природе 5CQA называют просто хлорогеновая.
Имеются сведения об обнаружении 1CQA [5], для
которой предложено название псевдохлорогено-
вая. 3CQA, 4CQA и 5CQA одновременно синтези-
руются в семенах кофе (до 14% в пересчете на су-
хой материал в зеленом кофе [6]), сохраняются в
обжаренных семенах, правда, к ним при обжарке
добавляется группа лактонов [7].

Порядок нумерации атомов углерода в циклогексановом 
цикле хинной кислоты – (1S,3R,4S,5R)-1,3,4,5-тетрагид-

роксициклогексанкарбоновой кислоты.
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При разделении хлорогеновых кислот методом
обращенно-фазовой хроматографии (ОФ ВЭЖХ)
порядок элюирования 3CQA, 4CQA и 5CQA не-
одинаков для различных условий [9–21] (табл. 1).
Обращение порядка элюирования при измене-
нии состава подвижной фазы довольно часто
встречается в ОФ ВЭЖХ, хотя разделение изоме-
ров нехарактерно для этого метода. В случае ука-
занных трех соединений во всех работах удержи-
вание 3CQA всегда существенно меньше, чем
4CQA и 5CQA. Времена удерживания в большин-
стве опубликованных работ возрастают в ряду:
3CQA < 5CQA < 4CQA. В некоторых исследова-
ниях указывалась последовательность 3CQA <
< 4CQA < 5CQA, известны также работы, в кото-
рых 4CQA и 5CQA не разделяются.

Цель настоящей работы – выявление факто-
ров, способствующих изменению селективности
разделения изомерных ХК (3CQA, 4CQA и 5CQA)
в ОФ ВЭЖХ, и нахождение условий их надежного
разделения и определения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали 5CQA (chlorogenic acid
hemihydrate, Aldrich). Смесь трех изомерных кис-
лот (3CQA, 4CQA и 5CQA) выделяли из экстракта
зерен зеленого кофе. Для этого экстракт, полу-
ченный настаиванием размолотых зерен в 0.1 М
HCl, очищали на патронах Диапак С18 (БиоХим-

Мак СТ, Москва), пропуская 20 мл экстракта че-
рез два последовательно соединенных патрона
(для исключения проскока 3CQA). Сумму кислот
элюировали 4 мл водного раствора, содержащего
10 об. % ацетонитрила и 1 об. % муравьиной кис-
лоты. Все три изомерные кислоты имеют близкие
УФ-спектры (λmax 325–326 нм) и идентичные
масс-спектры (m/z = 353.0 для отрицательно за-
ряженных ионов). Правильность отнесения пика
3CQA подтверждали сопоставлением времен
удерживания кислоты из смеси и основной фе-
нольной кислоты сока вишни [22]. Для отнесения
пика 4CQA сопоставляли относительные времена
удерживания (tR) и порядок элюирования с дан-
ными [13, 23].

При определении ХК в образцах растворимого
кофе навески кофе растворяли в подвижной фазе
и фильтровали через фильтр Phenex с диаметром
пор 0.45 мкм. Экстракт чая “Мате” получали на-
стаиванием измельченного материала в подвиж-
ной фазе с последующим отделением раститель-
ного остатка фильтрованием. Образцы сока раз-
бавляли подвижной фазой в соотношении 1 : 1 по
объему.

Мертвое время колонки определяли по удер-
живанию щавелевой кислоты, характеризующейся
меньшим значением параметра липофильности
(ClogP = –1.19 ± 0.58) по сравнению с урацилом
(ClogP = –0.71 ± 0.29) (параметры липофильности

Таблица 1. Порядок удерживания изомерных хлорогеновых кислот в различных хроматографических системах
с градиентным режимом элюирования

* Изократический режим, ** HEDP – оксиэтилидендифосфоновая кислота (1-гидроксиэтан-1,1-дифосфоновая кислота).

Стационарная фаза Подвижная фаза Литература

3CQA < 4CQA < 5CQA
Synergi Polar-RP (4 мкм) 5–25% CH3CN, 1% HCOOH, вода  [8]
Spherisorb 5-ODS CH3OH, цитратный буферный раствор (pH 2.5)  [9]
Hypersil ODS 25% CH3OH, 2% СH3COOH, вода*  [10]

3CQA < 4CQA = 5CQA
Superspher 100 RP 18 СH3OH, H3PO4, вода  [11]

3CQA < 5CQA < 4CQA
Capcell Pak C18 ACR СH3CN, CH3COOH, CH3OH, HEDP**, вода  [12]
Venusil MP C18 СH3CN, HCOOH, вода  [13]
Lichrosphere 100, C18 СH3CN, фосфатный буферный раствор (рН 2.7)  [14]
Kinetex C18 СН3CN, трифторуксусная кислота, вода  [15]
Accucore C18 СH3CN, H3PO4, вода  [16]
Hypersil-ODS СH3OH, CH3COOH, вода  [17]
Rexchrom, ODS-C18 СH3OH, цитратный буферный раствор (рН 2.5)  [18]
Inertsil ODS-3 СH3OH (+CH3CN), H3PO4, вода  [19]
Magic C30 СH3OH (+CH3CN), HCOOH, вода  [20]
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рассчитывали с помощью программы ChemSketch
12.0).

Хроматографическое поведение ХК исследо-
вали в изократических режимах с использовани-
ем хроматографической системы Agilent 1260 In-
finity с диодно-матричным и масс-спектрометри-
ческим детекторами на хроматографических
колонках: К18 – (100 × 4.6 мм) Kromasil 100-5C18;
К8 – (100 × 4.6 мм) Kromasil 100-5C8, К4 – (100 ×
× 4.6 мм) Kromasil 100-5C4; 2K18 – (250 × 4.6 мм)
Kromasil 100-5C18; S18 – (150 × 4.6 мм) Symmetry
C18 (3.5 мкм); R18 – (150 × 4.6 мм) Reprosil-Pur
5C18-AQ; 1Д18 – (250 × 4.6 мм) Диасфер-110-
5C18; 2Д18 – (100 × 4.0 мм) Диасфер-110-5C18 и
N18 – (250 × 4.0 мм) Nucleosil RP-C18. Масс-
спектры записывали в режиме ионизации элек-
трораспылением при сканировании отрицатель-
но заряженных ионов.

Хлорогеновые кислоты определяли в образцах
растворимого кофе, напитка (чая) “Мате”, виш-
невого и яблочного соков на колонке К18, защи-
щенной предколонкой (10 × 4.6 мм), Kromasil
100-5C18 в градиентном режиме с подвижными
фазами А (10 об. % ацетонитрила и 1 об. % мура-
вьиной кислоты в воде) и Б (40 об. % ацетонитри-
ла и 1 об. % муравьиной кислоты в воде). Про-
грамма градиента: 0 мин – 0% Б, 10 мин – 0% Б,
20 мин – 100% Б, 21 мин – 0% Б, 30 мин – 0% Б.
Хроматограммы записывали при 325 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для дифференциации распределительного и
адсорбционного (гидрофобного выталкивания на
поверхность) механизмов в условиях ОФ ВЭЖХ
удобно воспользоваться сопоставлением удержи-
вания сорбатов на силикагелях (желательно од-
ной марки) с различной длиной привитого углево-
дородного радикала. Для веществ, удерживающих-
ся предпочтительно по механизму распределения,
удерживание сильно зависит от объема привитой

фазы, и времена удерживания резко уменьшаются в
ряду tR(C18)  tR(C8)  tR(C4) [13].

Для каждого из изомеров по данным для не-
скольких различных составов подвижных фаз в
соответствии с подходом [24] факторы удержива-
ния описали зависимостями типа:

(1)

где i – исследуемый изомер (5СQA, 4 QCA или
3CQA), х – тип обращенной фазы. Результаты
представлены в табл. 2.

Абсолютные времена удерживания 5CQA на
трех стационарных фазах С18, С8 и С4 в элюенте,
содержащем 10 об. % ацетонитрила и 1 об. % му-
равьиной кислоты в воде, почти совпадают. При
этом в элюентах с меньшей элюирующей силой
удерживание оказывается немного больше на фа-
зе С18, уменьшаясь последовательно при перехо-
де к фазам С8 и С4. В элюентах же с бóльшей элю-
ирующей силой (в левой части) ситуация обратна
указанной выше. Но по логарифмам факторов
удерживания (из-за различия в мертвых объемах)
при переходе от фазы С18 к С8 и далее к С4 удер-
живание всех трех изомеров несколько уменьша-
ется (табл. 2). Общая тенденция – уменьшение
наклонов линий трендов от фазы С18 к С4, но это
уменьшение несопоставимо с изменениями для
веществ, удерживающихся по механизму распре-
деления [24]. Следовательно, большое число гид-
роксильных групп в структурах ХК препятствует
их полному свободному проникновению вглубь
привитой фазы, т.е. механизм удерживания бли-
же к гидрофобному выталкиванию на поверх-
ность сорбента.

Анализ селективности разделения изомеров
удобнее проводить по картам разделения [24]
(рис. 1). Для построения таких карт в нескольких
составах подвижных фаз определили факторы
удерживания изомерных ХК и получили зависи-
мости удерживания каждого из изомеров относи-
тельно одного, выбранного в качестве реперного

@ @

lg ( , ) = lg ( , C18) ,k i x a k i + b

Таблица 2. Параметры уравнения (1) для относительного удерживания изомерных хлорогеновых кислот на трех
стационарных фазах для двух систем элюирования

Стационарная
фаза

3CQA 4CQA 5CQA

a b a b a b

Ацетонитрил–муравьиная кислота–вода
С18 1 0 1 0 1 0
С8 0.821 0.070 0.863 0.067 0.886 0.073
С4 0.719 0.092 0.794 0.100 0.813 0.099

Метанол–муравьиная кислота–вода
С18 1 0 1 0 1 0
С8 0.847 –0.011 0.872 –0.024 0.896 0.004
С4 0.803 –0.011 0.866 –0.041 0.913 –0.040
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соединения. В качестве реперного соединения
выбрали 5CQA как наиболее часто встречающий-
ся в природе изомер. Уравнения относительного
удерживания имеют вид:

(2)

где i – исследуемый изомер (5СQA, 4QCA или
3CQA), х – тип обращенной фазы.

Анализируя карту разделения, можно утвер-
ждать, что для всех исследованных составов по-
движных фаз системы вода–ацетонитрил–мура-
вьиная кислота и всех использованных в работе
стационарных фаз порядок элюирования ХК
остается постоянным: tR(3CQA) < tR(5QCA) <
< tR(4CQA). Хотя наклон линии тренда на карте
разделения для 4CQA немного меньше, чем для
5CQA, обращение порядка элюирования этих
двух веществ не может произойти за счет измене-
ния состава подвижной фазы как для изократиче-
ских, так и для градиентных режимов. При этом
переход от фазы С18 к С4 (что соответствует бóль-
шей доступности полярных групп сорбента) при-
водит лишь к небольшому уменьшению степени
разделения пары изомеров 4CQA и 5CQA.

Замена ацетонитрила на метанол может по-
влиять на селективность разделения изомерных
ХК, поскольку при этом исключаются π-взаимо-
действия между сорбатами и подвижной фазой.
Однако в нашем случае такая замена привела
только к относительному уменьшению удержива-
ния 3CQA при незначительных изменениях се-
лективности разделения пары 4CQA и 5CQA не
только для фазы С18 (табл. 2), но и для остальных

( ) ( )lg , lg 5CQA, ,k i x a k x b= +

фаз. Судя по корреляционным зависимостям
удерживания по уравнению (1), механизм сорб-
ции ХК также не изменяется при замене органи-
ческого растворителя подвижной фазы.

Замена муравьиной кислоты в подвижной фа-
зе на ортофосфорную также не приводит к замет-
ным изменениям селективности разделения изо-
мерных ХК. Таким образом, для изменения се-
лективности разделения хлорогеновых кислот
необходимо использовать стационарные обра-
щенные фазы со специфическими свойствами.

На рис. 2 представлена карта разделения ХК на
стационарных фазах Kromasil 100-5C18 (K2),
Symmetry C18 (S18) и Reprosil-Pur C18-AQ (R18).
Факторы удерживания ХК на стационарных фа-
зах 2K18 и S18 близки по абсолютной величине
при всех составах подвижной фазы ацетонитрил–
уксусная кислота–вода; еще меньше различий
наблюдали на линиях трендов относительного
удерживания. Но для стационарной фазы R18
удерживание 4CQA и 3CQA заметно уменьшилось,
затрудняя разделение пары изомеров 4CQA и
5CQA. Стационарная фаза R18 (по сведениям про-
изводителей) отличается устойчивостью к коллапсу
за счет специфического гидрофильного эндкеп-
пинга. Эта особенность фазы и привела к измене-
нию селективности разделения изомерных ХК.

Предполагая, что именно свойства подложки,
а не привитой фазы определяют селективность
разделения ХК, изучено их разделение на двух
стационарных фазах одного производителя, раз-
личие свойств которых может быть связано с из-
менением активности остаточных силанольных

Рис. 1. Карта разделения хлорогеновых кислот на ста-
ционарных фазах марки Kromasil с подвижными фа-
зами ацетонитрил–муравьиная кислота–вода. 1 –
3CQA, 2 – 5CQA, 3 – 4CQA. Стационарные фазы:
(d) – С18, (j) – С8, (m) – С4.
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Рис. 2. Карта разделения хлорогеновых кислот на ста-
ционарных фазах Kromasil 100-5С18 (d), Symmetry
C18 (j) и Reprosil-Pur C180AQ (m) с подвижными фа-
зами ацетонитрил–муравьиная кислота–вода. 1 –
3CQA, 2 – 5CQA, 3 – 4CQA.
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групп. Для этого использовали новую колонку,
заполненную фазой Диасфер-110-С18 (2К18), и
колонку с той же стационарной фазой после дли-
тельного использования, включая определение
антоцианов при высокой концентрации муравьи-
ной кислоты (10 об. %), которая способствует
гидролизу привитых групп. И, действительно,
степень разделения пары 4CQA и 5CQA заметно
уменьшилась (рис. 3). Более того, на колонке Nu-
cleosil RP-C18 после продолжительной эксплуа-
тации обнаружено обращение порядка элюиро-
вания изомеров указанной пары (рис. 3).

Повышенная активность остаточных сила-
нольных групп стационарных фаз с измененной
селективностью разделения 4CQA и 5CQA под-
тверждена тестом по ранее предложенной мето-
дике [26], в которой исследована корреляция
между удерживанием п-толуидина (п-Т) относи-
тельно п-крезола (п-К) в элюентах, содержащих
20–40 об. % ацетонитрила в 0.001 М фосфатном
буферном растворе с рН 7.

(3)

Для фазы N18 удерживание n-T превысило
удерживание n-K; повышение активности сила-
нольных групп фазы 2Д18 (по сравнению с новой
фазой 1Д18) оказалось также весьма заметным
(рис. 4).

Экспериментально обнаруженное влияние си-
ланольных групп на удерживание приповерх-
ностной сорбции ХК можно объяснить состояни-

( ) ( )lg -T lg -K .k n a k n b= +

ем привитого слоя при низком содержании орга-
нического модификатора в подвижной фазе.
Поверхность силикагеля в этих условиях может
быть покрыта хаотично прижатыми к ней октаде-
цильными радикалами, что увеличивает доступ-
ность силанольных групп для сорбатов.

С использованием селективной для разделе-
ния изомерных ХК стационарной фазы К18 про-
анализировали несколько различных образцов,
результаты представлены в табл. 3. Для надежно-
го количественного определения ХК в раститель-
ных объектах использовали градиентный режим
(рис. 5). Это необходимо для устранения влияния
сольватохромного эффекта на электронные спек-
тры веществ при использовании одного стандарт-
ного образца – 5CQA – вместо трех изомеров [13]
в методе внешнего стандарта. Изомерные хлоро-
геновые кислоты разделяли на первом изократи-
ческом отрезке. На втором отрезке использовали
быстрый градиент для удаления из колонки ве-
ществ с большим удерживанием. В исследован-
ных образцах растворимого кофе обнаружили все
три изомерные ХК, хотя и в различных соотноше-
ниях. Они же были найдены и в чае “Мате”, кото-
рый по высокому содержанию ХК скорее напо-
минает кофе, а не чай, основными компонентами
которого должны быть производные флаванолов
[26]. В яблочном и вишневом соках детектируется
5CQA. Основной ХК в вишневом соке оказалась
3CQA, однако этой кислоты практически нет в
яблочном соке; в последнем образце также обна-
ружена 4CQA в небольшом количестве.

Рис. 3. Разделение хлорогеновых кислот с подвижной
фазой, содержащей 10 об. % ацетонитрила и 1 об. %
муравьиной кислоты, на стационарных фазах 1К18
(а), 2К18 (б) и N18 (в): 1 – 3CQA, 2 – 5CQA, 3 – 4CQA.
Расход подвижной фазы 1 мл/мин (а) и (в),
0.8 мл/мин (б); длина волны детектора 325 нм.
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Рис. 4. Карта разделения п-толуидина относительно
п-крезола: 1 – п-К, 2–4 – п-Т, 2 – точки для удержи-
вания на колонке 1К18, 3 – на колонке 2К18, 4 – на
колонке N18.
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* * *

Таким образом, основной фактор, влияющий
на порядок элюирования и степень разделения
изомерных ХК в условиях ОФ ВЭЖХ, – актив-
ность остаточных силанольных групп. При низ-
кой активности силанольных групп порядок элю-
ирования сохраняется неизменным: 3CQA <
< 5CQA < 4CQA с полным (до базовой линии)
разделением изомеров вне зависимости от соста-
ва водно-метанольных или водно-ацетонитриль-
ных подвижных фаз, подкисленных муравьиной
или ортофосфорной кислотами. Это обеспечива-
ет надежное определение всех трех изомеров.
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