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Аннотация 
Фенольные кислоты – производные бензойной и коричной кислот, наряду с флавоноидами, 

сильные антиоксиданты. Они широко распространены в растительном мире. Фенольные кислоты 
содержатся в пищевых продуктах и напитках, как антиоксиданты защищают человека от опасных 
болезней и преждевременного старения. Один из лучших методов разделения и определения 
фенольных кислот ВЭЖХ. В качестве детекторов используются УФ, СПФ диодноматричный, МС и 
амперометрический. В последние годы наибольший интерес вызывает амперометрический детектор 
из-за низкого предела обнаружения (10-9 – 10-12

г) и селективности. В статье приведены данные по 
условиям разделения типовых фенольных кислот – антиоксидантов, пределы детектирования их, 
вольтамперограммы разных фенольных кислот и возможность определения их в кофе, ржи, ячмене. 

Ключевые слова: Фенольные кислоты, антиоксиданты, ВЭЖХ, амперометрический 
детектор, вольтамперограммы 

 
Phenolic acids - derivatives benzoic and cinnamic acids, along with flavonoids, strong antioxidants. 

They widespread in flora. Phenolic acids contain in foodstuff and drinks as antioxidants protect human from 
dangerous illnesses and aging. One of the best methods of separation and determination of phenolic acids is 
HPLC. As detectors are used UV, DAD, MS and amperometric. Last years the greatest interest causes 
amperometric detector because of a low limit of detection (10-9 - 10-12g) and selectivity. In article data on 
conditions of separation of typical phenolic acids - antioxidants, limits of their detection, voltamperograms 
different phenolic acids and possibility of their determination in coffee, a rye, barley are showed. 

Keywords: Phenolic acids, antioxidants, HPLC, amperometric detector, voltamperograms 

Введение 

На рис.1 приведены структурные формулы наиболее распространенных 
бензойных и коричных кислот. Кроме указанных кислот в растительном мире 
встречаются фенольные кислоты с сахарными функциональными группами, эфиры 
кислот и другие их производные. 

Фенольные кислоты в разных количествах присутствуют практически во всех 
растениях и пищевых продуктах растительного происхождения: овощах, фруктах, 
ягодах, зернах. Среди полифенолов фенольные кислоты преобладают в зерновых и 
бобовых культурах [1-9], в частности в ячмене [3], ржи [4], рисе [5], овсе [6] и 
пшенице [7]. 

В зернах ржи, пшеницы, ячменя, проса, риса, кукурузы, овса, маиса, сорго 
обнаружены как производные бензойной кислоты (галловая, салициловая, 
ванилиновая, сиреневая, протокатехиновая и п-гидроксибензойная), так и 
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производные коричной кислоты (феруловая, кофейная, о-, м- и п- кумаровая, 
синаповая) [2]. 

 

 
Рис.1. Структурные формулы фенольных кислот 

 
Больше всего фенольных кислот в разных сортах ржи [2], во ржи больше 

всего феруловой кислоты [4]. В окрашенных злаках содержится также антоцианины. 
Больше всего антиоцианинов в черном рисе и черном сорго, в пурпурной и красной 
кукурузе. 

В работе [10] нами определено суммарное содержание антиоксидантов в 
разных злаках (соя, ячмень, овес, пшеница, кукуруза, просо и рис). Больше всего 
антиоксидантов в сое. Содержание антиоксидантов в пшенице сильно зависело от 
сорта культуры. В свободном виде фенольные кислоты присутствуют в 
незначительном количестве, большая часть их связана с белками, целлюлозой, 
лигнинами. Для выделения их используют гидролиз кислотами, щелочами или 
ферментами. Свободные фенольные кислоты экстрагируются из растительной 
матрицы спиртовыми или другими органическими растворителями. Описаны 
методы экстракции чистым метанолом, хлороформом, смесью метанол – ацетон – 
вода (7:7:6) [8], твердофазная экстракция применяется для отделения нежелательных 
примесей. 

Кислый гидролиз производится 1-2 N HCl (вода со спиртом) в течение 30-60 
минут. Лучшие результаты получены (меньше разложение фенольных кислот) при 2 
N HCl с метанолом в соотношении 1:1. При водных HCl разрушаются 
гидроксикоричные кислоты [8]. При щелочном выделении используют 1-4 N NaOH 
при разных температурах. Для разрыва связи фенольных кислот с сахарными 
остатками используют ферменты (амилаза, целлюлаза, пектиназа) [8]. 

Эксперимент 

В работе использовался жидкостный хроматограф «ЦветЯуза» с 
амперометрическим детектором в окислительном режиме при потенциале на 
рабочем электроде – стеклоуглероде +1,3В. Были исследованы разные колонки с 
С18, наилучшей колонкой оказались колонка фирмы «Феноменекс» Луна 
С18 250х4,6 мм, заполненная сорбентом зернением 5 мкм. 

В качестве элюента использовали смесь бидистиллированной воды с 
ацетонитрилом, скорость потока элюента 1 мл/мин, использовались режимы как 
изократический, так и градиентный. Градиентный режим обеспечивался двумя 

Галловая кислота R1=R2=R3=OH 
п-гидроксибензойная R1=R3=H, R2=OH 
Протокатехиновая R3-H, R1=R3=OH 
Ванилиновая R3=H, R2=OH, R1=OCH3 
Сиреневая R2=OH, R1= R3=OCH3 

Феруловая R1-R2-H, R3-OH, R4-OCH3 
п-Кумаровая R1-R2-R4-H, R3-OH 
Кофейная R1-R2-H, R3-R4-OH 
Синаповая R1-H, R3-OH, R2- R4-OCH3 
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насосами К-120 фирмы «Кнауэр» Для построения вольтамперограмм использовали 
инжекционно-проточную систему (ЦветЯуза-01-АА) с амперометрическим 
детектором. Для градуировки и измерений использовались чистые кислоты фирмы 
“Fluka”. 

Обсуждение результатов 

ВЭЖХ с УФ-детектором чаще других методов используются для определения 
фенольных кислот в растительных продуктах [7, 9]. Однако, в последние годы все 
более привлекательным становится амперометрическое детектирование, т.к. оно 
селективно определяет только фенольные кислоты – антиоксиданты, в отличие от 
УФ – детектора. Пределы амперометрического детектирования фенольных кислот 
иногда на порядок ниже пределов детектирования УФ-детектора [11, 12]. Вышли 
обзоры по применению амперометрического детектора для определения разных 
полифенольных соединений в природных объектах [10, 12-14].  

В таблице 1 приведены некоторые из этих работ. 
 
Таблица 1. Перечень работ по определению фенольных кислот в некоторых 
пищевых продуктах методом ВЭЖХ с амперометрическим детектированием 

Типы фенольных кислот 
Пищевые 
продукты 

Ссылки 

Галловая, прокатехиновая, сиреневая, п-кумариновая, 
кофейная, феруловая, хлорогеновая 

Вино 15 

Кофейная, п-кумаровая, феруловая, ванилиновая, 
хлорогеновые и др. 

Абрикосы разных 
сортов 

16-18 

Феруловая, кофейная, сиреневая Ячмень 19 
Кофейная, п-кумаровая, феруловая и др. Цитрусовый мед 20 

Производные фенольных кислот Мед 21, 22 
Коричные кислоты Солод, пиво 23 
Фенольные кислоты Фрукты 24, 25 
Фенольные кислоты Клубника 26 

Ванилиновая, протокатехиновая и др. Луговой мед 27 
Фенольные кислоты Миндаль 28 

Фенольные кислоты 
Продукты из 

клена 
29 

Фенольные кислоты Эхинацея 30 
 
В работе [15] определено семь фенольных кислот в пяти типах красных вин 

методом обращено-фазового варианта ВЭЖХ в градиентном режиме. 
После оптимизации условий нами был выбран градиентный режим, 

позволяющий полностью разделять тестовую смесь из девяти фенольных кислот за 
40 минут (рис. 2). Используя эти условия, можно проводить быстрый скрининг на 
присутствие этих кислот в растительных объектах. 

По чистым фенольным кислотам (дозирование определенного количества) 
были определены: чувствительность (площадь пика) и пределы детектирования. 
Пределы детектирования определялись по стандартной формуле: 

US

mх2
min

С
⋅

⋅∆⋅= , (1) 
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где х∆  - величина уровня флуктуационных шумов, нА; m - масса введенного 
вещества, г;  S - площадь пика, нА.

с; U - расход элюента, см3/с. 
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Рис. 2 Хроматограмма стандартной смеси фенольных кислот:  

1. 3,4-дигидроксибензойная, 2. хлорогеновая, 3. транс-4-гидроксибензойная,  
4. ванилиновая, 5. 3,4-дигидроксикоричная,  6. сиреневая,  

7. транс-4-гидроксикоричная, 8. 4-гидроки 3-метоксикоричная,  
9. 3,5-диметокси-4-гидроксикоричная.  

Колонка: Феноменекс Луна С18(2) 4,6х250 мм 5 мкм. элюент A: бидистиллированная вода 
рН=2,6, В: 80% ацетонитрил рН=2,6 Градиент: 0-10 мин 10-13% В, 10-23 мин 13% В, 23-40 мин  

13-40 % В. Скорость элюента: 1.00 мл/мин. 
 

Массу m, г, введенного вещества рассчитать по формуле 
m= Co

 . Vg , (2) 
где Со - концентрация вещества в растворе, г/см3; Vg - объем вводимого вещества, 
см

3. 
В таблице 2 приведены значения пределов детектирования для девяти 

фенольных кислот. Пределы детектирования можно снизить, если уменьшить 
уровень шума. 

 
Таблица 2. Пределы амперометрического детектирования некоторых фенольных 
кислот 

№ Название кислоты 
Площадь пика, нА 

с 

Предел 
детектирования, 

г/мл 
1 3,4-дигидроксибензойная 1338.19 1.8 х 10-9 
2 Хлорогеновая 1461.94 1.7 х 10-9 
3 Транс-4-гидроксибензойная 4429.52 5.3 х 10-10 
4 Ванилиновая 1743.99 1.3 х 10-9 
5 3,4-дигидроксикоричная 2029.89 1.2 х 10-9 
6 Сиреневая 2816.91 8.4 х 10-10 
7 Транс-4-гидроксикоричная 3319.87 7.1 х 10-10 
8 4-гидроки 3-метоксикоричная 1779.53 1.3 х 10-9 

9 
3,5-диметокси-4-
гидроксикоричная 

1388.29 1.7 х 10-9 

 
Хроматограмма (рис. 2) стандартной смеси фенольных кислот позволяет 

быстро обнаружить присутствие этих кислот в пищевых и растительных объектах. В 



 

 
Яшин А.Я. / Сорбционные и хроматографические процессы. 2014. Т. 14. Вып. 3 

 

423 

последнее время для быстрого скрининга получают так называемые «профильные» 
хроматограммы [31, 32] Для этих целей амперометрическое детектирование весьма 
перспективно, т.к. оно определяет профиль только антиоксидантов. Для 
идентификации можно использовать вольтамперограммы и отношения сигналов, 
записанные при разных потенциалах. Для примера на рисунке 3 приведены 
вольтамперограммы производных бензойной кислоты. Были получены 
вольтамперограммы и других кислот. 
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Рис. 3. Вольтамперограмма бензойных кислот, полученные 

на приборе «ЦветЯуза-01-АА» 
 
Из вольтамперограмм были определены начальные и максимальные 

потенциалы окисления (таблица 3) для десяти фенольных кислот.  
 
Таблица 3. Значения диапазонов потенциалов окисления (начальных и 
максимальных) фенольных кислот 

Потенциал окисления, В 
№ п/п Название кислоты 

Начальный Максимальный 

1 
3,4 – дигидроксикоричная 

кислота 
0.4  1.3 

2 
3,4 – дигидроксибензойная 

кислота 
0.4 1.2 

3 4 – гидроксибензойная кислота 1 1.6 

4 
Транс – 4 - гидроксикоричная 

кислота 
0.8 1.6 

5 Сиреневая кислота 0.6 1 
6 Ванилиновая кислота 0.8 1.2 

7 
3,5 – диметокси 4 – 

гидроксикоричная кислота 
0.4 1 

8 Хлорогеновая кислота 0.4 1.3 

9 
Транс – 4 – гидрокси 3 – 
метоксикоричная кислота 

0.6 1.3 

10 Галловая кислота 0.4 1.3 
 
Наблюдается сильное различие начальных потенциалов окисления. Многие 

кислоты можно определять даже при потенциалах 0,4 В. Нами измерены десятки 
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образцов разных сортов озимой ржи, представленных ВНИИ сельскохозяйственной 
биотехнологии. Содержание феруловой кислоты колебалось в пределах 400-1000 
мкг Типичная хроматограмма фенольных кислот во ржи приведена на рис.4. 
Градуировочный график получен с коэффициентом корреляции 0,999. 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 мин

500

1000

1500

2000

2500

нА

Ток

ф
ер
у
л
о
в
а
я

 к
т
а

 
Рис. 4. Хроматограмма содержания феруловой кислоты в зернах ржи, 

полученная на хроматографе «ЦветЯуза» с амперометрическим детектором 
 
Из хроматограммы видно, что содержание феруловой кислоты преобладает. 

Значительное количество феруловой кислоты в ячмене, хотя и меньше, чем во ржи. 
Основные полифенолы-антиоксиданты в кофе – это фенольные кислоты. В кофе 
больше всего содержится хлорогеновых кислот (более пятнадцати типов). 
Хлорогеновые кислоты представляют собой моно- или диэфиры хинной и коричной 
кислот. Кофеил-3-хинную кислоту часто называют хлорогеновой. В кофе 
идентифицированы изохлорогеновые (дикофеилхинные в разном положении), а 
также ферулоилхинные, кумароилхинные и др. В кофе также идентифицированы 
следующие фенольные кислоты: феруловая, п-кумаровая, 3,4-диметоксикоричная, 
3,4,5-триметоксикоричная, синаповая и др. [33]. На рис.5 а,б приведены 
хроматограммы фенольных кислот в кофе «арабика» и кофе «робуста». 
Идентифицированы кофейная, галловая и хлорогеновая кислоты. 
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Рис. 5а. Хроматограмма оксиароматических кислот в кофе «арабика» на 

колонке GL WAKOSIL C18AR.  
Хроматограф ЦветЯуза с амперометрическим детектором. 
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Рис. 5б. Хроматограмма оксиароматических кислот в кофе «робуста» на 

колонке GL WAKOSIL C18AR. 
 Хроматограф ЦветЯуза с амперометрическим детектором. 

Заключение 

Приведен краткий обзор применения амперометрического детектирования в 
ВЭЖХ для определения фенольных кислот. Выбраны оптимальные условия 
разделения девяти часто встречающихся в растениях фенольных кислот. Впервые 
получены вольтамперограммы фенольных кислот и оценены их пределы 
амперометрического детектирования. 
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