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ВВЕДЕНИЕ. Спиртовой экстракт Nonea rossica Steven согласно данным литера-
туры проявляет антикоагулянтную, противомикробную и противогрибковую 
активность, что может быть связано с наличием в составе растения кофейной 
кислоты и ее дериватов. Для стандартизации сырья необходима разработка ме-
тодики количественного определения кофейной кислоты. Наиболее перспек-
тивным методом такого определения является высокоэффективная жидкостная 
хроматография (ВЭЖХ).
ЦЕЛЬ. Разработка и валидация методики определения кофейной кислоты в тра-
ве нонеи русской с использованием ВЭЖХ.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Объектом исследования служила надземная часть но-
неи русской, заготовленная в Новосибирской области на остепненном луге в пе-
риод цветения. Исследование проводили на жидкостном хроматографе Agilent 
1100 с колонкой Zorbax SB-C18 (150 мм × 2,1 мм × 3,5 мкм) и детектированием 
при 330 нм.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Хроматографические условия подобраны таким образом, чтобы 
обеспечить получение пика кофейной кислоты, соответствующего одной моле-
кулярной форме, а также достичь приемлемого разрешения пиков компонентов 
экстракта при максимальной интенсивности пика аналита. Разработаны усло-
вия градиентного элюирования с использованием двухкомпонентной подвиж-
ной фазы: метанола (растворитель Б) и 0,01 М KH2PO4 водного раствора, рН 2,70 
(растворитель А) при скорости потока 0,25 мл/мин. В этих условиях кофейная 
кислота элюировалась через 13,5 мин при общем времени анализа 60 мин. Ме-
тодика валидирована по критериям: специфичность, аналитическая область, 
пределы обнаружения и количественного определения, правильность, повто-
ряемость и внутрилабораторная прецизионность.
ВЫВОДЫ. Разработана и валидирована методика количественного определе-
ния кофейной кислоты в траве нонеи русской методом ВЭЖХ. Относительное 
стандартное отклонение результатов анализа не превышало 5,0%. Методика 
может применяться при стандартизации лекарственного растительного сырья 
«Нонеи русской трава» для его последующего использования в медицинской 
практике.
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INTRODUCTION. According to the literature, alcoholic extracts of Nonea rossica 
Steven have anticoagulant, antimicrobial, and antifungal properties, which may be 
due to the presence of caffeic acid and its derivatives in the plant. The standard-
isation of this herbal drug requires the development of an analytical procedure for 
the quantitative determination of caffeic acid, and the most promising method for 
this is high-performance liquid chromatography (HPLC).
AIM. This study aimed to develop and validate an analytical procedure for the quanti-
tative determination of caffeic acid in Nonea rossica herb by HPLC.
MATERIALS AND METHODS. The study focused on the aerial parts of Nonea ros-
sica plants collected in a steppificated meadow in the Novosibirsk Region during 
the flowering stage. The study used an Agilent 1100 Series HPLC system equipped 
with a Zorbax SB-C18 column (150 × 2.1 mm, 3.5 μm) and a detector operating at 
a wavelength of 330 nm.
RESULTS. The authors selected chromatographic conditions to obtain one peak 
per one molecular form of caffeic acid, an acceptable resolution of the extract 
components, and the maximum intensity of the analyte peak. The gradient elu-
tion conditions developed in this study were as follows: a two-component mo-
bile phase, including a 0.01  M aqueous solution of KH2PO4 with a pH of 2.70 
(Solvent  A) and methanol (Solvent  B), and a flow rate of 0.25  mL/min. Under 
these conditions, caffeic acid eluted at 13.5 minutes, and the total analysis time 
was 60 minutes. The analytical procedure was validated for its specificity, ana-
lytical range, detection limit, quantitation limit, accuracy, repeatability, and in-
tralaboratory precision.
CONCLUSIONS. The developed and validated analytical procedure for the quantita-
tive determination of caffeic acid in Nonea rossica herb by HPLC provides results 
with a relative standard deviation of ≤5.0%. The analytical procedure can be used 
to standardise the herbal drug Noneae rossicae herba for further use in medicinal 
practice.

Keywords: Nonea rossica; caffeic acid; HPLC; high-performance liquid chromatography; validation of analytical 
procedures; herbal drug; standardisation
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ВВЕДЕНИЕ
В ранее проведенных нами исследованиях была 
показана антикоагулянтная, а также противо-
микробная (в отношении Staphylococcus aureus 
и Bacillus cereus) и противогрибковая (в отноше-
нии Candida albicans) активность спиртового (70%) 
экстракта из надземной части нонеи русской 
(Nonea rossica Steven) семейства Boraginaceae [1, 
2]. В соответствии с данными литературы уста-
новлено, что такие виды активности могут быть 
обусловлены присутствием в экстракте веществ 
фенольной природы [3, 4].

Проведенные исследования химического со-
става надземной части нонеи русской пока-
зали преобладание фенольных продуктов 
вторичного метаболизма растения [5]: флаво-
нолов (производных кверцетина и кемпферо-
ла) и гидроксициннаматов (дериватов кофей-
ной кислоты). Следует заметить, что впервые 
выделенное соединение  — нонеазид  — (квер-
цетин-3-О-(2´ -́О-кофеил-6´ -́О-ацетил)-β-D-глю-
копиранозид) является источником кофейной 
кислоты [5], которая будет образовываться 
в результате гидролиза нонеазида при его пе-
роральном поступлении в желудочно-кишеч-
ный тракт. С кофейной кислотой может быть 
связана установленная бактериостатиче-
ская активность в отношении исследованных 
культур [6, 7]. Кемпферол обладает способно-
стью уменьшать или предотвращать тромботи-
ческие осложнения за счет различных биохи-
мических каскадов [3, 8].

Для эффективного терапевтического при-
менения лекарственных препаратов, в том 
числе растительных, необходимо для их полу-
чения использовать сырье с известным хими-
ческим составом и установленными предела-
ми содержания активных компонентов. В этой 
связи существует необходимость стандарти-
зации лекарственного растительного сырья 
(ЛРС) «Нонеи русской трава». В качестве по-
казателя для определения доброкачествен-
ности сырья целесообразно нормировать ко-
личественное содержание кофейной кислоты 
в ЛРС исследуемого вида. Следует отметить, 

что согласно принятым нормам1 кофейная кис-
лота как гидроксикоричная кислота с доказан-
ной эссенциальностью [6, 7] относится к ка-
тегории «Минорные биологически активные 
вещества пищи — природные вещества с уста-
новленными химической структурой и фи-
зиологическим действием, присутствующие 
в пище в малых количествах (миллиграммах 
или микрограммах) и играющие доказанную 
роль в поддержании здоровья, выполняющие 
функции экзогенных регуляторов метаболиз-
ма», для которых конкретные величины необ-
ходимого уровня потребления не установлены. 
Поэтому определение количественного содер-
жания в ЛРС требует точной и высокочувстви-
тельной методики измерений.

В российской фармацевтической практике 
для оценки количественного содержания ок-
сикоричных кислот в ЛРС используют спектро-
фотометрический метод анализа [9], отлича-
ющийся достаточной простотой выполнения, 
доступностью оборудования, высокой вос-
производимостью, отсутствием трудоемких 
операций и небольшим количеством использу-
емых реактивов. Однако растительное сырье 
характеризуется многокомпонентным составом 
оптически активных соединений, которые так-
же могут поглощать в аналитической области 
спектра, характерной для оксикоричных кислот. 
Согласно закону Бугера–Ламберта–Бера погло-
щение излучения обладает свойством аддитив-
ности, и результирующая оптическая плотность 
будет равна сумме оптических плотностей всех 
веществ, имеющих близкие спектральные ха-
рактеристики. Поэтому методом прямой спек-
трофотометрии могут быть получены завышен-
ные результаты, не соответствующие истинному 
содержанию оксикоричных кислот [10].

Более информативным является метод высо-
коэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) с диодно-матричным детектированием 
[11, 12], позволяющий установить качественный 
состав и количественное содержание отдельных 
компонентов и характеризующийся высокой 
точностью и воспроизводимостью.

1 МР 2.3.1.0253-21. 2.3.1. Гигиена питания. Рациональное питание. Нормы физиологических потребностей в энергии и пи-
щевых веществах для различных групп населения Российской Федерации. М.: Федеральная служба по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия человека; 2021. 
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На данный момент метод ВЭЖХ для стандарти-
зации ЛРС по содержанию оксикоричных кислот 
используется довольно редко, о применении 
данного метода имеются лишь отдельные со-
общения [13–15]. Проанализировав требова-
ния Государственной фармакопеи Российской 
Федерации (ГФ РФ), установили, что для коли-
чественного определения оксикоричных кислот 
данный метод не используется, а для определе-
ния качественного состава — только для сырья 
родиолы розовой2.

В зарубежной практике метод ВЭЖХ использу-
ют в исследовательской работе для определе-
ния оксикоричных кислот (хинной, цикориевой, 
розмариновой, кофейной) [16, 17]. Применяют 
также метод высокоэффективной тонкослой-
ной хроматографии (ВЭТСХ), позволяющий од-
новременно определять несколько десятков 
соединений [18]. Однако ВЭТСХ-метод требу-
ет дорогостоящего оборудования и ограничен 
в применении из-за нестабильности соединений 
на воздухе и различий в результатах количе-
ственного анализа от пластины к пластине [19].

Таким образом, использование селективного 
и чувствительного метода ВЭЖХ для количествен-
ного определения кофейной кислоты при иссле-
довании и стандартизации ЛРС на примере травы 
нонеи русской является актуальной задачей.

Цель работы  — разработка и валидация мето-
дики определения кофейной кислоты в траве 
нонеи русской с использованием высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования использовали 
надземную часть нонеи русской, заготовлен-
ной в окрестностях д. Воробьево Колыванского 
р-она Новосибирской обл. (с.ш. 55°31 ,́ в.д. 
82°57´) на остепненном луге в период цветения 
в 2023 г. Собранное сырье доводили до воз-
душно-сухого состояния и измельчали до раз-
мера частиц, проходящих сквозь сито № 3 (ТУ 
3618-001-39436682-98) с размером отверстий 
3 мм. Влажность сырья определяли по стан-
дартной методике в сушильном шкафу СНОЛ-
3,5.5.3,5/5-И2 (ООО «НПФ ТермИКС»). Для экс-
тракции из сырья целевой группы биологически 
активных соединений были взяты девять точных 
навесок измельченной травы нонеи русской 

массой 1,4–2,6 г, взвешенных на аналитических 
весах SQP-F Quintix 215D-10RU (Sartorius Lab 
Instruments GmbH). Экстракцию проводили в от-
работанных ранее условиях [20]: размер частиц 
сырья 0,2–3 мм, экстрагент  — спирт этиловый 
70%, соотношение сырье–экстрагент 1:20, время 
экстракции — 60 мин при настаивании на водя-
ной бане, количество повторов — 2.

Полученные экстракты охлаждали, затем 
фильтровали в колбу ротационного испарителя 
Rotavapor R-200 (BUCHI Labortechnik AG) и удаля-
ли растворитель при температуре 60 °С. К полу-
ченному сухому остатку добавляли 2 мл метанола 
(«для ВЭЖХ», J.T. Baker) и помещали в ультразву-
ковую ванну УЗВ-2,8 (ООО «Сапфир») на 3  мин. 
Далее извлечения фильтровали через шприце-
вой фильтр из политетрафторэтилена с диамет-
ром пор 0,45 мкм (ANPEL Laboratory Technologies 
Inc.) в виалы для хроматографии.

Точную навеску кофейной кислоты (≥98,0, Sigma-
Aldrich) массой 5,0 мг растворяли в 5 мл метанола, 
перемешивали, фильтровали через шприцевой 
фильтр с диаметром пор 0,45 мкм. Полученный 
раствор сравнения (1 мг/мл кофейной кислоты) 
использовали для приготовления серии рабо-
чих градуировочных растворов, содержащих 
0,1, 0,25, 0,5, 1, 5, 10, 100, 500 мкг/мл кофейной 
кислоты в метаноле.

Анализ экстрактов выполняли на жидкостном 
хроматографе Agilent 1100 (Agilent Technologies) 
с диодно-матричным детектором при длине вол-
ны 330 нм. Для хроматографирования исполь-
зовали колонку Zorbax SB 150×2,1 мм (Agilent 
Technologies), заполненную сорбентом C18 с зер-
нением 3,5 мкм. Состав подвижной фазы: 0,01 М 
раствор калия дигидрофосфата (ч., «РусХим») 
рН  2,70 (А) и метанол (Б). Режим элюирования 
градиентный: 10–100% (Б) 0–60 мин, 100% (Б) 60–
65  мин со скоростью 0,25  мл/мин. Температура 
колонки — 30 °С, объем вводимой пробы — 2 мкл.

Валидация разработанной методики была вы-
полнена по показателям: специфичность, ана-
литическая область, пределы обнаружения 
и количественного определения, правильность, 
повторяемость, внутрилабораторная преци-
зионность в соответствии с требованиями 
ОФС.1.1.00123. Для статистической обработки 
данных использовали принятые методики4 и про-
граммное обеспечение Microsoft Office Excel.

2 ФС.2.5.0036.15 Родиолы розовой корневища и корни. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018. 
3 ОФС.1.1.0012 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
4 ОФС.1.1.0013 Статистическая обработка результатов физических, физико-химических и химических испытаний. Государ-

ственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
 Никитин ВИ. Первичная статистическая обработка экспериментальных данных. Самара: Самарский государственный тех-

нический университет; 2017.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Хроматографические условия были подобраны 
таким образом, чтобы обеспечить получение 
пика кофейной кислоты, соответствующего од-
ной молекулярной форме вещества, а также до-
стичь приемлемого разрешения между пиками 
компонентов экстракта при максимальной ин-
тенсивности пика кофейной кислоты.

Кофейная кислота имеет хорошую раствори-
мость как в ацетонитриле, так и в метаноле, од-
нако использование ацетонитрила в качестве 
органического компонента подвижной фазы, 
а также добавление трифторуксусной или мура-
вьиной кислот не позволили улучшить хромато-
графическое разделение компонентов экстрак-
та. Зависимость формы и интенсивности пика 
кофейной кислоты от рН водного компонента 
подвижной фазы представлена на рисунке 1.

При значениях рН ниже 2,68 наблюдалось об-
разование второго пика, соответствующего 
протонированной форме кофейной кислоты. 
Для получения пика кофейной кислоты, со-
ответствующего одной молекулярной форме, 
и его отделения от компонентов матрицы экс-
тракта с разрешением не менее 1,55 были раз-
работаны условия градиентного элюирования, 
в которых время удерживания кофейной кис-
лоты составило 13,5 мин при общем времени 
анализа 60 мин.

Специфичность методики была доказана по-
лучением хроматограмм раствора «холостого» 
образца (100% растворитель), раствора сравне-
ния и раствора экстракта травы нонеи русской 
при длине волны 330 нм. На хроматограмме 
чистого растворителя (рис. 2)6 отсутствовали 
пики с временами удерживания определяемых 
компонентов, таким образом, подтверждено от-
сутствие мешающего влияния посторонних пи-
ков на аналитический сигнал.

Градуировочный график в аналитической об-
ласти определения кофейной кислоты, по-
строенный в диапазоне концентраций от 0,25 
до 1000 мкг/мл, имел форму линейной зависимо-
сти, описываемой уравнением: Y=33,54X+46,61 
с коэффициентом корреляции 0,9998, где Х  — 
концентрация кофейной кислоты (мкг/мл), Y  — 
площадь пика кофейной кислоты (табл. 1)7.

Для проверки правильности ВЭЖХ-методики 
определения кофейной кислоты использовали 
метод добавок. Для трех диапазонов концен-
траций были приготовлены растворы спирто-
вого извлечения из растительного сырья с до-
бавкой раствора кофейной кислоты известной 
концентрации в метаноле. Результаты анализа 
полученных растворов в условиях разработан-
ной ВЭЖХ-методики представлены в таблице 2. 
Правильность определения кофейной кислоты 
составила от 0,15 до 5,2%.

Повторяемость методики оценивали по ре-
зультатам определения кофейной кислоты в об-
разцах с добавками в одинаковых условиях про-
ведения анализа с использованием одних 
и тех же реактивов и оборудования в одной 
и той же лаборатории в течение одного дня. 
Значение повторяемости (относительного стан-
дартного отклонения) изменялось в интерва-
ле от 1,5 до 4,6 и не превышало 5% (табл. 2). 
Данное значение можно принять за допустимую 
норму при определении содержания кофейной 
кислоты методом ВЭЖХ в образцах раститель-
ного сырья «Нонеи русской трава».

Внутрилабораторная прецизионность исследо-
валась для получения характеристики вариа-
бельности результатов анализа в одной лабора-
тории на одном и том же оборудовании в разные 
дни разными исполнителями и не превышала 5% 
(табл. 3).

Результаты валидации разработанной мето-
дики, установленные пределы обнаружения 

5 ОФС.1.2.1.2.0001 Хроматография. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
6 Рисунок 2 размещен на сайте журнала. https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-680-fig2
7 Таблицы 1–5 размещены на сайте журнала. https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-680-tables
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Рис. 1. Хроматографическое пики кофейной кислоты в зави-
симости от pH подвижной фазы

Fig. 1. Chromatographic peaks of caffeic acid depending on the 
mobile phase pH
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и количественного определения кофейной кис-
лоты, линейность, аналитическая область мето-
дики, специфичность, прецизионность на уровне 
сходимости (внутрилабораторной и межлабора-
торной) представлены в таблице 4.

Проведена метрологическая оценка разрабо-
танной методики. Установлено, что относи-
тельная погрешность единичного определения 
с доверительной вероятностью 95% составляет 
3,74% (табл. 5).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана методика определения коли-
чественного содержания кофейной кислоты 
в надземной части нонеи русской на основе 
высокоэффективной жидкостной хромато-
графии с диодно-матричным детектирова-
нием при 330 нм и колонкой Zorbax SB-C18   
(150 мм × 2,1 мм × 3,5 мкм). Выбран оптимальный 
состав подвижной фазы: 0,01 М водный раствор 
калия дигидрофосфата, рН 2,70 (элюент  А) 
и метанол (элюент Б). Элюирование предло-
жено проводить в градиентном режиме: от 10 
до 100% элюента Б за первые 60 мин анализа, 
затем еще 5 мин — 100% элюента Б со скоростью 

0,25 мл/мин. В этих условиях время удержива-
ния кофейной кислоты составляло 13,5 мин.

Методика валидирована по критериям: спе-
цифичность, аналитическая область, пределы 
обнаружения и количественного определения, 
правильность, повторяемость и внутрилабора-
торная прецизионность. Специфичность мето-
дики была доказана по отсутствию мешающих 
пиков, совпадающих по времени удерживания 
с пиком кофейной кислоты. Аналитическая об-
ласть методики находится в диапазоне концен-
траций от 80 до 120 мкг/мл кофейной кислоты. 
Предел обнаружения составил 0,1 мкг/мл, пре-
дел количественного определения — 0,25 мкг/мл. 
Диапазон вариаций открываемости составил 
от 0,15 до 5,2%. Относительное стандартное 
отклонение при оценке повторяемости и внут-
рилабораторной прецизионности методики 
не превышало 5,0%. При изменении скорости 
потока подвижной фазы время удерживания ко-
фейной кислоты изменялось соответственно.

Разработанная методика может применяться 
для стандартизации лекарственного раститель-
ного сырья «Нонеи русской трава».
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