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Пара-производные 2-метоксифенола и 2,6-диметоксифенола, а также их метиловые эфи-
ры широко распространены в природе, являются важными участниками метаболизма высших 
растений, прекурсорами в биосинтезе лигнина и образуются при его деградации, в том чис-
ле в ходе технологических процессов переработки растительного сырья. В работе предложен 
подход для экспрессного одновременного определения двенадцати основных представителей 
родственных лигнину соединений, а также фенола, основанный на сочетании хроматографи-
ческого разделения в изократическом режиме с использованием бифункциональных обращен-
ных неподвижных фаз (Zorbax Bonus-RP и Nucleodur PolarTec) и многоволнового спектрофо-
тометрического детектирования. Установлено, что оптимальное разделение достигается при 
использовании в качестве подвижной фазы системы ацетонитрил-вода-муравьиная кислота 
(18 : 82.5 : 0.5). Пределы обнаружения для исследованных соединений лежат в диапазоне от 
1.6 до 21 мкг/л. Для повышения чувствительности анализа предложено применение твердо-
фазной экстракции аналитов на сверхсшитом полистироле, что позволяет надежно определять 
фенольные соединения на уровне концентраций, не превышающем величин ПДК для водое-
мов рыбохозяйственного назначения. Разработанные подходы испытаны при анализе реаль-
ного объекта – сточной воды целлюлозно-бумажного предприятия.
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ВВЕДЕНИЕ
Пара-производные 2-метоксифенола (гвая-

кола) и 2,6-диметоксифенола (сирингола), а так-
же их метиловые эфиры (вератровые соединения) 
широко распространены в природе, являются важ-
ными участниками метаболизма высших растений 
и прекурсорами в биосинтезе второго по распро-
страненности биополимера – лигнина, составляю-
щего до 30 % биомассы растений. Как в свободном 
состоянии, так и в связанных формах (гликозиды, 

полифенолы), гваяцильные и сирингильные фено-
лы в значительных количествах встречаются в про-
дуктах питания (многих ягодах, фруктах, овощах, 
кофе, чае, соках и винах), выполняют важные фи-
зиологические функции, обладая   разнообразны-
ми видами биологической активности, например 
противоязвенной, противовоспалительной, проти-
вовирусной, противоопухолевой. Кроме того, при-
родные фенолы широко известны своими антиок-
сидантными свойствами [1-4].
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С другой стороны, составляя основу лигнина, 
такие соединения  образуются при его деградации 
как в природных условиях, так и в технологических 
процессах химической переработки растительно-
го сырья, могут в больших количествах попадать в 
поверхностные воды, нарушая процессы фотосин-
теза и ухудшая общее санитарное состояние водо-
емов ввиду значительного снижения содержания 
растворенного кислорода. Некоторые фенолы об-
ладают заметной токсичностью, канцерогенными и 
мутагенными свойствами [5], что позволяет относить 
их к приоритетным загрязняющим веществам [6, 7]. 

В связи с этим весьма актуальной являет-
ся разработка способов одновременного опреде-
ления максимально широкого круга родственных 
лигнину фенольных соединений как в раститель-
ных экстрактах, так и в природных водах, а также  
технологических растворах и стоках предприятий 
лесохимического комплекса. 

В настоящее время существует несколько 
групп методов, используемых для определения 
фенолов и различающихся между собой по чув-
ствительности, селективности, трудоемкости и тре-
буемой аппаратуре, однако наибольшее распро-
странение получили хроматографические методы.

Для определения летучих фенолов часто ис-
пользуют газохроматографические методики. Ис-
пользование пламенно-ионизационного детектиро-
вания [8,  9] при этом позволяет достигать пределов 
обнаружения до 0.5 мкг/л. Недостатками данного 
метода являются возможность деструкции наибо-
лее термолабильных соединений в ходе анализа, 
а также необходимость предварительного перево-
да некоторых фенолов в летучие производные (ме-
тилирование, силилирование). 

Наиболее широко для определения феноль-
ных соединений используются способы обращен-
но-фазовой ВЭЖХ, не требующие дополнитель-
ных стадий дериватизации, с различными типами 
детектирования: флуориметрическим [10, 11], элек-
трохимическим [12, 13], фотометрическим [14-16]. 
Поскольку эти соединения, как правило, характери-
зуются сильным поглощением в УФ-области спек-
тра, наиболее часто используемым методом детек-
тирования в ВЭЖХ является спектрофотометрия. 
Вследствие существенного различия в полярности 
фенольных соединений с различными заместите-
лями в ароматическом ядре, в большинстве работ 
используется градиентное элюирование в широ-
ком диапазоне концентраций органического ком-
понента подвижной фазы, что может приводить к 
возникновению на хроматограммах артефактов, а 
также увеличению времени анализа ввиду необ-
ходимости дополнительного кондиционирования 
колонки после завершения программы градиента. 
В качестве альтернативы такому подходу можно 
рассматривать применение вместо классических 
неполярных сорбентов с привитыми октильными 
или октадецильными группировками бифункци-

ональных неподвижных фаз, содержащих как ги-
дрофобные, так и полярные группы (гидроксиль-
ные, амидные и пр.). 

Несмотря на значительное количество работ 
по определению  фенолов в различных объектах, 
основное внимание различными авторами уделя-
ется наиболее опасным соединениям, таким как 
собственно фенол, его галоген- и алкилзамещен-
ные производные, в то время как лишь отдельные 
представители гваяцильных и сирингильных фе-
нолов попадают в круг исследуемых веществ.   До 
настоящего времени хроматографическое опре-
деление широкого набора таких соединений  прак-
тически не освещено в литературе. Исключением 
является работа [17], посвященная исследованию 
сточных вод целлюлозно-бумажной промышленно-
сти и выполненная с использованием октадециль-
ной неподвижной фазы, обеспечившей разделение 
одиннадцати фенольных соединений, в том числе 
фенола, некоторых производных гваякола, двуха-
томных фенолов и крезолов. Ограничения со сто-
роны использованной приборной базы (микроко-
лоночный хроматограф) не позволили расширить 
круг определяемых соединений и достичь высо-
кой чувствительности определения, что потребо-
вало применения многостадийного концентриро-
вания образцов.

На восполнение данного пробела направле-
но настоящее исследование, целью которого яв-
ляется разработка подходов к одновременному 
экспрессному определению  родственных лигни-
ну фенолов методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объекты исследования. В качестве объек-

тов исследования выбраны коммерчески доступ-
ные препараты производства Sigma-Aldrich и Fluka, 
моделирующие основные структурные фрагменты 
природных лигнинов: ацетованилон (I), ацетосирин-
гон (II), ванилин (III), ванилиновая кислота (IV), ве-
ратровый альдегид (V), вератрол (VI), гваякол (VII), 
конифериловый альдегид (VIII), сиреневый альде-
гид (IX), сиреневая кислота (X), сирингол (XI), фе-
нол (XII), феруловая кислота (XIII), с содержанием 
основного компонента более 97 %. Структурные 
формулы соединений представлены на рис. 1.

В качестве реального объекта исследова-
ния для апробации разрабатываемых подходов 
использовали пробу сточной воды цеха отбелки 
целлюлозы предприятия целлюлозно-бумажной 
промышленности.

Хроматографический анализ. Хромато-
графический анализ выполняли с использованием 
УВЭЖХ-системы LC-30 “Nexera” (Shimadzu, Япония), 
состоящей из вакуумного дегазатора DGU-20A5, 
двух насосов LC-30AD с системой формирования 
градиента на стороне высокого давления, автосам-
плера SIL-30AC, термостата колонок CTO-20A и ди-
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одно-матричного спектрофотометрического детек-
тора SPD-M20A, оснащенного термостатируемой 
аналитической полумикрокюветой с длиной опти-
ческого пути 5 мм. 

Для разделения применяли обращенно-фа-
зовые колонки Zorbax Eclipse Plus С18, 100x3.0 мм, 
3.5 мкм, (Agilent, США), Zorbax Bonus-RP, 150x3.0 мм,  
3.5 мкм, (Agilent, США) и Nucleodur PolarTec, 150x2.0 
мм, 1.8 мкм (Macherey-Nagel, Германия). В качестве 
элюента использовали смеси ацетонитрила (0 сорт, 
НПК “Криохром”, С.-Петербург) и высокочистой воды 
I типа с удельным сопротивлением 18.2 МОм⋅см, 
полученной непосредственно перед проведени-
ем эксперимента в системе Simplicity UV (Millipore, 
Франция). Для подавления диссоциации аналитов 
[18] в подвижную фазу добавляли 0.5 % об. мура-
вьиной кислоты (HPLC grade, Aldrich). Во всех экс-
периментах использовали изократический режим 
элюирования, скорость потока элюента составля-
ла 0.4 мл/мин, температура термостата – 40 °С; 
объем вводимой пробы  – 10 мкл. Детектирование 
осуществляли в диапазоне длин волн 200-400 нм 
со спектральным разрешением 1.2 нм. 

Приготовление градуировочных раство-
ров. Весовым методом готовили исходные раство-
ры индивидуальных компонентов в ацетонитриле 
с концентрацией 1000 мг/л. Путем последователь-
ных разбавлений получали градуировочные рас-
творы в диапазоне концентраций от 0.1 до 10.0 мг/л. 
Исходные растворы хранили при температуре 4 °С 
не более недели, рабочие растворы использовали 
непосредственно после приготовления.

Твердофазная экстракция. Для концентри-
рования аналитов использовали метод твердофаз-
ной экстракции (ТФЭ), находящий широкое приме-
нение в современной аналитической практике при 
определении фенолов и обладающий несомненны-
ми преимуществами в плане простоты и экспресс-
ности пробоподготовки. Эксперименты проводили 
с использованием патронов для ТФЭ объемом 1 мл 
“Диапак-С16 Plus” и “Диапак-П” (ЗАО БиоХимМак СТ, 
Москва), содержащих сорбенты на основе гидро-
фобизированного силикагеля и сверхсшитого по-
листирола соответственно [19, 20]. 

Непосредственно перед проведением кон-
центрирования патрон кондиционировали про-
пусканием 5 мл ацетонитрила и 10 мл воды, со-
держащей 0.5 % муравьиной кислоты. Аликвоту 
исследуемой пробы объемом 100 мл подкисляли 
муравьиной кислотой до рН = 2.1-2.2 и пропускали 
через патрон, установленный в вакуумный мани-
фолд (Macherey-Nagel, Германия), со скоростью не 
более 5 мл/мин. Сорбированный аналит смывали 2 
мл ацетонитрила, элюат разбавляли в два раза де-
ионизованной водой. Таким образом, достигалось 
концентрирование в 25 раз. Полученный раствор 
фильтровали при помощи мембранного нейлоно-
вого фильтра (0.22 мкм) и вводили в хроматогра-
фическую систему.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Хроматографическое разделение. Исходя 

из необходимости достижения максимальной про-
стоты и экспрессности проведения анализа, все 
эксперименты проводили в изократическом режи-
ме элюирования. Отказ от формирования градиен-
та состава подвижной фазы не позволил достичь 
приемлемого разделения на классическом октаде-
цильном сорбенте (Zorbax Eclipse Plus С18) ввиду 
большого различия в полярности исследуемых ве-
ществ. Так, снижение элюирующей силы подвижной 
фазы для обеспечения величин коэффициентов ем-
кости (k') фенольных карбоновых кислот и альде-
гидов на уровне, превышающем 1, ведет к недопу-
стимому увеличению времени удерживания таких 
компонентов, как вератрол и конифериловый аль-
дегид (более 40 мин) сопровождающемуся силь-
ным размыванием хроматографических пиков и, 
как следствие, потерей чувствительности. Реше-
ние задачи полного разделения наиболее поляр-
ных аналитов в таких условиях оказалось в принци-
пе несовместимым с определением гидрофобных 
соединений – наиболее удерживаемые компонен-
ты не элюируются из колонки за разумное время.

Для преодоления данной проблемы в даль-
нейших экспериментах нами использована бифунк-
циональная неподвижная фаза на основе силика-
геля с тетрадецильными радикалами, ковалентно 
привитыми через внедренные в алкильные цепи 

Рис. 1. Структурные формулы исследуемых соединений
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амидные группы (Zorbax Bonus-RP). За счет до-
норно-акцепторных взаимодействий с ними фе-
нольных гидроксильных и карбоксильных групп 
аналитов достигается приемлемое удерживание 
полярных компонентов при содержании ацетони-
трила в элюенте, достаточного для элюирования 
вератрола в течение 20 мин. Варьирование состава 
подвижной фазы позволило подобрать оптималь-
ные условия разделения с максимальным разре-
шением при нахождении всех аналитов в целевом 
диапазоне значений k' от 2 до 10 (рис. 2), что до-
стигается при концентрации ацетонитрила, равной 
18 % об. Недостатком данной методики является 
невозможность разделения двух пар соединений, 
характеризующихся практически идентичными ко-
эффициентами емкости, несмотря на существен-
ные различия в структуре и химических свойствах: 
гваякола и фенола, а также ацетованилона и си-
рингола, сильно различающихся по удерживанию 
на сорбентах с фазами C8 или С18. Данный эф-
фект объясняется двойным механизмом удержи-

вания на бифункциональном сорбенте и, в случае 
наиболее интересной пары фенол-гваякол, по-
видимому, связан с одновременным снижением 
гидрофильности и доступности фенольной гидрок-
сильной группы для донорно-акцепторных взаимо-
действий за счет образования внутримолекулярной 
водородной связи при введении орто-метоксиль-
ной группы.  Разделения таких компонентов уда-
ется достичь при изменении химической природы 
подвижной фазы, например, за счет замены аце-
тонитрила на метанол. Тем не менее, такая заме-
на не оказалась оправданной ввиду резкого ухуд-
шения разрешения между другими компонентами 
анализируемой смеси.

В связи с этим, дальнейшую оптимизацию 
разделения родственных лигнину фенольных со-
единений осуществляли за счет применения амид-
ной неподвижной фазы, аналогичной Zorbax Bonus-
RP, но отличающейся большей длиной алкильной 
цепи (С18), а также меньшим размером зерна сор-
бента и, соответственно, большей эффективно-
стью – Nucleodur PolarTec.

Полученные результаты  показали, что наи-
лучшее разделение достигается  при том же соста-
ве подвижной фазы, что и в случае сорбента Zorb-
ax Bonus-RP (рис. 3). Все компоненты оказываются 
разделенными за 10 минут (k' = 2-10) благодаря 
увеличению линейной скорости потока в 2.25 раза 
при использовании давлений в системе порядка 50 
МПа. Наиболее критичным является разрешение 
пиков предельно близких по своим свойствам со-
единений гваяцильного и сирингильного рядов, от-
личающихся только наличием метоксильной группы 
– сиреневого альдегида и ванилина, а также аце-
тованилона и ацетосирингона. Тем не менее, при 
использовании разработанного хроматографиче-
ского метода разрешение пиков компонентов IX  и 
III составляет 0.92 на уровне концентраций 10 мг/л, 
а для компонентов I и II – 1.05. Учитывая тот факт, 
что для количественного анализа необходимо раз-
решение между пиками не менее 0.8 [21], предло-
женный подход можно считать приемлемым для 
анализа фенольных соединений.

Количественный анализ. Исследуемые со-
единения значительно различаются по спектрам 
поглощения, в первую очередь за счет наличия 
или отсутствия в пара-заместителе сопряженных 
с ароматическим ядром карбонильной группы или 
двойной углерод-углеродной связи, вызывающих 
батохромный сдвиг полос поглощения, соответству-
ющих π → π* переходам, а также появление допол-
нительных полос в области выше 300 нм. В связи 
с этим, использование спектрофотометрического 
детектирования при одной фиксированной длине 
волны приводит к существенному снижению интен-
сивности сигнала детектора для части аналитов и 
не представляется оправданным. Применение мно-
говолнового диодно-матричного детектирования 
позволило нам преодолеть указанное затруднение, 

Рис. 2. Хроматограмма стандартной смеси фенолов. Па-
раметры разделения: неподвижная фаза Zorbax Bonus-
RP, элюент ацетонитрил – вода (18 : 82), скорость пото-
ка 0.4 мл/мин, длина волны 280 нм

Рис. 3. Хроматограмма стандартной смеси фенолов. Па-
раметры разделения: неподвижная фаза Nucleodur Pol-
arTec, элюент ацетонитрил – вода (18 : 82), скорость по-
тока 0.4 мл/мин, длина волны 280 нм
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одновременно повысив достоверность идентифи-
кации целевых компонентов в сложных матрицах 
и селективность анализа. Для целей количествен-
ного анализа выбраны длины волн (l), близкие к 
максимумам поглощения исследуемых соединений 
(lmax) в области 250-350 нм (табл. 1). Несмотря на 
наличие в спектрах поглощения большинства фе-
нолов более интенсивных пиков в районе 210-220 
нм, использование их в качестве аналитических не 
привело к повышению чувствительности определе-
ния вследствие существенного возрастания уров-
ня шума в коротковолновой области за счет боль-
шего фонового поглощения элюента.  

Изучение растворов стандартов с концентра-
циями 0.1-10.0 мг/л показало соблюдение линейно-
сти градуировочных зависимостей, описываемых 
уравнением зависимости площади пика от концен-
трации вида “y = ax”, во всем исследуемом диапазо-
не с коэффициентом корреляции более 0.995 для 
каждого компонента. На основе оценок среднеква-
дратичного отклонения сигналов базовой линии (sb) 
на хроматограммах рассчитаны пределы обнару-
жения и количественного определения на основе 
критериев 3sb и 10sb соответственно. Полученные 
результаты представлены в табл. 1. 

Очевидно, что большинство исследуемых ком-
понентов характеризуются довольно низкими пре-
делами обнаружения, не превышающими несколь-
ких мкг/л. Тем не менее, уровень ПДК для объектов 
рыбохозяйственного назначения для такого компо-
нента, как фенол, составляет 1 мкг/л [22], что до-
стижимо лишь с применением техники предвари-
тельного концентрирования. 

Сорбционное концентрирование фенолов. 
Проведено сравнение эффективности двух типов 
сорбентов на основе гидрофобизированного сили-
кагеля и сверхсшитого полистирола, наиболее часто 
применяемых для фенольных соединений. Прово-

дили три параллельных эксперимента по экстрак-
ции из водного раствора смеси фенолов с концен-
трацией каждого компонента, составляющей 100 
мкг/л. По полученным значениям были рассчита-
ны степени извлечения исследуемых соединений, 
результаты представлены  в табл. 2. 

Из полученных данных видно, что гексаде-
цильная фаза может успешно применяться для 
концентрирования лишь наиболее гидрофобных 
соединений вератрового типа, а также конифери-
лового альдегида. Для остальных веществ степень 
извлечения, достигнутая при использовании сор-
бента Диапак-С16, является крайне низкой. Более 
предпочтительным следует признать применение 

Таблица 1
Пределы обнаружения и количественного определения исследуемых соединений.

Компонент l, нм lmax, нм a 
Предел 

обнаружения, 
мкг/л

Предел количе-
ственного определе-

ния, мкг/л
I
II
III
IV
V
VI
VII
VIII
IX
X
XI
XII
XIII

276
298
280
261
279
274
276
339
308
275
269
271
323

280
300
280
260
280
280
280
340
310
280
270
270
320

38670
42937
55402
45670
52994
9091
12459
87796
39920
53677
4673
11833
63291

2.5
2.2
1.6
1.8
2.3
17
8.0
1.7
2.0
1.6
21
8.8
2.2

8.3
7.3
5.4
6.1
7.5
57
27
6.8
5.3
5.6
69
29
7.2

Таблица 2
Степени извлечения и пределы обнаружения ис-
следуемых соединений при применении ТФЭ кон-
центрирования.

Ком-
по-

нент

Диапак С16 Plus Диапак-П

Степень 
извлече-

ния, %

Предел 
обнару-
жения, 
мкг/л

Степень 
извлече-

ния, %

Предел 
обнару-
жения, 
мкг/л

I 26 ± 2.2 0.4 105 ± 3 0.1
II 29 ± 0.1 0.3 88 ± 9 0.1
III 11 ± 0.3 0.6 105 ± 3 0.1
IV 2.8 ± 0.2 2.6 65 ± 7 0.1
V 80 ± 1 0.1 106 ± 2 0.1
VI 94 ± 1 0.7 90 ± 5 0.8
VII 11 ± 0.7 2.9 100 ± 7 0.3
VIII 45 ± 1 0.2 87 ± 9 0.1
IX 17 ± 0.2 0.5 76 ± 6 0.1
X 2.5 ± 0.2 2.6 56 ± 6 0.1
XI 22 ± 1 3.8 96 ± 6 0.9
XII 3.0 ± 0.2 12 91 ± 7 0.4
XIII 8.0 ± 0.7 1.1 52 ± 7 0.2
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сорбента Диапак-П. Он демонстрирует, наряду с хо-
рошей воспроизводимостью, степени извлечения, 
превышающие 75 % для подавляющего большин-
ства компонентов, что можно считать приемлемым 
результатом. Карбоновые кислоты (ванилиновая, 
сиреневая и феруловая) характеризуются извлече-
нием на уровне 50-60 %, однако, учитывая низкие 
пределы обнаружения, применение ТФЭ концентри-
рования открывает возможность определения дан-
ных веществ на уровне десятых долей мкг/л (табл. 2).  

  Анализ сточной воды. Для апробации и 
оценки применимости разработанных подходов 
определения фенолов в качестве реального объ-
екта была проанализирована  проба сточной воды 
отбельного цеха целлюлозно-бумажного предприя-
тия, реализующего кислородно-щелочную техноло-
гию отбелки целлюлозы для удаления остаточных 
количеств лигнина. Образец подвергали концентри-
рованию с помощью ТФЭ (Диапак-П), экстракт вво-
дили в хроматографическую систему. Полученная 
хроматограмма представлена на рис. 4. Несмотря 
на сложность матрицы и низкий уровень концентра-
ций, пики целевых компонентов достаточно хорошо 
отделены и надежно идентифицируются по време-
нам удерживания и спектрам поглощения. В образ-
це обнаружены гваякол, вератрол, ацетованилон, 
ацетосирингон и сиреневая кислота. Во избежа-
ние ошибок, связанных с возможным наложением 
хроматографических зон аналитов и посторонних 

примесей, для определения исследуемых веществ 
использовали также метод добавок, показавший 
результаты, идентичные данным, полученным по 
градуировочным зависимостям (табл. 3).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Использование метода высокоэффективной 

жидкостной хроматографии, сочетающего разде-
ление на обращено-фазовых сорбентах с внедрен-
ными полярными группами и многоволновым спек-
трофотометрическим детектированием, позволяет 
проводить экспрессное одновременное определе-
ние широкого круга природных фенолов и их ме-
тиловых эфиров в изократическом режиме элю-
ирования. Концентрирование аналитов методом 
твердофазной экстракции на сверхсшитом поли-
стироле позволяет снизить пределы обнаружения 
до уровня, не превышающего предельно допусти-
мых концентраций фенолов в природных водах. 

Работа выполнена в Центре коллективного 
пользования научным оборудованием «Арктика» 
Северного (Арктического) федерального универ-
ситета при финансовой поддержке Российского 
фонда фундаментальных исследований (проект 
№13-03-12238 офи_м).
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DETERMINATION OF LIGNIN RELATED PHENOLS BY HIGH 
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY 

D.V. Ovchinnikov, D.S. Kosyakov, N.V. Ul'yanovskii
Northern (Arctic) Federal University named after M.V. Lomonosov, 

Core Facility Center “Arktika”
Severnaya Dvina Emb. 17, Arkhangelsk, 163002, Russian Federation
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Para-derivatives of 2-methoxyphenol and 2,6-dimethoxyphenol, as well as their methyl esters, 
are widely spreaded in nature. They play a role of important intermediates in the metabolism of higher 
plants, precursors in the biosynthesis of lignin and are formed during its degradation including in the 
processes of plant biomass chemical treatment. An approach for rapid simultaneous determination of 
twelve main representatives of the lignin related compounds as well as phenol based on combination 
of chromatographic separation in isocratic mode using bifunctional facing stationary phases (Zorbax 
Bonus-RP and Nucleodur PolarTec) and multi-wavelength spectrophotometric detection is proposed. 
It has been established that the optimum separation is achieved using a mobile phase of acetonitrile-
water-formic acid (18:81.5:0.5). Detection limits for the compounds studied are in the range from 1.6 
to 21 µg / L. To increase the sensitivity of analysis the use of solid phase extraction of analytes on 
hypercrosslinked polystyrene is proposed, it allows to determine reliably phenolic compounds at levels 
not exceeding MPCs. The developed approaches have been tested in the analysis of the real object - 
wastewater of pulp and paper mill.

Key words: High performance liquid chromatography, phenolic compounds, lignin related phenols, 
solid phase extraction.
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