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Экспериментально установлено, что замена ацетонитрила на этанол при подкислении подвижной
фазы ортофосфорной кислотой является эффективным вариантом замены ацетонитрила. При этом
порядок элюирования однотипных гликозидов пяти основных антоцианидинов (дельфинидина,
цианидина, петунидина, пеонидина и мальвидина) не изменяется в удобных для анализа элюентах,
а диапазон времен удерживания полного набора таких антоцианов заметно сокращается при пере-
ходе от ацетонитрила к этанолу. Для определения влияния строения гликозидного радикала на
удерживание производных одного и того же антоцианидина (цианидина) использовали смесь ше-
сти гликозидов – одного моногликозида (3-глюкозида), двух 3-дигликозидов (софорозида и самбу-
биозида) и двух 3-тригликозидов (2"-глюкозилрутинозида и 2"-ксилозилрутинозида). Эта смесь
представляет собой реально встречающийся набор антоцианов, требующих тщательного подбора
подвижной фазы для разделения всех компонентов. В работе на основе анализа карт разделения
определен состав подвижной фазы на основе этанола, позволяющий добиться эффективного разде-
ления этих антоцианов.
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Обращенно-фазовая ВЭЖХ относится к числу
наиболее часто используемых методов в аналити-
ческих лабораториях. При этом в качестве по-
движной фазы часто применяют ацетонитрил как
растворитель с уникальными и удобными для ре-
ализации метода свойствами [1]. Кроме благо-
приятных для ВЭЖХ-анализа свойств ацетонит-
рил имеет и недостатки – высокую стоимость и
токсичность, что вынуждает искать другие рас-
творители для замены ацетонитрила. В работе [1]
изучали возможность замены ацетонитрила на
метанол и получили положительные результаты,
однако исследование носило фрагментарный ха-
рактер: сопоставляли результаты разделения ан-
тоцианов ограниченного набора объектов при
случайно выбранных составах подвижных фаз в
градиентном режиме с недостаточно подкислен-
ным одним из компонентов в каждом из вариан-
тов (при использовании ацетонитрила или мета-
нола). О том, что недостаточное и неравномерное
подкисление подвижной фазы может привести к
проблемам при количественном определении ан-
тоцианов указано в работе [2]. Систематический

анализ изменения селективности разделения ан-
тоцианов при замене ацетонитрила на метанол
выявил особенности удерживания антоцианов в
зависимости от строения агликона и гликозид-
ных радикалов и показал, что метанол может эф-
фективно заменить ацетонитрил [3].

Среди альтернативных растворителей для об-
ращенно-фазовой ВЭЖХ обычно выделяют эта-
нол как менее токсичный по сравнению с ацето-
нитрилом и метанолом, повсеместно доступный
и более дешевый компонент подвижных фаз [4].
Примеры (21 вариант) использования этанола в
качестве компонента подвижных фаз в фарма-
цевтическом анализе приведены в работе [4]. Из-
вестно лишь несколько работ по определению ан-
тоцианов с этанолом в качестве органического
компонента подвижной фазы. В работе [5] про-
блемы при разделении антоцианов отсутствова-
ли, поскольку в плодах жимолости голубой, шел-
ковицы и ежевики антоцианы представлены
практически единственным цианидин-3-глюко-
зидом. Аналогично в работе [6] определен также
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один основной антоциан (пара-кумароил − про-
изводное петунидин-3-рутинозил-5-глюкозида).
В работе [7] разделены компоненты более слож-
ной смеси трех производных цианидина из крас-
ных листьев Prunus cerasifera var. Atropurpurea, од-
нако качество хроматограмм невысокое.

Цель настоящей работы – исследование воз-
можностей подвижных фаз на основе этанола при
разделении сложных смесей антоцианов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Экстракты антоцианов готовили настаивани-
ем растительного материала (плодов винограда и
красной смородины) в 0.1 М водном растворе со-
ляной кислоты в течение суток и хранили в быто-
вом холодильнике. Экстракты очищали методом
твердофазной экстракции на патронах ДИАПАК
С18 (БиоХимМак СТ, Москва, Россия).

Для контроля видового состава антоцианов в
образцах применяли хроматографическую систе-
му Agilent 1260 Infinity с диодно-матричным де-
тектором. Использовали хроматографическую
колонку 150 × 4.6 мм Symmetry C18, 3.5 мкм при
температуре термостата колонок 40°С. В работе
использовали следующие системы:

(а) 10 об. % муравьиной кислоты–(6–10) об. %
ацетонитрила–вода;

(б) 1 об. % ортофосфорной кислоты–(10–
20) об. % ацетонитрила–вода;

(в) 1 об. % ортофосфорной кислоты–10–15 об. %
этанола–вода.

Все хроматограммы записывали в изократиче-
ском режиме в нескольких различных составах
подвижных фаз для каждой из элюентных систем.

Хроматограммы записывали, хранили и обра-
батывали, используя программное обеспечение
Agilent ChemStation.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для сопоставления удерживания антоцианов в

подвижных фазах с различными органическими
модификаторами сопоставляли карты разделе-
ния, позволяющие сделать вывод об особенно-
стях хроматографического поведения не при од-
ном случайно выбранном составе подвижных
фаз, а во всей элюентной системе.

Данные об удерживании цианидин-3-глюко-
зида (Cy3G) на карте разделения в координатах
lgk(i)−φ (объемная доля органического модифи-
катора) приведены на рис. 1. Как видно, для всех
трех элюентных систем зависимость логарифма
фактора удерживания Cy3G от состава подвижных
фаз описывается квадратичным уравнением [8]:

При этом ослабление элюирующей силы по-
движных фаз при переходе от системы (а) к систе-
ме (б) объясняется тем, что муравьиная кислота
является не только кислотным модификатором
для перевода форм антоцианов преимущественно
во флавилиевую, но и модификатором, определя-
ющим удерживание антоцианов вместе с ацето-
нитрилом. Переход к элюентной системе (б) свя-
зан с необходимостью создания корректной си-
стемы сравнения для системы (в) из-за
нестабильности свойств системы 10 об. % мура-
вьиной кислоты–этанол–вода вследствие ацили-
рования спирта муравьиной кислотой. Сопостав-
ление показывает, что этанол оказывается ком-
понентом с заметно меньшей по сравнению с
ацетонитрилом элюирующей силой: для дости-
жения lgk(Cy3G) = 0.5 требуются подвижные фа-
зы, содержащие 7.25, 10.12 и 12.62 об. % органиче-
ского модификатора для систем (а), (б) и (в) соот-
ветственно.

Зависимость удерживания антоцианов от строе-
ния агликона (антоцианидина, образовавшего анто-
циан). По предложенному в нашей лаборатории
поплавочному механизму [9] зависимость удер-
живания от строения принципиально различает-
ся для агликона, проникающего внутрь привитой
фазы, и для гликозидных заместителей, остаю-
щихся на поверхности обращенной фазы.

Зависимость удерживания от строения агли-
кона исследовали по картам относительного
удерживания [10] на примере пяти 3-глюкозидов

( ) 2
0 1 2lg 3 .k Cy G a a a= + φ + φ

Рис. 1. Влияние концентрации органического моди-
фикатора на удерживание цианидин-3-глюкозида в
трех элюентных системах: (а) 10 об. % муравьиной
кислоты–(6–10) об. % ацетонитрила–вода; (б) 1 об. %
ортофосфорной кислоты–(10–20) об. % ацетонитри-
ла–вода; (в) 1 об. % ортофосфорной кислоты–(10–
15) об. % этанола–вода.
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(3G), (дельфинидина, Dp; цианидина, Cy; пету-
нидина, Pt, пеонидина, Pn; и мальвидина, Mv),
встречающихся, например, в экстрактах плодов
винограда Vitis vinifera [11], а также в экстрактах
многих других растительных объектов в виде од-
нотипных производных различных агликонов.
На рис. 2 сопоставлено разделение антоцианов в
двух элюентных системах (а) и (б). Видно, что по-
рядок элюирования пяти 3-глюкозидов оказывает-
ся одинаковым для любых удобных для определе-
ния этих антоцианов (по затратам времени) соста-
вов подвижных фаз сопоставляемых элюентных
систем:

При этом замена муравьиной кислоты на ор-
тофосфорную несколько уменьшает диапазон
времен удерживания между Dp3G и Mv3G, что
удобно при определении чувствительного к сорту
винограда соотношения между концентрациями
пяти неацилированных антоцианов [11].

Результат замены ацетонитрила на этанол (при
сохранении ортофосфорной кислоты в качестве
подкислителя подвижной фазы) иллюстрирует
рис. 3.

Очевидно, что относительное падение удер-
живания 3-гликозидов, содержащих в кольце В
агликона метоксигруппы (производные мальви-
дина, пеонидина и петунидина), с ростом кон-
центрации этанола в подвижной фазе существен-
но возрастает при замене ацетонитрила на эта-
нол. Добавление ОН-группы в кольцо В (переход
от Cy3G к Dp3G) приводит к противоположному
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эффекту. При этом порядок элюирования пяти 3-
глюкозидов остается таким же, как указано выше,
но с ростом концентрации этанола различие во
временах удерживания Mv3G и Pn3G уменьшает-
ся, создавая проблемы при разделении этих ком-
понентов.

Зависимость удерживания антоцианов от строе-
ния гликозидного радикала. Для анализа влияния
строения гликозидного радикала на удерживание
антоцианов выбрано шесть производных цианиди-
на – один 3-моногликозид (Cy3G), три 3-диглико-
зида: 3-софорозид (Cy3Sopho); 3-самбубиозид
(Cy3Sam) и 3-рутинозид (Cy3Rut) и два 3-триглико-
зида: 3-(2"-глюкозилрутинозид) (Сy3GRut) и 3-(2"-
ксилозилрутинозид) (Сy3XRut). Эти антоцианы
встречаются в плодах популярных в России неко-
торых сортов и видов вишни [12], некоторых сор-
тов красной смородины [13], в уменьшенном чис-
ле производных в плодах черной малины [14], бу-
зины черной [15] и др.

На рис. 4 сопоставлены карты разделения этих
соединений в элюентных системах (б) и (в). Оче-
видно, что анализ смеси всех шести компонентов
требует тщательного подбора состава подвижной
фазы для каждой из систем вследствие большого
числа пересечений линий на карте (т.е. инверсий
порядка элюирования). В обоих случаях наклон
прямых линий возрастает при усложнении соста-
ва гликозидного радикала от моногликозада до
тригликозида. Очевидно также, что утверждение
о том, что при добавлении гликозидного радика-
ла в структуру уже существующего заместителя не
может быть корректным, поскольку порядок
элюирования зависит от состава подвижной фа-

Рис. 2. Сопоставление удерживания пяти 3-глюкози-
дов в двух элюентных системах (а) и (б). Антоцианы:
1 – Dp3G, 2 – Cy3G, 3 – Pt3G, 4 – Pn3G, 5 – Mv3G.
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Рис. 3. Сопоставление удерживания пяти 3-глюкози-
дов в двух элюентных системах (б) и (в). Антоцианы:
1 – Dp3G, 2 – Cy3G, 3 – Pt3G, 4 – Pn3G, 5 – Mv3G.
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зы. Но при этом замена ацетонитрила на этанол
приводит к заметному ослаблению удерживания
3-тригликозидов и 3-дигликозидов по сравнению
с моногликозидом, что можно объяснить лучшей
сольватацией гликозидных заместителей этано-
лом по сравнению с ацетонитрилом. 

Кроме того, установлено, что отмеченная в ка-
честве “неудобного” свойства этанола высокая
вязкость элюентов, содержащих более 80% воды,
мало сказывается на величинах входного давле-

ния на колонку по сравнению с ацетонитрилом –
давление возрастает только от 150 до 170 бар. Эф-
фективность (число теоретических тарелок) ока-
залась также сопоставимой для элюентных си-
стем (б) и (в).

Таким образом, этанол является эффективной
альтернативой экологически неблагоприятному
ацетонитрилу при определении антоцианов, как
однотипных гликозидов различных агликонов,

Рис. 4. Сопоставление удерживания шести различных 3-глюкозидов цианидина в двух элюентных системах (б) и (в).
Антоцианы: 1 – Cy3Sopho, 2 – Cy3GRut, 3 – Cy3G, 4 – Cy3Sam, 5 – Cy3XRut, 6 – Cy3Rut.
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Рис. 5. Разделение шести различных 3-глюкозидов цианидина в подвижной фазе состава 11.2 об. % этанола–1 об. %
ортофосфорной кислоты–87.8 об. % воды. Расход подвижной фазы 0.8 мл/мин, температура 40°С, колонка 150 × 4.6 мм
Symmetry C18, 3.5 мкм. Антоцианы: 1 – Cy3Sopho, 2 – Cy3GRut, 3 – Cy3G, 4 – Cy3Sam, 5 – Cy3XRut, 6 – Cy3Rut.
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так и различных типов гликозидов одного и того
же агликона.

Работа поддержана грантом Российского фонда
фундаментальных исследований “Аспиранты”, но-
мер 20-33-90031/20.
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