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Показано, что управлять селективностью разделения 15 антоцианов из экстракта плодов черники
(3-галактозидов, 3-глюкозидов и 3-арабинозидов пяти основных антоцианидинов – цианидина,
пеонидина, дельфинидина, петунидина и мальвидина) с применением элюентов, содержащих аце-
тонитрил и 10 об. % НСООН в воде, можно за счет варьирования концентрации ацетонитрила и
температуры разделения. Предложен градиентный режим при температуре разделения 25°С для
быстрого разделения всех компонентов без введения метанола в подвижную фазу. Разработанный ме-
тод применен для определения антоцианов в ряде коммерческих продуктов переработки плодов рас-
тений семейства Vaccinium: черники, голубики, клюквы и брусники. Предложен хроматографический
вариант исключения абсорбции полимерных антоцианов при определении мономерных соединений
в сложных смесях, альтернативный дифференциальному спектрофотометрическому методу.
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В настоящее время препараты на основе анто-
цианов плодов черники предлагаются в аптеках
для лечения и профилактики офтальмологиче-
ских заболеваний [1]. Хотя эффективность при-
менения плодов черники и препаратов на ее ос-
нове в данном случае научно не подтверждена [2],
задача установления качества и подлинности
препаратов на основе черники актуальна [3–5].
Кроме того, на рынке часто встречаются также
продукты переработки плодов трех других расте-
ний этого же семейства (Vacciniaceae) – голубики,
клюквы и брусники, что расширяет сферу объек-
тов исследования.

Контроль антоцианового состава черники
(как и голубики) осложнен многокомпонентно-
стью [3]: в плодах синтезируются по три моногли-
козида: 3-галактозиды (3Gala), 3-глюкозиды
(3Glu) и 3-арабинозиды (3Ara) пяти агликонов
(антоцианидинов): трех основ дельфинидиново-

го ряда – дельфинидина (Dp), петунидина (Pt) и
мальвидина (Mv) и двух производных цианиди-
нового ряда – цианидина (Cy) и пеонидина (Pn)
(схема 1).

Удерживание (tR) однотипных гликозидов
(3Gly) производных этих антоцианидинов суще-
ственно различается, возрастая в ряду:

(1)

При этом разделения всех 15 компонентов до-
биться не просто. Так в большинстве опублико-
ванных работ удерживание некоторых компонен-
тов совпадает. Условия, при которых достигнуто
разделение всех 15 компонентов [4–12], представ-
лены в табл. 1.

( ) ( ) ( )
( ) ( )

R R R

R R

Dp3Gly Cy3Gly Pt3Gly
Pn3Gly Mv3Gly .

t t t
t t

< < <
< <

УДК 543.544.52

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



1022

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 75  № 11  2020

ДЕЙНЕКА и др.

Схема 1. Упрощенная схема биосинтеза гликозидов пяти основных антоцианидинов.

Соединения на схеме: 3-гликозиды I –циани-
дина (Cy), II –пеонидина (Pn), III –дельфиниди-
на (Dp), IV –петунидина (Pt), V –мальвидина
(Mv); MT – фермент метилтрансфераза.

При переходе от черники к клюкве разделение
антоцианов упрощается, поскольку в плодах не
происходит биосинтез производных дельфини-
динового ряда. Наиболее простой оказывается за-
дача определения подлинности продуктов пере-
работки брусники, в которой обнаружены только
производные цианидина [13].

В большинстве работ по разделению различ-
ных соединений (в том числе и антоцианов) вли-
яние компонентов подвижных фаз или свойств
стационарной фазы на удерживание не рассмат-
ривается. Это создает неудобства при практиче-
ском использовании метода, поскольку смена
торговой марки октадецилсилановых сорбентов,
замена старой колонки на новую того же произ-
водителя или смена партий компонентов раство-
рителей может сказаться (и сказывается) на эф-
фективности разделения.

Цель настоящей работы – управление селек-
тивностью разделения сорбатов для контроля
состава антоцианов плодов черники и других
родственных растений с использованием обра-
щенно-фазовой ВЭЖХ и системы ацетонитрил–
муравьиная кислота–вода в качестве подвижной
фазы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали: чернику быстрозамо-
роженную “4 сезона” (Россия), чернику быстро-

замороженную “Вологодская ягода” (Россия) и
чернику быстрозамороженную (Китай).

Антоцианы экстрагировали из растительного
материала настаиванием в 0.1 М водной HCl до
исчерпывающей экстракции. Порции экстрактов
объединяли и после фильтрования концентра-
цию антоцианов определяли дифференциальным
спектрофотометрическим методом [14].
Для ВЭЖХ-определения видового состава анто-
цианов экстракты очищали твердофазной экс-
тракцией на концентрирующих патронах ДИА-
ПАК С18.

Хроматографическое поведение антоцианов
исследовали в изократических и градиентных ре-
жимах с использованием хроматографической
системы Agilent 1260 Infinity с диодно-матричным
и масс-спектрометрическим детекторами на хро-
матографической колонке: (150 × 4.6 мм) Symme-
try C18 (3.5 мкм). Масс-спектры регистрировали в
режиме ионизации электрораспылением при ска-
нировании положительно заряженных ионов. По-
движные фазы готовили смешиванием 10 об. %
НСООН, заданного объема СН3CN и дистиллиро-
ванной воды. В работе предложены градиентные
режимы при температуре термостата колонок 40°С
и при расходе подвижной фазы 0.8 мл/мин.

Градиент 1 (Г1): элюент А: 0 об. % СН3CN и
10 об. % НСООН в воде; элюент Б: 30 об. % СН3CN
и 10 об. % НСООН в воде. Режим: 0 мин – 0% Б;
50 мин – 50% Б; 51 мин – 0% Б; рекондициониро-
вание колонки – 10 мин.

Градиент 2 (Г2): элюент А: 0 об. % СН3CN и
10 об. % НСООН в воде; элюент Б: 20 об. % СН3CN
и 10 об. % НСООН в воде. Режим: 0 мин – 20% Б;
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10 мин – 40% Б; 35 мин – 100% Б; 36 мин – 20% Б,
рекондиционирование колонки – 10 мин. Отме-
тим, что рекондиционирование колонки необхо-
димо для уравновешивания стационарной фазы
со стартовой подвижной фазой градиентных ре-
жимов; только в этом случае пики аналитов сов-
падают при наложении хроматограмм.

Градиент 3 (Г3) при температуре термостата
колонок 25°С при расходе подвижной фазы
0.8 мл/мин: элюент А: 6 об. % СН3CN и 10 об. %
НСООН в воде; элюент Б: 30 об. % СН3CN и
10 об. % НСООН в воде. Режим: 0 мин – 0% Б;
10 мин – 0% Б; 30 мин – 40% Б; 60 мин – 40% Б;
61 мин – 0% Б; для рекондиционирования колон-
ки достаточно 9–10 мин.

Хроматограммы записывали при λ(det) 515 нм
с регистрацией спектров в диапазоне 400–700 нм.

Определение дифференциальным спектрофото-
метрическим методом выполняли в соответствии с
данными работы [14]. Из суммарного поглощения
экстракта при рН 1, A(Σ, pH 1), вычитали поглоще-
ние при изменении рН до 4.5, A(Σ, pH 4.5), которое
относили к поглощению “полимерных” форм ан-
тоцианов:

(2)

Поглощение измеряли при длине волны, соот-
ветствующей максимуму в спектре. При реги-
страции спектров на спектрофотометре Shimadzu
UV2550 вычитание фона за счет рассеивания на
коллоидных частицах (при λ = 700 нм) выполня-
ется автоматически.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Управление селективностью разделения антоци-

анов. Концентрация муравьиной кислоты. Систему
СH3CN–HCOOH–H2O наиболее часто применя-
ют в качсетве элюента для разделения антоциа-
нов. При этом концентрацию муравьиной кисло-
ты желательно поддерживать на достаточно высо-
ком уровне – 10 об. % (рН около 1.5) для
возможно более полного перевода всех антоциа-
нов во флавилиевую форму (определяемую фор-
му в ВЭЖХ) [15], учитывая, что рН подвижных
фаз для стационарных фаз марки Symmetry C18
должен находиться в пределах 2–8 для стабиль-
ной работы колонки.

Влияние концентрации ацетонитрила в изокра-
тическом режиме. Карта разделения. Влияние
концентрации СH3CN в подвижной фазе на се-
лективность разделения антоцианов велико в
случае, когда кроме моногликозидов в исследуе-
мом образце находятся ди- и тригликозиды [15].
Разделение отдельных смесей 3-галактозидов, 3-
глюкозидов или 3-арабинозидов осуществляется
легко при любых концентрациях ацетонитрила в
подвижной фазе в указанном выше порядке (1).

,  , pH 1 ,pH4.5( ( ) ).) (A i A AΣ = Σ − Σ

Однако разделение всех пятнадцати компонентов
антоцианового комплекса плодов черники про-
блематично. Так, например, при содержании
СH3CN 6 об. % на хроматограмме удается обнару-
жить 13 пиков вместо пятнадцати – Dp3Ara и
Cy3Gala, как и пара Pn3Gala и Pt3Ara не разделя-
ются (рис. 1).

Для отыскания возможности разделения всех
15 гликозидов следует проанализировать карту
разделения в варианте относительного удержива-
ния [16] (рис. 2). Для ее построения использовали
несколько различных составов подвижной фазы
(по содержанию СH3CN) в изократическом ре-
жиме, выбрав в качестве реперного соединения
цианидин-3-глюкозид.

Очевидно, что для разделения первой из выше
указанных пар антоцианов необходимо исполь-
зовать подвижные фазы с небольшим содержани-
ем ацетонитрила, но при этом появляются новые
проблемные пары вследствие множественных
сближений и пересечений линий трендов на рис. 2.
Следовательно, для разделения следует подо-
брать градиентный режим с низким содержанием
ацетонитрила в стартовом составе.

Выбор градиентного режима. Можно предло-
жить несколько различных режимов градиентно-
го элюирования, обеспечивающих разделение
всех 15 компонентов, начиная с подвижных фаз с
относительно небольшой элюирующей способ-
ностью (с содержанием 4 об. % ацетонитрила и
даже без него в стартовом элюенте) (рис. 3).

Таким образом, существует возможность раз-
деления всех антоцианов экстракта плодов чер-
ники за счет выбора состава стартового элюента в
режиме градиентного элюирования, хотя полного
разделения всех компонентов (до Rs > 1) в пред-
ложенных режимах достичь не удается.

Влияние температуры термостата колонок на
селективность разделения. В рассмотренных вы-
ше изократических и градиентном составах по-
движных фаз использовали температуру 40°С,
выбор которой никак не обосновывался, хотя
температура может быть одной из величин, влия-
ющих на селективность разделения компонентов
сложных смесей.

Установлено, что при росте температуры тер-
мостата колонки удерживание 3-галактозидов
уменьшается в большей степени по сравнению с
удерживанием соответствующих 3-арабинози-
дов, а при уменьшении температуры порядок
элюирования должен измениться на противопо-
ложный. Это подтверждено экспериментально –
при 25°С все 15 компонентов разделяются даже в
изократическом режиме, например, в элюенте,
содержащем 6 об. % СH3CN и 10 об. % HCOOH в
воде (рис. 4). Для уменьшения продолжительно-
сти записи хроматограммы можно применять
градиентный режим Г3.
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Таким образом, разделение всех 15 антоцианов
экстракта плодов черники возможно при исполь-
зовании системы СH3CN–HCOOH–H2O в каче-
стве элюента.

Качественный и количественный анализ плодов.
Для качественного анализа получали масс-спек-
тры в условиях частичной фрагментации [17], с
подтверждением по электронным спектрам по-
глощения (табл. 2). Для каждого из агликонов
определили по два 3-гексозида и по одному пен-
тозиду; первый из гексозидов определили как 3-
галактозид, а второй – как 3-глюкозид по совпа-
дению удерживания с компонентами экстрактов
плодов винограда, содержащих только 3-глюко-
зиды тех же агликонов [18]. Третий компонент в
каждой из групп определили как 3-арабинозид –
по наименьшему времени удерживания среди 3-
пентозидов, поскольку время удерживания воз-
можных изомеров (3-ксилозиды) существенно
больше [19]. Такое отнесение полностью под-
тверждают параметры электронных спектров,
свидетельствующие о том, что гликозидный заме-
ститель находится именно в положении 3 аглико-
нов (по наличию слабой полосы поглощения в
диапазоне 420–440 нм [20]), и отсутствуют разли-
чия в спектрах обоих 3-гексозидов при неболь-
шом (около 0.5 нм) батохромном сдвиге основ-
ной полосы поглощения при переходе от 3-гексо-
зида к 3-пентозиду.

Для количественного анализа использовали
два подхода.

Рис. 1. Разделение 15 антоцианов экстракта плодов черники в изократических условиях. Антоцианы: 1 – Dp3Gala; 2 –
Dp3Glu; 3 – Dp3Ara; 4 – Cy3Gala; 5 – Cy3Glu; 6 – Pt3Gala; 7 – Cy3Ara; 8 – Pt3Glu; 9 – Pn3Gala; 10 – Pt3Ara; 11 –
Pn3Glu; 12 – Mv3Gala; 13 – Pn3Ara; 14 – Mv3Glu; 15 – Mv3Ara. Элюент: 6 об. % CH3CN, 10 об. % HCOOH в воде; рас-
ход элюента 0.8 мл/мин, 40°С. Длина волны детектора 515 нм.
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Определение соотношения между компонента-
ми в смеси антоцианов. Определяли площади пи-
ков S(i) и долю антоциана по уравнению для
внутренней нормировки с поправочными коэф-
фициентами:

(3)( ) ( )( ) ,
( ) ( )

j

k i S ii
k j S j

α =


где S(i) – площадь пика i–го компонента при за-
писи хроматограммы при длине волны λ(det); по-
правочный коэффициент k(i) определяли как со-
отношение интенсивностей поглощения при
длине волны, соответствующей максимуму по-
глощения, λ(max), к интенсивности поглощения
при λ(det) для каждого из пиков. Такой подход
согласован с определением суммы антоцианов,

Рис. 3. Разделение антоцианов плодов черники в градиентных режимах Г1 (а) и Г2 (б) при 40°С. Обозначения 1–15 см.
в подписи к рис. 1.
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в подписи к рис. 1.
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выраженной через эквивалент цианидин-3-глю-
козида хлорида [14].

Определение суммы антоцианов дифференциаль-
ным спектрофотометрическим и предложенным
хроматографичеким методами. Дифференциаль-
ный спектрофотометрический метод [14] можно
использовать в условиях, когда при рН 4.5 един-
ственным определяющим процессом является
переход флавилиевой формы в форму полуацета-
ля без заметного вклада реакции депротонирова-
ния флавилиевого иона с переходом в хиноидную
форму. Возможность выполнения этого требова-
ния подтверждена в настоящей работе на приме-
ре компонентов экстрактов свежих (или свежеза-
мороженных) плодов черники путем контроля
электронных спектров при повышении рН от 1 до
4.5. Полученные результаты представлены в
(табл. 3). Как видно, содержание антоцианов в
джемах оказалось довольно низким с большой
долей “полимерных” форм, что указывает на ис-
пользование производителем технологии, не учи-
тывающей нестабильность антоцианов. Так, на-
пример, при содержании антоцианов в исходных
плодах черники на уровне 400 мг в 100 г свежих
плодов при варке джема даже с двукратным коли-
чеством сахара концентрация антоцианов в про-
дукте должна была бы составлять 100–133 мг на
100 г в зависимости от количества оставшейся
при варке воды. Реальный результат 56 мг на 100 г
джема примерно вдвое меньше. Высокая доля аб-

сорбции, приходящаяся на “полимерные” фор-
мы антоцианов, полученная для всех исследован-
ных образцов джемов и высушенных образцов,
указывает на несовершенство технологии приго-
товления продукции.

Следует также учесть, что дифференциальный
спектрофотометрический метод определения
концентрации “мономерных” антоцианов (по
нашим данным) не имеет строгого научного
обоснования, нет доказательств того, что погло-
щение “полимерной” формы антоцианов одина-
ково при двух используемых в расчете значениях
рН – 1 и 4.5. С другой стороны, по нашим наблю-
дениям рост концентрации “полимерных” форм
антоцианов в исследуемых образцах при ВЭЖХ-
определении антоцианов в условиях обращенно-
фазовой хроматографии всегда сопровождается
пиком с очень широким шлейфом, начинаю-
щимся от времени, близкого ко времени выхода
неудерживаемых компонентов (рис. 4), который
может соответствовать проявлению “полимер-
ных” антоцианов. В таком случае можно оценить
вклад “полимерных” форм в суммарную абсорб-
цию антоцианов при рН, близком к 1 (точнее к
1.5) – как разность суммы площадей пиков с ожи-
даемой “нулевой” линией (т.е. площади пиков с
включением окрашенной в серый цвет части хро-
матограммы на рис. 5) и площадей пиков, опреде-
ленных по началу и концу каждого из пиков “мо-
номерных” антоцианов. В таком случае доля,

Таблица 2. Антоцианы, найденные в плодах растений семейства Vaccinium и в продуктах их переработки

1Нумерация антоцианов как на рис.1; 2, 3 условия записи хроматограммы в режиме Г3; 4 порошок (производство порошков и
джемов – Карелия); 5 Вологодская ягода, 6 4 сезона, 7 не детектируется.

№1 Антоциан
tR, 

мин2 λ, нм3 m/z

Доля антоциана в их сумме, моль %, ± 0.3% (n = 3)

голубика черника свежие плоды черники клюква брусника

пор.4 джем пор. джем Вол.5 4 сез.6 Китай пор. джем пор. джем

1 Dp3Gala 6.41 524 465 (303) 9.6 5.1 11.6 11.7 13.8 11.6 18.0 н/д7 н/д н/д н/д

2 Dp3Glu 8.14 524 465 (303) 12.2 11.4 13.5 11.3 13.5 10.9 11.4 н/д н/д н/д н/д
3 Cy3Gala 10.10 515 449 (287) 6.0 3.2 9.2 11.8 10.8 10.4 1.6 24.3 26.3 85.1 95.0
4 Dp3Ara 10.66 524 435 (303) 10.5 4.6 9.6 8.5 11.0 9.7 11.8 н/д н/д н/д н/д
5 Cy3Glu 13.58 515 449 (287) 10.2 4.9 12.4 11.9 11.7 11.8 1.8 3.2 3.2 3.4 2.3
6 Pt3Gala 15.57 525 479 (317) 4.0 2.8 3.8 4.3 3.7 4.2 8.5 н/д н/д н/д н/д
7 Cy3Ara 16.11 516 419 (287) 6.3 2.0 7.7 8.1 8.2 7.9 1.6 21.4 19.6 10.1 2.1
8 Pt3Glu 18.26 525 479 (317) 9.7 12.1 9.2 6.2 6.3 8.0 9.3 н/д н/д н/д н/д
9 Pn3Gala 19.79 516 463 (301) 1.4 1.1 1.3 1.4 2.1 0.8 1.0 н/д н/д н/д н/д

10 Pt3Ara 20.33 526 449 (317) 2.6 2.0 2.6 4.0 3.2 3.2 4.0 29.1 29.2 н/д н/д
11 Pn3Glu 22.31 516 463 (301) 5.7 4.5 4.7 5.1 3.8 5.8 0.8 8.2 7.7 н/д н/д
12 Mv3Gala 22.83 527 493 (331) 4.5 6.4 3.6 4.5 2.1 3.2 12.3 н/д н/д н/д н/д
13 Pn3Ara 23.90 516 433 (301) 0.7 0.7 0.8 0.7 0.4 0.6 0.4 13.8 13.9 н/д н/д
14 Mv3Glu 24.96 527 493 (331) 14.2 35.4 7.9 8.6 8.2 9.9 12.5 н/д н/д н/д н/д
15 Mv3Ara 26.83 528 463 (331) 2.5 3.7 2.2 2.02 1.2 1.9 5.2 н/д н/д н/д н/д
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приходящаяся на “полимерные” формы, заметно
больше, чем определенная спектрофотометриче-
ским методом (табл. 3), особенно при высоком
содержании этих форм.
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