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Исследована возможность замены ацетонитрила на метанол при разделении антоцианов в подвиж-
ных фазах, содержащих органический модификатор, 10 об. % муравьиной кислоты (регулятор рН)
и воду в условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ на С18-стационарной фазе (Symmetry®C18). Установ-
лено, что при замене ацетонитрила на метанол необходимо использовать два компонента подвиж-
ной фазы – содержащие только метанол и только муравьиную кислоту, поскольку при совместном
присутствии этих веществ наблюдается длительный дрейф удерживания, предположительно, из-за
реакции ацилирования метанола. Установлено, что замена ацетонитрила на метанол приводит к не-
большим изменениям в селективности разделения антоцианов с одинаковыми заместителями, но
различными агликонами и с различными углеводными заместителями для одного и того же аглико-
на. По эффективности разделения (по числу теоретических тарелок) антоцианов также нет суще-
ственных различий, что позволяет отказаться от дорогостоящего ацетонитрила в пользу метанола.
Разработанная методика применена для определения антоцианов в плодах клюквы различной сте-
пени зрелости (по окраске). Определены особенности антоцианового состава плодов клюквы и по-
казана необходимость контроля состава растворителя пробы для исключения появления артефакт-
ных пиков.
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лота, селективность разделения, эффективность пиков, особенности пробоподготовки.
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В обращенно-фазовой ВЭЖХ (ОФ ВЭЖХ) для
элюирования аналитов необходимо использовать
водно-органические смеси с регулирующими рН
добавками, которые должны удовлетворять ряду
требований по физическим свойствам, включая
ограничения по вязкости, по летучести, по воз-
можности применения спектрофотометрическо-
го детектирования в необходимом диапазоне
длин волн. Для определения антоцианов в вари-
анте ОФ ВЭЖХ элюирующую силу подвижной
фазы наиболее часто регулируют изменением
концентрации ацетонитрила. С недавних пор на-
блюдается тенденция отказа от этого растворите-
ля – токсичного для человека и окружающей сре-
ды, стоимость которого существенно выросла в
последние годы [1]. В этом отношении метанол,
являясь токсичным для человека, менее опасен
для окружающей среды [1, 2], и относится к деше-
вым растворителям. Ацетонитрил достаточно хи-
мически инертен, чтобы беспроблемно приме-
няться в смеси с водой и разнообразными кисло-
тами, включая муравьиную, добавка которой

(до 10 об. %) необходима для перевода антоциа-
нов во флавилиевую форму [3]. В отличие от аце-
тонитрила, метанол способен этерифицировать-
ся карбоновыми кислотами с образованием су-
щественно более гидрофобных сложных эфиров,
поэтому времена удерживания аналитов могут
уменьшаться в процессе использования смесей
метанола с муравьиной кислотой. Впрочем, при-
сутствие большого количества воды в приемле-
мых для определения антоцианов подвижных фа-
зах смещает равновесие реакции этерификации в
сторону исходных кислоты и спирта. Следует от-
метить, что в литературе описано использование
для разделения антоцианов смесей метанола, му-
равьиной кислоты и воды в одном компоненте по-
движной фазы, при этом отсутствуют указания на
проблемы со стабильностью времен удерживания
аналитов в изократическом режиме [4, 5], или гра-
диентных режимах элюирования [6–10] в условиях
обращенно-фазовой ВЭЖХ.

Цель настоящей работы – оценить возмож-
ность замены ацетонитрила на метанол в составе
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подвижных фаз, содержащих муравьиную кисло-
ту, на разделение антоцианов и выявить измене-
ние селективности разделения и эффективности
(по числу теоретических тарелок) при такой заме-
не в ОФ ВЭЖХ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Использовали экстракты антоцианов из ли-

стьев церциса [11], плодов красной смородины
[12] и вишни [13]. Экстракты готовили настаива-
нием растительного материала в 0.1 М водном
растворе HCl и отделяли от растительного матери-
ала фильтрованием через бумажный фильтр. Ча-
стичную очистку проводили твердофазной экс-
тракцией на концентрирующих насадках (патро-
нах) ДИАПАК С18 (БиоХимМак СТ, Москва).

Разделение антоцианов осуществляли на хро-
матографе Agilent 1200 Infinity с диодно-матрич-
ным детектором. В работе использовали хромато-
графическую колонку 150 × 4.6 мм Symmetry®C18
с размером частиц 3.5 нм при температуре термо-
стата колонок 40°С. Хроматограммы регистриро-
вали и обрабатывали программой ChemStation.

Для приготовления подвижных фаз использо-
вали метанол “analytical reagent grade”, ацетонит-
рил “HPLC Gradient grade” (Fisher Chemical, Гер-
мания); муравьиную кислоту, ч. (85%, Китай) и
дистиллированную воду.

Для обозначения антоцианов использовали сле-
дующие сокрашения: антоцианидины: Dp (дельфи-
нидин), Cy (цианидин), Pt (петунидин), Pn (пеони-
дин) и Mv (мальвидин); гликозиды: Glu (глюко-
зид), Sopho (2"-глюкозилглюкозид), Sam (2"-
ксилозилглюкозид), Rut (6"-рамнозилглюкозид
или рутинозид), XRut (2"-ксилозилрутинозид),
GRut (2"-глюкозилрутинозид), с замещением в
положении 3 агликона, см. схему 1.

Схема 1. Строение агликонов антоцианов 
(антоцианидинов).

Использовали следующую методику определе-
ния антоцианов плодов клюквы:

1. Антоцианы экстрагировали настаиванием
плодов клюквы, разделенных на три группы по
интенсивности окраски. Для этого к 7–8 г плодов
добавляли 100 мл 0.1 М водного раствора HCl и
смесь оставляли на ночь для настаивания. На сле-
дующий день экстракт отделяли от растительного
материала и фильтровали через бумажный
фильтр. Однократной экстракции было достаточ-
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но для практически полного извлечения антоци-
анов (более 98%).

2. Полученные экстракты использовали для
спектрофотометрического определения антоциа-
нов в пересчете на Cy3Glu [14], но без исключе-
ния абсорбции полимерных антоцианов при рН
4.5. Присутствие полимерных антоцианов оцени-
вали хроматографическим методом [15]. По дан-
ному методу вклад полимерных антоциианов мо-
жет быть найден по площади диффузного пика,
начинающегося в диапазоне мертвого объема
(времени); в результате получили не более 2% по-
лимерных форм.

3. Следующим этапом была пробоподготовка к
определению видового состава антоцианов мето-
дом обращенно-фазовой ВЭЖХ. Полученные в
п. 1 экстракты сорбировали на активированном
пропусканием 5 мл ацетона и кондиционирован-
ном пропусканием 10–15 мл 0.1 М водного рас-
твора HCl концентрирующем патроне ДИАПАК
С 18. Антоцианы реэкстрагировали с патрона 3 мл
метанола, содержащего 10 об. % муравьиной кис-
лоты. Реэкстракт разбавляли раствором муравьи-
ной кислоты (10 об. %) в воде в соотношении 1 : 5
для последующего хроматографирования.

4. Далее проводили разделение антоцианов в
условиях ОФ ВЭЖХ. Готовили раствор А, содер-
жащий 30 об. % метанола в воде, и раствор Б, со-
держащий 20 об. % муравьиной кислоты в воде.
Для элюирования использовали градиентный на-
сос (двухканальный), но при постоянном соотно-
шении растворов А и Б (1 : 1) при скорости подачи
подвижной фазы 0.8 мл/мин. Хроматографиче-
ская колонка и температура разделения указаны
выше. Хроматограммы записывали по три раза.
Хроматограммы регистрировали, хранили и об-
рабатывали с помощью ПО “Agilent ChemSta-
tion”. Различие во временах удерживания основ-
ных компонентов не превышало 2 с, а расхожде-
ние между результатами определения доли
антоцианов не превышало 0.5%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Возможность протекания реакции этерифика-

ции косвенно подтвердилась уже в первых опытах.
При выводе хроматографической системы в режим
в элюенте, содержащем из 12 об. % метанола и 10 об.
% муравьиной кислоты в воде, дождаться прекра-
щения дрейфа времен удерживания не удалось даже
за 3 ч (рис. 1), хотя обычно для стабилизации удер-
живания антоцианов достаточно 20–30 мин. При
этом наблюдается предсказанное выше уменьше-
ние времен удерживания всех компонентов пробы.

Используемая в ряде работ уменьшенная кон-
центрация муравьиной кислоты (менее 10 об. %)
также приводит к дрейфу времен удерживания, но
более медленному (рис. 2). Отметим, что в литерату-



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 8  2021

УПРАВЛЕНИЕ СЕЛЕКТИВНОСТЬЮ РАЗДЕЛЕНИЯ АНТОЦИАНОВ 703

ре не обнаружены указания на дрейф времен удер-
живания при работе с подобными смесями в соста-
вах подвижных фаз. Решение проблемы – смешива-
ние двух растворов, один из которых содержит
кроме воды только метанол, а второй представляет
собой раствор муравьиной кислоты в воде. Такой
подход использовали в некоторых работах по опре-
делению антоцианов в градиентных режимах [11,
12]. Нами экспериментально установлено, что ука-
занный прием позволяет вывести хроматографиче-
скую систему в стационарный режим за обычное
время (20–30 мин), но, к сожалению, одноканаль-
ные изократические насосы в этом случае становят-
ся непригодными. Именно этот способ использова-
ли в дальнейшем при исследовании возможности
замены ацетонитрила метанолом.

Сопоставление селективности разделения антоци-
анов. Для сопоставления селективности разделения
3-глюкозидов пяти из шести основных антоциани-
динов при замене ацетонитрила на метанол наибо-
лее эффективным к настоящему времени является
метод сравнения карт разделения в варианте отно-
сительного удерживания, предложенный в работе
[16] (рис. 3).

Оказалось, что замена ацетонитрила на метанол
как на компонент с большей вязкостью приводит к
небольшому росту давления (лишь на 10–15%) для
использованных в работе составов подвижных фаз.
При этом происходит более компактное элюирова-
ние в неизменном для обоих органических модифи-
каторов подвижной фазы порядке:

Такая компактность может быть использована
для сокращения времени, необходимого для разде-
ления всех или некоторых компонентов природных
смесей антоцианов, когда нет смысла в увеличении
времени элюирования наиболее сильно удержива-
ющегося компонента.

Добавка ОН-группы в кольцо В при переходе от
Cy3Glu к Dp3Glu приводит при применении обоих
типов органических модификаторов подвижной
фазы к логичному уменьшению удерживания
вследствие возрастания относительной гидрофиль-
ности сорбата. Поэтому линии трендов на карте
разделения для Dp3Glu располагаются ниже линии
тренда для Cy3Glu. Однако этот рост гидрофильно-
сти для подвижных фаз на основе метанола оказы-
вается несколько меньшим, чем в случае подвиж-
ных фаз на основе ацетонитрила. При добавлении
метоксигрупп линии тренда всегда располагаются
выше, что можно интерпретировать как рост липо-
фильности антоцианов. При этом линии трендов
для Mv3Glu и Pn3Glu для подвижных фаз, содержа-
щих метанол, располагаются ниже аналогичных ли-
ний трендов для подвижных фаз на основе ацето-
нитрила. Эти два фактора и приводят к уменьше-
нию диапазона времен удерживания 3-глюкозидов
(а, следовательно, и любых других однотипных гли-
козидов) пяти из шести основных природных анто-
цианидинов.

Строгое объяснение найденных изменений для
одного состава подвижной фазы проблематично,
поскольку в действительности каждый сорбат име-
ет свой баланс гидрофильных и гидрофобных
свойств, т.е. его удерживание должно описываться

R R

R R R

Dp3Glu Cy3Glu
Pt3Glu Pn3Glu Mv3G

( ) ( )
( ) u( )l) .(

t < t <
t < t < t<

Рис. 1. Дрейф удерживания антоцианов в подвижной
фазе CH3OH–HCOOH–H2O (12 : 10 : 78, по объему).
Интервал между вводом проб А–Е 25–30 мин. Анто-
цианы: 1 – Dp3Glu; 2 – Cy3Glu; 3 – Pt3Glu; 4 –
Pn3Glu; 5 – Mv3Glu. Колонка 4.6 × 150 мм Symmetry
C18, 3.5 мкм. Температура 40°С, скорость подачи по-
движной фазы 0.8 мл/мин.
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Рис. 2. Дрейф времен удерживания антоцианов в
элюентах на основе метанола и муравьиной кислоты.
Антоцианы: 1 и 1а – Cy3Glu, 2 – Pn3Glu. Подвижные
фазы для 1 и 2 – 10 об. % HCOOH и 12 об. % CH3OH
в воде, для 1a – 5 об. % HCOOH и 13 об. % CH3OH в
воде.
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минимум двухпараметрическим уравнением. Урав-
нения относительного удерживания [17] являются
как раз двухпараметрическими:

(1)

где логарифм фактора удерживания сорбата i сопо-
ставляется с логарифмом фактора удерживания
сорбата, выбранного в качестве вещества сравнения
(Cy3Glu). В этом уравнении параметр a1 может рас-
сматриваться как относительная характеристика
липофильности сорбата (по отношению к веществу
сравнения). Параметр a0 не является однозначной
характеристикой гидрофильности, для ее уточне-
ния необходимо определить абсциссы точек кон-
вергенции [18]. Однако в случае антоцианов гомо-
логи, необходимые для нахождения координат та-
ких точек, отсутствуют. Впрочем, сопоставляя
наклоны линий трендов на рис. 3, можно устано-
вить, что на самом деле относительная липофиль-
ность антоцианов при добавлении метоксигрупп
возрастает сильнее в случае подвижных фаз с мета-
нолом.

0 1lg  lg Cy3Glu( ) ( ),k i a a k= +

Для линий трендов на рис. 3 существует еще одна
полезная для подтверждения их корректности осо-
бенность. Так, при аппроксимации вправо, т.е. на
большие времена удерживания (или на малые со-
держания метанола или ацетонитрила) линии для
одного и того же вещества должны пересекаться в
точке, при которой концентрация органического
модификатора (кроме муравьиной кислоты) обра-
щается в ноль. И действительно, анализируя урав-
нения относительного удерживания, находим, что
абсциссы точек пересечения для пар линий трендов
для веществ Dp3G, Pn3G и Mv3G близки друг к
другу: 1.99, 2.09 и 2.02, что удовлетворительно для
линий, построенных только по трем эксперимен-
тальным точкам для каждой из зависимостей.

При исследовании влияния замены ацетонитри-
ла на метанол на разделение различных типов гли-
козидов одного и того же антоцианидина (циани-
дина) линии трендов для одних и тех же соединений
были близки (табл. 1). При этом наклон линии
тренда для дигликозидов примерно на 0.1 больше,
чем для 3-моногликозидa цианидина с заметным
ростом для 3-рутинозида вследствие появления в

Рис. 3. Карта разделения антоцианов для системы подвижных фаз I: метанол–10 об. % муравьиной кислоты–вода в
сравнении с картой разделения антоцианов для системы II: ацетонитрил–10 об. % муравьиной кислоты–вода. Пунк-
тирными линиями и цифрой с буквой а обозначено относительное удерживание в системе II. Антоцианы: 1 – Dp3Glu,
2 – Cy3Glu; 3 – Pt3Glu; 4 – Pn3Glu и 5 – Mv3Glu.
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углеводном заместителе метильной группы; для 3-
тригликозидов наклон возрастает еще на 0.15, как и
при использовании в качестве модификатора аце-
тонитрила. Таким образом, замена растворителя
практически не приводит к изменению селективно-
сти разделения антоцианов при усложнении строе-
ния углеводного заместителя, а параметр a1, как и
при использовании ацетонитрила [19], остается
уникальным индикатором числа моноз в углевод-
ном заместителе, что удобно при предварительной
идентификации антоцианов без использования
масс-спектрометрического детектирования.

Сопоставление эффективности. Для исследования
эффективности хроматографических систем обыч-
но используют анализ экспериментальных данных
по динамическому подходу по уравнению Ван Де-
емтера [20]. Такой анализ в нашем случае позволил
установить, что минимальная высота теоретической
тарелки достигается при нерационально малой ско-
рости подачи подвижной фазы (менее 0.20 мл/мин)
(рис. 4). В связи с этим для хроматографирования
необходимо находить компромисс между степенью
разделения (Rs) и временем хроматографирования,
т.е. степень разделения может быть при необходи-
мости увеличена за счет снижения скорости подачи
подвижной фазы. Анализ данных рис. 4 показывает,
что эффективность хроматографических систем да-
же немного увеличивается при замене ацетонитрила
на метанол.

Определение антоцианов плодов клюквы. Относи-
тельную долю различных видов антоцианов в экс-
тракте плодов клюквы можно определить при одной
длине волны без введения поправок [15]. Это объяс-
няется тем, что электронные спектры поглощения
всех шести основных 3-гликозидов практически не
различаются.

Разделение антоцианов плодов клюквы иллю-
стрирует рис. 5, а в табл. 2 приведены результаты
определения антоцианов и их изменение по мере
созревания клюквы. Кроме шести основных анто-
цианов, которые были обнаружены в целом ряде
работ [21–25], на хроматограмме заметны также не-
сколько минорных компонентов, доля которых в
сумме антоцианов по площадям пиков не превы-
шает 3–5%. Строение этих антоцианов в настоящей

работе не определяли, но по анализу параметров
линий трендов можно предположить, что они (кро-
ме компонента а на рис. 5) являются моногликози-
дами цианидина, при этом их ацилирование неко-
торыми алифатическими кислотами не исключено.
Ацилирование алифатическими кислотами (по на-
шему опыту) мало сказывается на наклоне линий
трендов, но удерживание при этом сильно зависит
от положения ацилирования углеводного замести-
теля. Учитывая, что при пробоподготовке и хране-
нии пробы не исключено ацилирование антоциа-
нов муравьиной кислотой, исследовали вариант,
при котором пробу готовили, заменив муравьиную
кислоту ортофосфорной. Оказалось, что такая за-
мена никак не сказывается на виде хроматограммы,
т.е. минорные пики являются не артефактами, а
следствием особенностей биосинтеза антоцианов в
плодах клюквы. Однако по мере созревания плодов
(или в зависимости от интенсивности окраски) на-
блюдаются изменения в антоциановом составе.
Особенно заметен рост относительной доли Cy3Glu
и Pn3Glu.

В одной из работ по ВЭЖХ антоцианов, выпол-
ненных в нашей лаборатории [26], показано, что
при неверной пробоподготовке возможно появле-

Таблица 1. Параметры уравнения относительного удерживания некоторых антоцианов для двух элюентных систем

Антоциан
Система I Система II

а1 а0 а1 а0

Cy3Sam 1.104 ± 0.008 –0.062 ± 0.003 1.092 ± 0.007 –0.053 ± 0.004
Cy3Sopho 1.083 ± 0.006 –0.230 ± 0.002 1.089 ± 0.007 –0.238 ± 0.004
Cy3R 1.146 ± 0.008 0.080 ± 0.004 1.127 ± 0.006 0.094 ± 0.003
Cy3XR 1.263 ± 0.007 –0.029 ± 0.003 1.232 ± 0.005 0.003 ± 0.002
Cy3GR 1.267 ± 0.009 –0.198 ± 0.004 1.254 ± 0.005 –0.192 ± 0.004

Рис. 4. График Ван Деемтера для Cy3Glu в двух по-
движных фазах. Подвижные фазы: 1 – 16 об. %
CH3OH и 10 об. % HCOOH в воде; 2 – 8.8 об. %
CH3CN и 10 об. % HCOOH в воде.

20

0 0.5 u, мл/мин

H, мкм
2

1



706

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 8  2021

ДЕЙНЕКА и др.

ние на хроматограмме артефактных пиков. Они мо-
гут возникать при растворении пробы в растворите-
ле, обладающем более высокой элюирующей спо-
собностью по сравнению с используемой
подвижной фазой. При применении метанола
оценка влияния состава растворителя на качество
получаемой хроматограммы особенно важна, по-
скольку в литературе имеется немало публикаций, в
которых рекомендуют в конце пробоподготовки
растворять пробу в метаноле для последующего хро-
матографирования. Были приготовлены пробы,
растворенные в растворителях на основе метанола (с
10 об. % муравьиной кислоты) с одинаковой кон-
центрацией антоцианов, но различной концентра-
цией метанола (от 50 до 10 об. %). При последующем
хроматографировании установлено, что даже при
концентрации метанола в пробе на уровне 50% про-
исходит раздвоение пиков антоцианов с меньшими

временами удерживания и существенное уширение
пиков антоцианов с большими временами удержи-
вания (рис. 5б). Артефакты отсутствовали только
при растворении пробы в смеси, приближенной по
составу к используемой подвижной фазе; при этом
условно допустимо изменение концентрации мета-
нола лишь на ±50%. Поэтому не удивительно, что в
работе [27], в которой хроматографировали пробу,
растворенную в метаноле, на хроматограмме появ-
ляются раздвоенные пики веществ с наименьшими
временами удерживания.

* * *

Таким образом, метанол является важной аль-
тернативой экологически менее благоприятному
ацетонитрилу при определении антоцианов в
условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ с 10 об. %

Рис. 5. Разделение антоцианов плодов клюквы красной окраски в подвижной фазе 15 об. % CH3ОН и 10 об. % HCOOH
в воде. Растворители проб – смеси метанола, муравьиной кислоты и воды в соотношениях: А – 20 : 10 : 70; Б – 50 : 10 :
: 40 по объему. Детектирование при 215 нм. Соединения: 1 – Cy3Gala; 2 – Cy3Glu; 3 – Cy3Ara; 4 – Pn3Gala; 5 – Pn3Glu;
6 – Pn3Ara; a, b, c, d, e – не идентифицированы.
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Таблица 2. Антоцианы плодов клюквы окраски разной интенсивности

* Приведены доли по площадям пиков, мол. %; ** г/100 г свежих плодов в пересчете на Cy3Glu хлорид.

Антоциан
Окраска плодов

темно-красная красная светло-красная

Cy3Gala 19.8* 19.4 18.8
Cy3Glu 4.1 1.0 0.5
Cy3Ara 15.5 19.2 25.6
Pn3Gala 30.2 30.9 26.1
Pn3Glu 12.5 5.4 1.8

Pn3Ara 14.7 19.2 21.2
Сумма неизвестных 3.3 4.9 5.9
Содержание суммы антоцианов** 0.065 0.029 0.017
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муравьиной кислоты в качестве регулятора рН
подвижной фазы.

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