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Аннотация. Предложен способ оценки антиоксидантных свойств антоцианов, использующий реакцию 
с водным раствором перманганата калия с последующим хроматографическим определением концен-
трации различных антоцианов сложных смесей в сопоставлении с исходным раствором. Основная осо-
бенность способа состоит в том, что предполагается исключить реально наблюдаемое при использова-
нии традиционных методов определения антиоксидантных свойств протекание цепи последовательных 
реакций окисления каждого исходного антоциана. Для этого используется недостаток оксиданта, кото-
рый должен расходоваться, в основном, на первые стадии для каждого антиоксиданта при предполо-
жении о том, что активность исходного (наименее окисленного) антоцианы выше, чем образующихся 
из него продуктов. Только такая схема позволяет сопоставлять антиоксидантную активность (как па-
раметр, зависящий от времени вместо определяемой обычно антиоксидантной емкости) в зависимости 
от строения молекулы. На основе исследования окисления перманганатом калия 3-глюкозидов пяти 
различных основных природных антоцианидинов (в экстрактах плодов винограда и листьев багрянника 
канадского) установлена зависимость антиоксидантной активности, возрастающая в ряду: Pn3Glu< 
Cy3Glu<Mv3Glu<Pt3Glu<Dp3Glu. Следовательно, антиоксидантная активность однотипных антоциа-
нов возрастает при добавлении ОН-группы в кольцо В агликона сильнее, чем добавление метокси-
группы. Анализ антоцианов экстракта плодов винограда сорта Мерседес показал, что ацилирование 3-
глюкозидов пеонидина и мальвидина пара-кумаровой кислотой не приводит к более высокой устойчи-
вости. Таким образом, утверждения о большей стабильности ацилированных антоцианов не всегда со-
ответствуют истине. Анализ окисляемости перманганатом калия различных 3-гликозидов, выполнен-
ный на экстракте плодов черной смородины и калины красной показал, что в первом случае окисляе-
мость достоверно не изменяется при переходах от 3-глюкозидов к 3-рутинозиду. При этом во втором 
случае добавление второго монозида к имеющемуся 3-глюкозиду как для арабинозида, так и для рам-
нозида привело к снижению активности. Это свидетельствует о том, что сопутствующие экстрактивные 
вещества могут изменять течение некоторых реакций. 
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Abstract. A method for assessing the antioxidant properties of anthocyanins was proposed, using a reaction 
with an aqueous solution of potassium permanganate followed by chromatographic determination of the con-
centration of various anthocyanins in complex mixtures in comparison with the original solution. The main 
feature of the method is the exclusion of the occurrence of a chain of successive oxidation reactions of each 
initial anthocyanin, which is actually observed when using traditional methods for determining antioxidant 
properties. For this purpose, a lack of oxidant was used, which should be consumed mainly in the first stages 
for each antioxidant, under the assumption that the activity of the initial (least oxidized) anthocyanin is higher 
than that of the products formed from it. Only such a scheme allows comparing antioxidant activity (as a time-
dependent parameter instead of the usually determined antioxidant capacity) depending on the structure of the 
molecule. Based on a study of the oxidation of 3-glucosides with potassium permanganate of five different 
main natural anthocyanidins (in extracts of grape fruits and leaves of Cercis canadensis), a dependence of 
antioxidant activity was established, which increased in the series: Pn3Glu<Cy3Glu<Mv3Glu 
<Pt3Glu<Dp3Glu. Consequently, the antioxidant activity of anthocyanins of the same type increased with the 
addition of an OH group to the B ring of the aglycone more strongly than the addition of a methoxy group. The 
analysis of anthocyanins from the fruits of grape variety Mercedes extract showed that the acylation of peonidin 
and malvidin 3-glucosides by p-coumaric acid did not lead to higher resistance. Therefore, the conclusion about 
higher stability of acylated anthocyanins are not always true. An analysis of the oxidability of various 3-gly-
cosides by potassium permanganate was performed on the extract of black currant and red viburnum fruits and 
showed that in the first case, the oxidability does not reliably change when moving from 3-glucosides to 3-
rutinoside. Moreover, in the second case, the addition of a second monoside to the existing 3-glucoside for 
both arabinoside and rhamnoside led to a decrease in activity. This indicates that accompanying extractives 
can alter the course of some reactions. 
Keywords: antioxidant properties, HPLC, KMnO4, anthocyanins 
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Введение 
Антиоксидантные свойства соедине-

ний принципиально важны, поскольку 
многие заболевания начинаются с окси-
дативного стресса [1]. К настоящему вре-
мени разработано много методик, позво-
ляющих оценивать эти свойства [1-6]. Но, 
как правило, в работах редко поднима-
ется вопрос о том, какой параметр опре-
деляется при использовании конкретного 
метода определения антиоксидантных 
свойств [7]. В работе [8] было обращено 
внимание на то, что антиоксидантные 
свойства могут измеряться по кинетиче-
ским зависимостям, позволяющим опре-
делять антиоксидантную активность, и 
по термодинамическим, позволяющие 
определять антиоксидантную емкость. 
Относительно антиоксидантной емкости 

следует учесть, что это оценка протека-
ния окислительно-восстановительной ре-
акции, в которой только на первой стадии 
происходит процесс окисления исход-
ного антиоксиданта, А(0) окислителем, 
Ox, в результате чего образуется продукт 
окисления А(1), который также может 
быть окислен до А(2) и т.д., схема 1: 

 

Ox + A(0) → B + A(1), 
Ox + A(1) → B + A(2), 
Ox + A(2) → B + A(3), 

Схема 1. Ряд последовательных реакций 
окисления антиоксиданта 

 

Ограничение во времени выдержива-
ния смеси, содержащей избыток окисли-
теля и антиоксиданта [9], позволяет опре-
делить неполную антиоксидантную ем-
кость с неизвестной степенью завершен-
ности процесса. Так по данным работы 
[8] аскорбиновая кислота теряет только 
два электрона на молекулу, а в случае 
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кверцетина при потере до 10 электронов 
еще не заканчивается реакция окисления 
комплексом Fe3+ с дипиридилом, т.е. про-
ходят не менее пяти стадий последова-
тельного окисления. Впрочем, хорошо 
известно, что окислительно-восстанови-
тельная реакция самопроизвольно может 
протекать тогда, когда электродный по-
тенциал окислителя больше электрод-
ного потенциала восстановителя. По-
скольку различные окислители могут 
иметь различные электродные потенци-
алы, то корректное сопоставление анти-
оксидантной емкости, определенной раз-
личными методами [10-12], должно вы-
полняться при одинаковых или близких 
электродных потенциалах окислителей. 
Практика отнесения антиоксидантных 
свойств к определенному в тех же усло-
виях свойству некоторого стандартного 
вещества (тролокса, галловой кислоты, 
аскорбиновой кислоты и т.д.) удобна, но 
при традиционном использовании не 
имеет строгого обоснования, более того, 
при смене температуры такой показатель 
может измениться.  

Известно использование ВЭЖХ при 
определении антиоксидантных свойств. 
В простейшем случае, хроматографиче-
ский метод вместо спектрофотометриче-
ского используется, например, при 
оценке способности окрашенных ве-
ществ (мешающих определению окисли-
теля) к гашению свободных радикалов – 
2,2-дифенил-1-пикрилгидразила [13]. 
Наиболее интересны примеры использо-
вания ВЭЖХ при пост-колоночном сме-
шивании элюата с раствором окислителя 
с контролем изменения площадей пиков 
компонентов подходящим способом де-
тектирования [14]. 

Основная идея настоящей работы, 
близким аналогом которой является ра-
бота [15], состоит в том, что к анализиру-
емой смеси добавляется недостаток окис-
лителя, в качестве которого предлагается 
использовать подкисленный водный рас-
твор перманганата калия. В таком случае 

для каждого из веществ смеси антиокси-
дантов вероятность протекания только 
первой стадии (из предложенной выше 
схемы последовательных реакции) может 
быть наивысшей, если восстановитель-
ная активность исходного антоциана бу-
дет выше активности его последователь-
ных продуктов окисления. Это позволит 
сопоставить относительные кинетиче-
ские параметры (т.е. активность) по хро-
матографическому контролю площадей 
пиков. Только такой параметр напрямую 
зависит от строения антиоксиданта и по-
этому может быть использован для сопо-
ставления строения антиоксиданта и его 
антиоксидантных свойств.  

Экспериментальная часть 
В работе использовали экстракты ан-

тоцианов из природных растительных 
материалов, полученные настаиванием в 
0.05 М водном растворе серной кислоты 
с последующей частичной очисткой ме-
тодом твердофазной экстракции. Для ре-
экстракции использовали смесь этанола с 
0.05 М водным раствором серной кис-
лоты. Этанол из раствора удаляли на ва-
куумном ротационном испарителе. Пер-
манганат калия растворяли в дистиллиро-
ванной воде. 

Разделение антоцианов осуществляли 
на оборудовании Agilent 1200 Infinity с 
диодно-матричным детектором. Хрома-
тограммы записывали при 515 нм, рис. 1. 
В работе использовали хроматографиче-
скую колонку 150×4.6 мм Symmetry C18 
(3.5 мкм). Для элюирования применяли 
как изократическое, так и градиентное 
элюирование, используя компонент А: 
6 об.% ацетонитрила, 10 об.% муравьи-
ной кислоты в воде, и компонент Б: 
30 об.% ацетонитрила, 10 об.% муравьи-
ной кислоты в воде. Градиентный режим: 
0 мин – 0% Б, до 30 мин – 100% Б. Элюи-
рование осуществляли со скоростью по-
дачи подвижной фазы 0.8 см3/мин. Хро-
матограммы регистрировали и обрабаты-
вали в программе ChemStation, а расчеты 
выполняли в MS Excel. 
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Обсуждение результатов 
В работе использовали смеси антоциа-

нов, поскольку только в смеси условия 
окисления всех антиоксидантов одина-
ковы. Для этого готовили экстракты анто-
цианов частично очищенные методом 
твердофазной экстракции, но не отделен-
ные от всех сопутствующих экстрактив-
ных веществ (фенольных кислот, флаво-
ноидов и т.д.). Затем подбирали требуе-
мое для достижения недостатка соотно-
шение объемов антиоксидантов и окис-
лителя. Наконец, проводили опыты, в ко-
торых добавление раствора окислителя 
производили с одновременным встряхи-
ванием для быстрого смешивания компо-
нентов. В контрольном опыте вместо 
окислителя добавлялось такое же количе-
ство воды. Полученные растворы вво-
дили непосредственно в хроматограф. 
Полученные результаты будут изложены 
по объектам. 

Антоцианы винограда сорта Мерседес. 
Этот сорт винограда уникален необычно 
большим количеством ацилированных 
пара-кумаровой кислотой (по положе-
нию 6″ глюкозидного радикала – 
6″CoumGlu) основных, характерных для 
Vitis vinifera [16] антоцианов – 3-глюко-
зидов мальвидина (Mv3Glu) и пеонидина 
(Pn3Glu) – соответственно, рис. 1. Такой 
набор антоцианов удобен для сравнения 
влияния добавки метокси-группы (при 

переходе от производных пеонидина к 
производным мальвидина) и ацилирова-
ния глюкозидного радикала пара-кумаро-
вой кислотой. 

В результате выполненного исследо-
вания четыре антоциана расположились в 
ряд по возрастанию степени превраще-
ния: 

Pn3Glu ≈ Pn3(6″CoumGlu) < Mv3Glu ≈ 
Mv3(6″CoumGlu).                      (1) 

Таким образом, добавка метокси-
группы приводит к росту антиоксидант-
ной активности антоцианов по отноше-
нию к перманганату калия, а ацилирова-
ние практически не сказывается на этом 
свойстве, что не соответствует утвержде-
нию о большей стабильности ацилиро-
ванных антоцианов [17]. 

Антоцианы винограда сорта Ася. Этот 
сорт винограда содержит в качестве ос-
новных компонентов 3-глюкозиды всех 
пяти характерных для Vitis vinifera 3-глю-
козидов: дельфинидина (Dp3Glu), циани-
дина (Cy3Glu), петунидина (Pt3Glu), пео-
нидина (Pn3Glu) и мальвидина (Mv3Glu), 
с преобладанием Pn3Glu концентрация 
которого больше, чем Mv3Glu, рис. 2. В 
данном случае акцент был сделан, но со-
поставление антиоксидантных свойств 
антоцианов в зависимости от строения 
кольца Б, схема 2.  

 
1 – дельфинидин-3-глюкозид (Dp3Glu), 2 – цианидин-3-глюкозид (Cy3Glu), 3 –петунидин-3-

глюкозид (Pt3Glu), 4 – пеонидин-3-глюкозид (Pn3Glu), 5 – мальвидин-3-глюкозид (Mv3Glu) 
Рис.1.Хроматограмма антоцианов плодов винограда сорта Мерседес 

Fig.1.AnthocyaninchromatogramoffruitsofgrapevarietyMercedes 
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Схема 2. Строение основных природных ан-

тоцианидинов 
При небольшой (но различной для 

всех антоцианов) степени превращения 
антоцианы расположились в ряд по росту 
скорости окисления (в скобках приведена 
степень превращения, %): 

Pn3Glu(3.6%) < Cy3Glu(5.5%) < 
Mv3Glu(6.0%) < Pt3Glu(10.8%) < 

Dp3Glu(28.8%).       (2) 
И при существенно большей степени 

превращения в ряду не обнаружено изме-
нений: 

Pn3Glu(10.8%) < Cy3Glu(24.3%) < 
Mv3Glu(26.1%) < Pt3Glu(69.5%) < 

Dp3Glu(94.4%).   (3) 
Отметим, что первые два антоциана 

представляют группу, в которой в кольце 
В содержится по два заместителя – одна 
общая ОН-группа в положении 4′, а также 
метокси-группа в положении 3′ в случае 
производного пеонидина и ОН-группа в 
этом же положении в цианидин-3-глюко-
зиде. При этом скорость окисления воз-
растает сильнее при добавлении ОН-
группы по сравнению с добавлением ме-
токси-группы. Остальные три компо-
нента имеют по три заместителя в кольце 

Б, и в них скорость окисления также воз-
растает сильнее при замене метокси-
группы ОН-группой. 

По данным работы [18] потенциал од-
ноэлектронного окисления кольца Б ан-
тоцианов винограда также (но в ином по-
рядке) зависит от строения этого фраг-
мента (в скобках указаны величины по-
тенциалов):  

Pn3Glu(390 мВ) = Dp3Glu(390 мВ)< 
Pt3Glu(440 мВ) < Cy3Glu(490 мВ) < 

Mv3Glu(540 мВ)   (4) 
Впрочем, для трех соединений совпа-

дение с полученными нами результатами 
вполне приемлемо с учетом требования 
уменьшения электродного потенциала 
для роста антиоксидантной активности: 

Dp3Glu(390 мВ)< Pt3Glu(440 мВ) < 
Cy3Glu(490 мВ)                             (5) 

Полученные в настоящей работе ре-
зультаты не согласуются с результатами 
амперометрического метода определения 
антиоксидантных свойств антоцианов ви-
нограда при электрохимическом детекти-
ровании на стеклоуглеродном электроде 
(на приборе Цвет Яуза-01-АА, НПО «Хи-
мавтоматика», Москва) [19], поскольку в 
данном методе окисление антоцианов на 
аноде (по нашим данным) осуществля-
ется по многостадийному варианту без 
десорбции с электрода. 

 
1 – дельфинидин-3-глюкозид (Dp3Glu), 2 – цианидин-3-глюкозид (Cy3Glu), 3 – петунидин-3-

глюкозид (Pt3Glu), 4 – пеонидин-3-глюкозид (Pn3Glu), 5 – мальвидин-3-глюкозид (Mv3Glu) 
Рис. 2. Хроматограмма антоцианов плодов винограда сорта Ася 

Fig. 2. Chromatogram of anthocyanins of fruits of grape variety Asya 
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Антоцианы листьев багрянника канад-
ского, Cercis canadensis. Экстракт крас-
ных листьев этого дерева интересен тем, 
что в нем не такое большое различие в 
концентрации тех же пяти основных ан-
тоцианов, как и предыдущем опыте, 
рис. 3. Этот образец позволил проверить 
сходимость результатов при различном 
количественно соотношении их в иссле-
дуемом образце. Было установлено, что 
предложенный выше ряд (2) полностью 
совпадает с найденным в данном случае: 

Pn3Glu(10.2%) < Cy3Glu(12.7%) < 
Mv3Glu(13.0%) < Pt3Glu(14.8%) < 

Dp3Glu(16.9%).       (6) 
Антоцианы плодов черной сморо-

дины. В дальнейшем были исследованы 
различные гликозиды одного и того же 
агликона. В плодах черной смородины в 
кожуре накапливаются по два 3-глюко-
зида и 3-рутинозида дельфинидина и ци-
анидина [20]. Для этого объекта установ-
лено, что, как и было найдено выше, за-
мена производных цианидина на произ-
водные дельфинидина приводит к росту 
скорости окисления. При этом присоеди-
нение рамнозильного радикала к глюко-
зидному (при переходе от 3-глюкозидов к 
3-рутинозидам) мало влияет на антиокси-
дантные свойства - эти четыре производ-
ные выстроились в ряд: 

Cy3Rut(12.4%) ≈ Cy3Glu(13.5%) << 
Dp3Rut(23.0%) ≈ Dp3Glu(24.2%).   (7) 

Антоцианы плодов калины красной. 
Плоды Viburnum opulus интересны тем, 
что в них кроме цианидин-3-глюкозида 
содержатся два диглюкозида – арабино-
зилглюкозид (Cy3AraGlu) и рутинозид 
(Cy3Rut) [21]. Для этого экстракта были 
получены результаты, отличающиеся от 
результатов окисления антоцианов пло-
дов черной смородины: 

Cy3AraGlu(10.1%) ≈ Cy3Rut(10.8%) < 
Cy3Glu(18.3%).                             (8) 

Резкое уменьшение скорости окисле-
ния Cy3Rut по сравнению с Cy3Glu ука-
зывает на то, что ряд активностей антоци-
анов зависит и от присутствия посторон-
них соединений.  

Действительно, окисление веществ 
перманганат-ионом зависит от рН и дру-
гих условий, включая автокаталитиче-
ские процессы с участием соединений 
Mn(IV) [22-25]. Изучение условий и 
направления соответствующих превра-
щений предполагается сделать направле-
нием дальнейшего развития работы. 

Заключение 
Предложен вариант использования 

ВЭЖХ для сопоставления скоростей 
окисления антоцианов сложных смесей 
по первым стадиям, чему должен способ-
ствовать недостаток окислителя. Опреде-
лены закономерности изменения скоро-
стей реакций окисления для однотипных 

 
1 – дельфинидин-3-глюкозид (Dp3Glu), 2 – цианидин-3-глюкозид (Cy3Glu), 3 – петунидин-3-

глюкозид (Pt3Glu), 4 – пеонидин-3-глюкозид (Pn3Glu), 5 – мальвидин-3-глюкозид (Mv3Glu) 
Рис. 3. Хроматограмма антоцианов листьев багрянника канадского 

Fig. 3. Chromatogram of anthocyanins of Cercis canadensis leaves 
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гликозидов пяти основных антоцианиди-
нов. Показано, что для различных глико-
зидов одного и того же антоцианидина 
результаты могут зависеть от условий 
проведения эксперимента. 
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