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Предложен способ количественной оценки содержания антоцианов в лекарственных препа-
ратах и БАД на основе черники методом градиентной ВЭЖХ. Показана возможность использования 
стандартов глюкозидов мальвидина и цианидина для определения содержания антоциановых класте-
ров (групп гликозидов антоцианидинов). Исследовано содержание антоцианов в лекарственном пре-
парате Миртилене Форте (SiFi, Италия) и БАД Черника Форте с витаминами и цинком и с лютеином 
(Эвалар, Россия). 
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This work continues the studies evaluating the content of anthocyanins in natural raw materials, 
juices, wines, medicines and dietary supplements by gradient HPLC. In previous papers, it was first sug-
gested method for determine the authenticity of samples by a relative (normalized) content of so-called clus-
ters, i.e. groups of anthocyanidins glycosides with the same aglycone, with using the reversed-phase HPLC. 
In this study, the cluster approach was applied to calculate the content of anthocyanins in Bilberry Forte 
(Evalar, Russia) and drug Mirtilene Forte (SiFi, Italy). Сyanidin-glucoside and malvidin-glucoside (Sigma, 
USA) were used as the external standards. The content of the clusters with similar spectral characteristics (1st 

group included Cyd, Pnd and the 2d -  Mvd, Ptd, Dpd) were determined in accordance to the relevant stan-
dard. The obtained data were compared with the results of pH-dependent differential spectrophotometry for 
the same samples. It was shown that the discrepancies did not exceed 20 %. Thus, the method of quantitative 
determination of anthocyanins in different samples using HPLC and cluster analysis can be recommended as 
an alternative and more informative method than the generally accepted differential spectrophotometry. 

Keywords: anthocyanines, reversed-phase HPLC, bilberry, clusters 

Введение 

Антоцианы, содержащиеся во многих ягодах, фруктах и овощах, вызывают 
большой интерес у фармацевтов и химиков, поскольку обладают высокой биологи-
ческой активностью и могут быть полезны для человека при лечении и профилакти-
ке целого ряда заболеваний. Вместе с тем задача их идентификации и количествен-
ного определения в различных объектах (соках, винах, экстрактах, лекарственных 
препаратах и т.д.) до сих пор окончательно не решена, ввиду большого разнообразия 
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антоцианов и отсутствия (или дороговизны) соответствующих стандартов. В литера-
туре описаны различные подходы при анализе антоцианов в различных смесях. Ос-
новным количественным методом расчета суммы антоцианов является дифференци-
альная рН-зависимая спектрофотометрия [1-3], основанная на измерении поглоще-
ния растворов антоцианов в определенных условиях (растворитель, рН, длина вол-
ны) и сопоставления с поглощением стандартных растворов (обычно глюкозида Cyd, 
экстинкция которого известна и считается общепризнанной). Этот метод используют 
и в нашей стране [1,2]. Очевидным недостатком метода является то, что он позволя-
ет оценивать лишь суммарное содержание антоцианов. 

При определении содержания отдельных компонентов в смесях необходимо 
использовать метод, позволяющий эти компоненты разделять, например, ВЭЖХ. 
Так, при контроле соковой продукции и БАД нормативные документы [1,2] предпи-
сывают проведение ВЭЖХ только для подтверждения подлинности по составу анто-
цианов. С нашей точки зрения целесообразно применение этого метода и для коли-
чественного анализа БАД, и, тем более, для анализа фармпрепаратов, а также сырья, 
на основе которого изготавливают все эти средства. То есть требуется разработка 
универсального метода анализа, позволяющего с высокой степенью достоверности 
оценивать качественный и количественный состав антоцианов в различных субстан-
циях. Следует отметить, что классический подход с применением стандартных об-
разцов всех разделяемых компонентов в данном случае практически нереализуем, 
поскольку либо какие-то из этих стандартов недоступны, либо очень дороги. Поэто-
му проблему количественной оценки содержания отдельных компонентов разные 
исследователи решают по-разному. Так, например, в работах Wrolstad и др. [3] об-
щее содержание антоцианов в различных объектах рассчитывают по коммерческим 
стандартам либо Cyd-Glu, либо Mvd-Glu. Авторы демонстрируют, что при сравне-
нии данных ВЭЖХ с данными спектрофотометрии наблюдаются значительные рас-
хождения, доходящие до 500-700%. Надежность этих данных, полученных в резуль-
тате масштабного межлабораторного эксперимента, не подлежит сомнению, разли-
чия же связаны, по нашему мнению, с неверным методическим подходом при опре-
делении содержания антоцианов в режиме ВЭЖХ. 

В Европейской Фармакопее [4] подлинность, а также суммарное содержание 
антоцианов и антоцианидинов в продукции на основе черники, оценивают по отно-
шению к охарактеризованному независимым способом коммерческому экстракту. 
Такой подход надежен, но, во-первых, не дает возможности оценивать содержание 
каждого отдельного антоциана в смеси, а во-вторых, применим лишь для конкретно-
го объекта (черники). В литературе описан [5] достаточно сложный в техническом 
отношении подход, сочетающий полупрепаративную ВЭЖХ с последующей рН-
зависимой колориметрией разделяемых компонентов. 

Наше предложение сводится к тому, что все антоцианы, исходя из их строе-
ния, можно разделить на так называемые кластеры. Согласно нашей концепции, 
принадлежность антоциана к тому или иному кластеру определяется агликоном, или 
антоцианидиновым хромофором (наиболее распространены Pgd, Cyd, Dpd, Ptd, Pnd и 
Mvd) (рис. 1). В ранее опубликованных работах [6,7] нами впервые был продемонст-
рирован способ определения подлинности образцов по относительному (нормиро-
ванному) содержанию в них соответствующих кластеров. В данном исследовании 
мы рассматриваем возможность использования кластерного подхода для количест-
венной оценки содержания антоцианов в различных образцах. 
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Рис. 1. Структура антоцианов 

 
Известно, что черника наиболее богата антоцианами (в состав ее входят  

15 антоцианов). Она и была выбрана основным объектом наших исследований. В 
предыдущих работах мы представили условия разделения всех 15 антоцианов чер-
ники (или 5 кластеров на основе Cyd, Dpd, Pnd, Ptd, Mvd, содержащих по 3 соответ-
ствующих гликозида) и показали возможность оценивать содержание всех компо-
нентов по нормированным площадям пиков, определяя таким образом подлинность 
плодово-ягодного сырья и соковой продукции. Мы полагали, что при длине волны 
свыше 500 нм (что соответствует максимуму в спектрах антоцианов) вклад глико-
зидных остатков в экстинкцию будет ничтожно мал и существенно не повлияет на 
конечный результат при количественном определении антоциана. Идентификацию 
пиков на хроматограмме проводили, исходя из литературных данных [4] и основы-
ваясь на относительных временах удерживания соответствующих гликозидов внутри 
каждого кластера, подобно тому, как это было предложено в [8].  

Эксперимент 

Образцы. В работе использованы стандарты Cyd-Glu и Mvd-Glu (Sigma, 
США), лекарственный препарат Миртилене Форте (SiFi, Италия), БАД Черника 
Форте с витаминами и цинком и Черника Форте с лютеином (Эвалар, Россия). Кон-
центрацию антоциана (Cyd-Glu или Mvd-Glu) в стандартном растворе определяется 
спектрофотометрически при 510 нм и рН 1 с использованием известных величин 
экстинкций. 

Пробоподготовка. Таблетки Черника Форте в количестве 5 штук измельчали, 
взвешивали, растворяли в 5 см3 элюента А (см. ниже) и пропускали через патрон 
Диапак Силикагель (ЗАО «БиоХимМак СТ», Россия) для удаления полярных соеди-
нений. Капсулы Миртилене Форте в количестве 3 штук измельчали, добавляли 
 200 см3 элюента А, перемешивали и отделяли гидрофобные компоненты 30 см3 изо-
октана на делительной воронке.  

ВЭЖХ. Анализ проводили в градиентном режиме на хроматографе Azura 
(Knauer, Германия), снабженном спектрофотометрическим детектором и колонкой 
Диасфер 110-С18, 3.5 мкм, размером 4.6х150 мм (ЗАО «БиоХимМак СТ», Россия). 
Для обработки хроматограмм применяли программу ClarityChrom (версия 5.03.192, 
Чехия). В качестве элюента А использовали HCOOH – H2O, 8.5/91.5 (об.), элюента В 
- смесь HCOOH-MeOH-ACN-H2O, 8,5/22,5/22,5/41,5 (об.). Форма градиента 15-33% 
В за 35 мин. Поток 0.8 см3/мин. Длина волны детектора 510 нм. Температура 35°С.  
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Расчет суммарной массы антоцианов m, мг на 1 таблетку (капсулу), произво-
дился по внешнему стандарту (Cyd-Glu или Mvd-Glu) по формуле: 

∑ ⋅

⋅⋅⋅⋅⋅
=

NS
RVСMS

m стii

ст.

пробы. 1000
,  

где iS  –  площадь пика антоциана; Mi –  молекулярная масса антоциана; Сст –  кон-
центрация стандартного образца (для кластеров Dpd, Ptd и Mvd – это Mvd-Glu; для 
кластеров Cyd и Pnd – это Cyd-Glu) в растворе, определенная спектрофотометриче-
ски по экстинкции стандарта, моль/дм3; Vпробы –  объем пробы, дм3; R  –  коэффици-
ент разбавления; ст.S  –  площадь пика стандартного образца (для кластеров Dpd, Ptd 
и Mvd – это Mvd-Glu; для кластеров Cyd и Pnd – это Cyd-Glu); N  - количество таб-
леток (капсул), шт. 

Спектрофотометрия. Анализ проводили на спектрофотометре SmartSpec Plus 
Spectrophotometer (Bio-Rad, США). Определение суммарного количества антоцианов 
производили по методу рН-дифференциальной спектрофотометрии [1]. Пробы были 
разбавлены так, чтобы значения оптической плотности находились в пределах  
0.2-1.0. 

Оптическую плотность суммы антоцианов рассчитывали, как разность опти-
ческих плотностей растворов при разных длинах волн и значениях рН по формуле: 

5,47005100,1700510 )()( pHpH AAAAA −−−=  
Для расчета суммарной массы антоцианов m, мг на 1 таблетку/капсулу ис-

пользовали формулу: 

Nl
VRMA

m i

⋅⋅

⋅⋅⋅⋅
=

ε
1000пробы ,  

где A  –  измеренная оптическая плотность суммы антоцианов; iM  –  молекулярная 
масса Cyd-Glu или Mvd-Glu; пробыV  –  объем пробы, дм3; R  –  коэффициент разбавле-
ния; ε  - молярный коэффициент экстинкции (Cyd-Glu 26900 [моль·см/дм3]-1 или 
Mvd-Glu 29000 [моль·см/дм3]-1), l  - длина оптического пути кюветы, см; N  - коли-
чество таблеток/капсул. 

Обсуждение результатов 

Как уже отмечалось выше, при ВЭЖХ-анализе антоцианов исследователи 
сталкиваются с отсутствием большинства стандартов. Наиболее доступны глюкози-
ды мальвидина и цианидина. Именно их чаще всего используют в качестве эталон-
ных [1-3]. Мы при количественных расчетах также применяли стандарты Cyd-Glu и 
Mvd-Glu. Но, в отличие от указанных выше авторов [3], использовали их избира-
тельно. В связи с тем, что Cyd и Pnd являются дизамещенными по ароматическому 
кольцу, а Mvd, Ptd, Dpd - тризамещенными (рис. 1), можно ожидать, что и экстинк-
ции соответствующих антоцианов будут близки. Это подтверждают данные, приве-
денные в работе [9]. Таким образом, содержание двух кластеров оценивали по Cyd-
Glu, а содержание трех других - по Mvd-Glu. С нашей точки зрения это позволило 
нивелировать «эффект переоценки» площадей пиков в многокластерных объектах, 
который наблюдался в работе [3].  

Описанные в Европейской Фармакопее [4] условия разделения антоцианов 
черники мы адаптировали (по форме градиента) для своей колонки Диасфер 110-
С18. Проводя анализ в градиентном режиме ВЭЖХ при 510 нм, мы учитывали тот 
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факт, что при этой длине волны существует так называемая изобестическая точка 
[10] и изменение состава элюента практически не влияет на экстинкции компонентов 
смеси.  

Разработанный подход был опробован на лекарственном препарате «Мирти-
лене Форте» (Италия) и БАД «Черника Форте» (Эвалар, Россия), в состав которых 
входит черника.  

На рис. 2 представлены хроматограммы экстрактов, полученных из капсул 
Миртилене Форте и таблеток Черника Форте. На хроматограммах видно, что все 
компоненты разделяются достаточно хорошо. При этом входящая в состав Черники 
Форте карминовая кислота полностью отделяется от антоцианов.  

 
а 

 
б 

 
в 

Рис.2. Хроматограммы образцов Черника Форте (Эвалар, Россия)  
с витаминами и цинком (а), с лютеином (б) и Миртилене Форте (SiFi, Италия) (в). 
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Проведенные расчеты показали, что в 1 капсуле Миртилене Форте имеется 39 
мг антоцианов, что вполне согласуется как с данными спектрофотометрического оп-
ределения (38 мг), так и с техническим паспортом производителя (44 мг) (табл. 1). В 
то время как в таблетках Черника Форте обнаружен существенный недостаток анто-
цианов по сравнению с тем, какой указан в сопроводительной документации к таб-
леткам. При этом сходимость с данными спектрофотометрии удовлетворительная.  
 
Таблица 1. Содержание антоцианов в препаратах на основе черники 

Название препарата 

Содержание антоцианов, мг/таб. (капс.) 

Паспортные 
данные 

ВЭЖХ СФ 
По предлагаемо-

му методу По Cyd-Glu По Mvd-Glu 

Черника Форте с ви-
таминами и цинком 0.3 0.19 0.16 0.17 

Черника Форте с лю-
теином 0.5 0.38 0.31 0.31 

Миртилене Форте 
(капс.) 44.2 39.0 37.4 38.2 

 
В целом, по сравнению с данными Wrolstad [3], полученные результаты сви-

детельствуют о преимуществах предложенного нами способа количественной оцен-
ки содержания антоцианов в различных объектах, позволяющего более точно опре-
делять, как сумму антоцианов, так и содержание отдельных компонентов. Исследо-
вания в этом направлении будут продолжены на примере других объектов. 

Заключение 

В режиме обращенно-фазовой ВЭЖХ в условиях градиентного элюирования 
разделены 15 антоцианов черники. Предложен способ количественной оценки со-
держания антоцианов, основанный на объединении в группы (кластеры) гликозидов 
антоцианидинов с общим агликоном и использовании в качестве внешних стандар-
тов антоцианов с похожими спектральными характеристиками (Mvd-Glu для класте-
ров Mvd, Ptd, Dpd и Cyd-Glu для кластеров Cyd и Pnd). На примере двух БАД и ле-
карственного препарата, содержащих антоцианы черники, показана возможность 
применения данного подхода для количественного анализа антоцианов в различных 
объектах и его преимущества перед описанными в литературе методами. 
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