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Разработан простой вариант градиентного разделения всех 3-глюкозидов и 3,5-диглюкозидов 
пяти основных антоцианидинов (дельфинидина, цианидина, петунидина, пеонидина и мальвидина), ха-
рактеризующих биосинтез антоцианов в плодах различных сортов винограда вида Vitis vinifera (первая 
группа), а также в других видах винограда (Североамериканского или Дальневосточного происхожде-
ния) и в их гибридах. Для разделения использована ВЭЖХ со стационарной фазой Symmetry C18 и 
элюентами, составленными из 10 об.% муравьиной кислоты и двух различных составов по ацетонит-
рилу 6 об.% и 20/30 об.% в воде. Межвидовые гибриды отличаются появлением в экстрактах кроме 3-
глюкозидов 3,5-диглюкозидов. Как 3-глюкозиды, так и 3,5-диглюкозиды легко разделяются в условиях 
обращенно-фазовой хроматографии, и проблема разделения возникает только при их совместном при-
сутствии, особенно это касается пары: петунидин-3-глюкозид и мальвидин-3,5-диглюкозид. Для реше-
ния задачи разделения указанных антоцианов при совместном присутствии были определены энталь-
пии переноса этих антоцианов с подвижной фазы на стационарную. При этом было экспериментально 
установлено, что все процессы сорбции экзотермические, при этом энтальпия переноса для 3-глюкози-
дов и 3,5-диглюкозидов различна - уменьшается по абсолютной величине при добавлении глюкозид-
ного радикала в положение 5. При этом различие этого параметра для петунидин-3-глюкозида и маль-
видин-3,5-диглюкозида позволяет изменять селективность разделения аналитов за счет увеличения 
температуры разделения с 40 до 55оС. Это позволяет выполнить исследование сортов винограда и вин 
на содержание маркеров скрещивания винограда и видами, не относящимися к Vitis vinifera. В работе 
на примере ряда вин, приобретенных в супермаркете, изготовленных из виноградов Vitis vinifera сорта 
Каберне или Каберне Совиньон, было установлено, что в исследованных винах, произведенных в Чили 
и во Франции, 3,5-диглюкозидов нет. Это указывает на использование только виноградов Vitis vinifera 
при их производстве. Однако во всех исследованных в работе винах, произведенных в России, содер-
жание 3,5-диглюкозидов оказалось значительным, указывая на использование при производстве ги-
бридных сортов винограда (типа популярного в России сорта Молдова). 

Ключевые слова: обращенно-фазовая ВЭЖХ, разделение антоцианов, влияние температуры, 
антоцианы плодов виноградов, 3-глюкозиды, 3,5-диглюкозиды, вина. 

 

Введение 
Определению антоцианов в экстрактах 

плодов винограда посвящено огромное 
количество опубликованных статей – бо-
лее 36 тысяч ссылок на запрос 
«anthocyanins and grape and hplc» обнару-
живается в Google Академии. Однако 
большая часть из них направлена лишь на 

определение компонентов (не обяза-
тельно всех) в кем-то ранее разработан-
ных условиях, при отсутствии требова-
ний по полноте разделения и времени 
разделения. Например, в работе [1] для 
разделения использовали градиентное 
элюирование в подвижных фазах, содер-
жащих только 2 об.% муравьиной кис-
лоты, что по нашим данным [2] не 



 

 
Дейнека и др. / Сорбционные и хроматографические процессы. 2021. Т. 21. № 5. С. 653-660 

654 

удачно, поскольку приводит к неодина-
ковой для различных антоцианов степени 
перехода флавилиевой формы в форму 
псевдооснования, искажая расчеты со-
става антоцианов по площадям пиков. Бо-
лее того, в работе предложен режим элю-
ирования, в котором первый антоциан по-
является только после 30-ой минуты, а за 
последующие 30 мин с колонки элюиру-
ются все остальные антоцианы при отсут-
ствии 3,5-диглюкозидов. В другой работе 
[3] приведены хроматограммы с хоро-
шими симметричными пиками определя-
емых веществ, позволяющие детектиро-
вать не только антоцианы, но и другие 
фенольные соединения. Однако из анто-
цианов на хроматограмме обозначены (и 
определены далее в экстракте винограда) 
только пять антоцианов: цианидин-3,5-
диглюкозид, пеларгонидин-3,5-диглюко-
зид, мальвидин-3,5-диглюкозид, пеони-
дин-3-глюкозид и мальвидин-3-глюко-
зид. По нашему опыту [4, 5] винограды 
только с указанными антоцианами не су-
ществуют – антоцианов должно быть (не 
считая ацилированные уксусной, пара-
кумаровой и кофейной кислотами) не ме-
нее десяти для гибридных сортов вино-
града: пять 3,5-диглюкозидов и пять 3-
глюкозидов основных антоцианидинов, 
среди которых обычно практически все-
гда отсутствуют производные пеларгони-
дина. Как отмечалось ранее, проблемы в 
разделении 3-глюкозидов пяти основных 
антоцианидинов, синтезируемых в пло-
дах Vitis vinifera, нет – все компоненты 
разделяются в постоянном для любых 
стационарных С18 фаз и любых составах 
подвижных фаз на основе ацетонитрила 
или метанола в следующем порядке [6]: 

tR(Dp3G) < tR(Cy3G) < tR(Pt3G) < < 
tR(Pn3G) < tR(Mv3G), 

где сопоставляются времена удержива-
ния 3-глюкозидов дельфинидина, циани-
дина, петунидина, пеонидина и мальви-
дина, соответственно. 

Затруднения возникают при определе-
нии всех компонентов антоцианового 
комплекса межвидовых гибридов. Скре-
щивание Vitis vinifera с другими видами 

винограда увеличивает морозостойкость, 
а с ней и ареал возможного выращивания 
винограда далеко за пределы Средизем-
номорья, сопряжено с появлением 3,5-ди-
глюкозидов этих же антоцианидинов [7]. 
Сами 3,5-диглюкози-ды также легко раз-
деляются в том же порядке по агликону, 
что и 3-глюкозиды. Но добавление вто-
рого глюкозидного заместителя суще-
ственно уменьшает удерживание антоци-
анов и происходит наложение двух рядов 
производных антоцианидинов, проблема 
разделения которых уже становится до-
статочно сложной. Примером успешного 
сорта межвидового винограда является 
сорт «Молдова», выращиваемый на тер-
ритории России и являющийся основной 
товарной продукцией этого сектора на 
Российском рынке.  

Карта разделения всех десяти неаци-
лированных компонентов антоцианового 
комплекса кожуры (место, в котором про-
исходит накопление этих соединений) 
плодов винограда была представлена в 
работе [4]. В этой же работе предложен 
вариант градиентного режима, который 
может быть использован для разделения 
(на уровне базовой линии) всех указан-
ных выше десяти компонентов. Однако 
приведенную в цитируемой работе хро-
матограмму трудно признать эффектив-
ной, поскольку на ней присутствует ши-
рокий пик мальвидин-3,5-диглюкозида. 

В настоящей работе была поставлена 
задача исследования влияния темпера-
туры на селективность разделения 3-глю-
козидов и 3,5-диглюкозидов, поскольку 
такое изменение температуры разделения 
оказалось эффективным при разделении 
15-ти антоцианов плодов черники [8]. 
Кроме того, рост температуры должен 
был улучшить форму пиков 3,5-диглюко-
зидов, которые на хроматограммах 
имеют заметно более широкие пики по 
сравнению 3-глюкозидами.  

Экспериментальная часть 
Вина, приготовленные из виноградов 

сортов «Каберне» и «Каберне Совиньон» 
были приобретены в супермаркетах. 
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Спектрофотометрическое определение 
антоцианов вина проводили без предва-
рительной обработки по методике [9]. 
Для ВЭЖХ определения из вин отгоняли 
этанол на вакуумном ротационном испа-
рителе и затем очищали и концентриро-
вали методом твердофазной экстракции 
(ТФЭ) на патронах ДИАПАК С18 (Био-
ХимМак СТ, РФ).  

Винограды приобретали в розничной 
торговле и на специализированных вы-
ставках-продажах. Экстракты кожуры 
виноградов получали настаиванием ко-
журы в 0.1 М водном растворе соляной 
кислоты с последующей очисткой мето-
дом ТФЭ. 

Антоцианы разделяли на хромато-
графе Agilent 1200 Infinity с диодно-мат-
ричным детектором с хроматографиче-
ской колонкой 150×4.6 мм Symmetry C18, 
3.5 мкм. 

Первый вариант градиентного режима 
(ГР1), разработанный в нашей лаборато-
рии, включал два состава подвижной 
фазы: А – 6 об.% ацетонитрила, 10 об.% 
муравьиной кислоты в воде и Б - 20 об.% 
ацетонитрила, 10 об.% муравьиной кис-
лоты при температуре термостата коло-
нок 40оС: 0 мин – 0% Б, 20 мин – 100% Б, 
31 мин – 100% Б, 32 мин – 0% Б, 42 мин – 
0% Б.  

Второй более простой вариант гради-
ентного режима (ГР2), использует также 
два состава подвижной фазы: А – 6 об.% 
ацетонитрила, 10 об.% муравьиной кис-
лоты в воде и Б - 30 об.% ацетонитрила, 
10 об.% муравьиной кислоты при темпе-
ратуре термостата колонок 55оС: 0 мин – 
0% Б, 30 мин – 90% Б, 31 мин – 0% Б, 41 
мин – 0% Б.  

Мертвое время определяли по удержи-
ванию щавелевой кислоты. Запись, хра-
нение и обработку хроматограмм прово-
дили с использованием ПО Agilent 
ChemStation. 

Для расчета энтальпии переноса анто-
цианов с подвижной фазы на стационар-
ную использовали стандартный подход 
[10], по которому находили зависимость 

между натуральным логарифмом фак-
тора удерживания антоцианов и обратной 
температурой: 

cont
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Подвижные фазы готовили из дистил-

лированной воды, муравьиной кислоты 
(85% Китай) и ацетонитрила (Fisher 
Chemical, UK). После смешивания ком-
понентов полученный раствор профиль-
тровывали и дегазировали. 

Обсуждение результатов 
Простой и удобный вариант градиент-

ного элюирования (ГР), успешно исполь-
зуется в нашей лаборатории в качестве 
базового для разделения различных набо-
ров антоцианов, включающих даже диа-
цилированные замещенными коричными 
кислотами [11], различных растительных 
объектов. При исследовании вин, полу-
ченных из виноградов сортов Каберне и 
Каберне Совиньон, относящихся к Vitis 
vinifera вначале был использован метод 
дифференциальной спектрофотометрии 
[9]. При этом было установлено, что, 
окраска вина обусловлена не только при-
сутствием мономерных антоцианов, но и 
большой концентрацией также окрашен-
ных полимерных антоцианов, образую-
щихся при приготовлении вина, табл. 1. 
Отметим, что как предполагалось в ра-
боте [12] на хроматограммах проявляется 
затянутый пик, начинающийся около 
мертвого времени колонки 

Высокая концентрация полимерных 
антоцианов в вине, изготовленном из ви-
нограда сорта Каберне Совиньон, была 
обнаружена и в работе [13]. На этом ос-
новании можно считать, что предложе-
ние использовать антоцианы вин [14] как 
своего рода стандартные образцы анто-
цианов трудно признать удачным. Значи-
тельно более удачны в этом отношении 
антоцианы экстракта листьев багрянника 
канадского (Cercis canadensis) [15], в ко-
торых нет ацилированных антоцианов, 
затрудняющих использование экстрактов 
в изократических условиях. 
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При исследовании антоцианов гибрид-
ных виноградов хроматографическим ме-
тодом с использованием градиента ГР1, 
который обычно осуществляли при тем-
пературе 40оС, хорошо разделяется боль-
шинство 3,5-ди- и 3-глюкозидов пяти ос-
новных антоцианидинов (дельфинидина, 
цианидина, петунидина, пеонидина и 
мальвидина), за исключением пары 3,5-
диглюкозида мальвидина (8) и 3-глюко-

зида петунидина (7), рис. 1. Это не при-
емлемо вследствие необходимости кон-
троля содержания именно Mv3,5diG как 
метчика получения винограда при меж-
видовом скрещивании. В нашем исследо-
вании было установлено, что в случае 
двух чилийских и одного французского 
вина, изготовленных согласно информа-
ции на этикете из винограда сорта Ка-
берне Совиньон, на хроматограммах об-
наружен обычный для Vitis vinefera набор 

Таблица 1. Результаты определения антоцианов вин, полученных из виноградов сорта Ка-
берне или Каберне Совиньон (по этикеткам на бутылках) 
Table 1. Results of the determination of anthocyanins in wines made from Cabernet or Cabernet 
Sauvignon grapes (according to the bottle labels) 

№ Производи-
тель вина 

Доля полимер-
ных антоцианов, 

%, ± 0.8 

Соотношение площадей 
пиков, ± 0.1 Примечание 

S(2*)/S(1*) S(2*)/S(3*) 
1 Россия 40.3 1.2 0.16  
2 Россия 46.5 20.6 9.0  
3 Россия 44.0 17.4 3.8  
4 Россия 64. 6 2.3 0.17  

5 Россия 58.5 8.9 1.0 Наличие посторон-
него пика 

6 Италия 32.8 0 0  
7 Италия 56.4 0 0  
8 Франция 43.2 0 0  

*Номера пиков веществ 1 – Pt3G; 2 – Mv3,5diG; 3 – Mv3G. 
*Peak numbers of substances: 1 – Pt3G; 2 – Mv3,5diG; 3 – Mv3G. 

 
Рис. 1. Разделение антоцианов экстракта плодов винограда сорта «Надежда» при различ-

ных температурах. Градиентное элюирование (ГР1). Антоцианы: 1 – Dp3,5diG; 2 – Cy3,5diG; 
3 – Dp3G; 4 – Pt3,5diG; 5 – Cy3G; 6 – Pn3,5diG; 7 – Pt3G; 8 – Mv3,5diG; 9 – Pn3G и 

10 – Mv3G; вещества с большими временами удерживания – ацилированные антоцианы. 
 

Fig. 1. Separation of anthocyanins in an extract of Nadezhda grapes at different temperatures 
Gradient elution (GE1). Anthocyanins: 1 – Dp3,5diG; 2 – Cy3,5diG; 3 – Dp3G; 4 – Pt3,5diG; 

5 – Cy3G; 6 – Pn3,5diG; 7 – Pt3G; 8 – Mv3,5diG; 9 – Pn3G and 10 – Mv3G; substances with long 
retention times are acylated anthocyanins. 



 

 
Дейнека и др. / Сорбционные и хроматографические процессы. 2021. Т. 21. № 5. С. 653-660 

657 

антоцианов. В то же время в винах пяти 
российских производителей пик указан-
ной выше пары веществ или заметно 
уширен, что уже указывает, как мини-
мум, на присутствие Mv3,5diG. Более 
того для одного из исследованных вин 
Российского производителя соответству-
ющий широкий пик имеет специфиче-
ский только для Mv3,5diG спектр погло-
щения в УФ-видимой области, рис. 2. Т.е. 
пять исследованных вин изготовлены из 
винограда, к которому, в лучшем случае, 
был добавлен межвидовой гибридный 
виноград.  

Для решения задачи разделения этой 
пары антоцианов проведено исследова-
ние по влиянию температуры на удержи-
вание антоцианов. Расчет энтальпии пе-
реноса антоцианов из подвижной фазы на 
стационарную показал, что, во-первых, 
все процессы сорбции экзотермические. 
Во-вторых, при росте удерживания при 
переходе от производных дельфинидина 
к производным мальвидина ΔН почти мо-
нотонно уменьшаются (по абсолютной 
величине). В-третьих, добавление вто-
рого глюкозидного заместителя приводит 
также к уменьшению ΔН по модулю, 
табл. 2. Но самое важное состоит в том, 
что для критической пары Mv3,5diGlu и 

Pt3Glu различия в энтальпийных факто-
рах заметны, следовательно, при росте 
температуры удерживание второго веще-
ства из этой пары будет быстрее умень-
шаться по сравнению с первым из них. 
В таком случае рост температуры явля-
ется альтернативным вариантом измене-
ния селективности разделения антоциа-
нов межвидового сорта винограда  

И действительно, изменяя в режиме 
хроматографирования ГР1 только темпе-
ратуру до 55оС, удается добиться желае-
мого результата, рис. 1. Кроме того и этот 
вариант элюирования может быть упро-
щен до ГР2, но при температуре 55оС. Ис-
пользование таких условий позволило 
разделить все пики и рассчитать два типа 
соотношений площадей пиков: площади 
пика Mv3,5diG по отношению к площа-
дям пиков Pt3G и Mv3G, соответственно. 
К сожалению, нам не известно, какое ко-
личество нативных антоцианов вино-
града перешло в полимерные формы в 
процессе производства и хранения вина, 
но ненулевые значения указанных соот-
ношений однозначно свидетельствуют, 
по крайней мере, о добавлении к плодам 
винограда вида Vitis vinifera плодов вино-
градов межвидовых гибридов. А в одном 

 
 

Рис. 2. Разделение антоцианов вин, изготовленных из виноградов сортов «Каберне» 
или «Каберне Совиньон» производства России (А); Франции (Б). Вещества: 1 – Dp3G; 2- 

Cy3G; 3 – Pt3G; 4 – Pn3G; 5 – Mv3G; 6 - Pt3,5diG, 7 – Pn3,5diG, 8 – Mv3,5diG. 
 

Fig. 2. Separation of anthocyanins of wines made from Cabernet or Cabernet Sauvignon 
grapes produced in Russia (A) and France (B). Substances: 1 – Dp3G; 2- Cy3G; 3 – Pt3G; 4 – 

Pn3G; 5 – Mv3G; 6 - Pt3,5diG, 7 – Pn3,5diG, 8 – Mv3,5diG. 
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из образцов вообще был обнаружен по-
сторонний пик, являющийся по типу 
спектра в УФ-видимой областях 3-глико-
зидом антоцианидина дельфинидинового 
ряда, который не должен присутствовать 
в вине, изготовленном из виноградов сор-
тов Каберне и/или Каберне Совиньон. Но 
самое странное состоит в том, что по не-
давно выполненному исследованию, 
Mv3,5diG обнаруживается, пусть и не в 
больших количествах [16], в плодах сор-
тов виноградов, которые по названию 
должны быть виноградами вида Vitis vi-
nifera. Отсюда возникает вопрос о чисто-
сортности выращиваемых в России (и не 
только в Краснодарском крае) виногра-
дов. 

Заключение 
Таким образом, изменение темпера-

туры является важным параметром, влия-
ющим на разделение «проблемных» пар 
аналитов, если энтальпии их переноса с 
подвижной фазы на стационарную разли-
чаются. Это позволило разработать про-
стой вариант градиентного элюирования 
для разделения всех 3,5-диглюкозидов и 
3-глюкозидов пяти основных антоциани-
динов и выполнить анализ на отсутствие 
признаков скрещивания с другими ви-
дами (кроме Vitis vinifera) как в самих 
плодах, так и винах из них получаемых. 
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Table 2. Enthalpy of transfer of anthocyanins from the mobile phase (6 vol.% CH3CN and 10 
vol.% HCOOH in water) to the stationary phase (Symmetry C18) 

№ Агликон ΔН, кДж/моль 
3,5-diGlu 3-Glu 

1 Дельфинидин, Dp н/о -33.5 ± 0.9 
2 Цианидин, Cy -30.9 ± 0.5 -31.3 ± 0.4 
3 Петунидин, Pt -30.6 ± 0.4 -31.9 ± 0.3 
4 Пеонидин, Pn -28.2 ± 0.6 -29.5 ± 0.6 
5 Мальвидин, Mv -28.9 ± 0.3 -30.4 ± 0.4 
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Determination of the grape anthocyanins 
under reversed-phase HPLC conditions 
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We developed a simple gradient separation option for all 3-glucosides and 3,5-diglucosides of the five 
main anthocyanidins (delphinidin, cyanidin, petunidin, peonidin, and malvidin) characterising anthocyanin bi-
osynthesis in fruit of different grape varieties of Vitis vinifera species (first group) as well as in other grape 
varieties (North American or Far Eastern origin), and in their hybrids. For separation, we used HPLC with a 
Symmetry C18 stationary phase and the eluents of 10 vol.% formic acid and two different compositions of 6 
vol.% and 20/30 vol.% acetonitrile in water. Interspecific hybrids are distinguished by the appearance of 3,5-
diglucosides in their extracts in addition to 3-glucosides. Both 3-glucosides and 3,5-diglucosides can be sepa-
rated easily under conditions of reversed-phase chromatography. The problem of separation arises only when 
they both appear in a sample, especially the pair of petunidin-3-glucoside and malvidin-3,5-diglucoside. In 
order to separate the above anthocyanins, we determined the enthalpies of the transfer of these anthocyanins 
from the mobile phase to the stationary phase. It was found experimentally that all sorption processes were 
exothermic. The transfer enthalpy was different for 3-glucosides and 3,5-diglucosides. It decreased in magni-
tude, when the glucoside radical was added to position 5. The difference in this parameter for petunidin-3-
glucoside and malvidin-3,5-diglucoside makes it possible to change the selectivity of the analyte separation by 
increasing the separation temperature from 40 to 55оC. This allows testing grape varieties and wines for the 
markers of crossbreeding with non-Vitis vinifera species. In this study, we used a number of wines bought in a 
supermarket, made from Vitis vinifera Cabernet or Cabernet Sauvignon grapes. It was determined that there 
were no 3,5-diglucosides in the studied wines produced in Chile and France. This indicates the use of only 
Vitis vinifera grapes in their production. However, we found significant amounts of 3,5-diglucoside in all the 
wines produced in Russia, indicating the use of hybrid grape varieties (such as the Moldova variety, which is 
popular in Russia). 

Keywords: reversed-phase HPLC, anthocyanin separation, temperature effect, grape anthocyanins, 
3-glucosides, 3,5-diglucosides, wines. 
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