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Аннотация. В работе исследована зависимость удерживания 3-глюкозидов шести основных антоциа-
нидинов – дельфинидина, петунидина, мальвидина, цианидина, пеонидина и пеларгонидина от давле-
ния на входе в колонку, т.е. от скорости подвижной фазы. Установлено, что на хроматографической 
колонке 150×4.6 мм Symmetry C18, 3.5 мкм, в подвижной фазе 10 об.% ацетонитрила и 10 об.% мура-
вьиной кислоты в воде удерживание возрастало с ростом скорости подачи подвижной фазы в диапазоне 
0.2-0.8 см3/мин. При этом рост фактора удерживания был наибольшим при наименьшей температуре 
разделения. Кроме того, рост фактора удерживания оказался пропорциональным мольному объему. 
Для всех исследованных температур (30, 40 и 50оС) зависимость между натуральным логарифмом фак-
тора удерживания антоцианов от давления на входе в колонку описывалась квадратичным уравнением. 
Это позволило выполнить расчет энтальпий переноса антоцианов с подвижной фазы на стационарную 
традиционным методом – по натуральным логарифмам факторов удерживания при постоянных значе-
ниях скорости подачи подвижной фазы (т.е. при различных входных давлениях на колонку) и по нату-
ральным логарифмам расчетных значений факторов удерживания антоцианов, найденным по квадра-
тичным уравнениям – для выбранных постоянных давлениях на входе в колонку, т.е. при различных 
скоростях подачи подвижной фазы. Оказалось, что в первом варианте найденные значения энтальпий 
для одних и тех же веществ различались для расчетов, выполненных при различных скоростях подвиж-
ных фаз, примерно на 10%. Второй вариант расчета привел к практически не зависящим от входного 
давления значениям энтальпий для всех шести антоцианов. Следовательно, для корректных расчетов 
термодинамических характеристик сорбатов следует учитывать зависимость их удерживания от скоро-
сти подачи подвижной фазы или от входного давления на колонку. 
Ключевые слова: обращенно-фазовая хроматография, антоцианы, удерживание, давление на входе в 
колонку, энтальпия переноса, расчет. 
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Abstract. The article focuses on the dependence of the retention of 3-glucosides of six common anthocya-
nidins: delphinidin, petunidin, malvidin, cyanidin, peonidin, and pelargonidin, - on the pressure in the column 
input, i.e. on the mobile phase flow rate. The study determined that on a 150×4.6 mm Symmetry C18 column, 
3.5 µm, in the mobile phase of 10 vol.% of acetonitrile and 10 vol.% of formic acid in water, the retention 
increased with an increase in the mobile phase flow rate within the range of 0.2-0.8 cm3/min. An increase in 
the retention factor was maximal at the lowest temperature of separation. The increase in the retention factor 
was also proportional to the molar volume. For all the studied temperatures (30, 40, and 50оС) the dependence 
of the natural logarithm of the retention factor of anthocyanins on the inlet pressure was described by a quad-
ratic equation. This allowed us to calculate the enthalpy of transfer of anthocyanins from the mobile phase to 
the stationary phase using a traditional method, i.e. based on the natural logarithms of the retention factors with 
constant values of the mobile phase flow rate (i.e. different values of the inlet pressure) and natural logarithms 
of the calculated values of the retention factors of anthocyanins calculated using quadratic equations for the 
selected constant values of the inlet pressure (i.e. at different mobile phase flow rates). It appeared that in the 
first case the calculated enthalpy values for the same substances differed from the results of the calculations 
performed at different rates of mobile phase flow by about 10%. In the second case, the enthalpy values did 
not depend on the inlet pressure for all of the six anthocyanins. Therefore, to perform accurate calculation of 
the thermodynamic characteristics of sorbates, it is necessary to take into account the dependence of their 
retention on the mobile phase flow rate or the inlet pressure in the column. 
Keywords: reversed-phase chromatography, anthocyanins, retention, inlet pressure, enthalpy of transfer, cal-
culation. 
For citation: Deineka V.I., Makarevich S.L., Blinova I.P., Deineka L.A. Determining the enthalpy of the 
transfer of anthocyanidins from the mobile phase to the stationary phase during reversed-phase chromatog-
raphy on a С18 stationary phase. Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2022. 22(4): 386-392. (In 
Russ.). https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2022.22/10565 

 

Введение 
Для термодинамических расчетов во 

всей хроматографии и в обращенно-фазо-
вой в частности используется уравнение 
[1-4]. 

𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 =  −∆𝐻𝐻
0

𝑅𝑅𝑅𝑅
+ ∆𝑆𝑆0

𝑅𝑅
+ 𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙  (1) 

В этом уравнении Φ – так называемое 
фазовое отношение колонки – соотноше-
ние объемов сорбционного слоя и по-
движной фазы, ΔH0 и ΔS0 стандартные из-
менения энтальпии и энтропии при пере-
носе вещества с подвижной фазы на ста-
ционарную, R –газовая постоянная, а Т – 
абсолютная температура. Идеальный ва-
риант использования уравнения (1) – по-
строение графика Вант Гоффа – зависи-
мости натурального логарифма фактора 
удерживания (lnk) от обратной абсолют-
ной температуры (1/Т) по уравнению (1). 
Однако, не всегда такой график линеен, 
что можно интерпретировать как смену 
механизма сорбции или определяющих 
удерживание типов межмолекулярных 
взаимодействий [5]. Вторая возможная 
причина нелинейности графика Вант 
Гоффа – непостоянство Φ при смене тем-

пературы, при котором ΔHо может оста-
ваться константой [4]. В цитированных 
работах обсуждаются серьезные про-
блемы, отличающие исследование рас-
пределения сорбатов в обращенно-фазо-
вой ВЭЖХ по сравнению с распределе-
нием веществ между двумя несмешиваю-
щимися жидкими фазами. И это не уди-
вительно, поскольку стационарная обра-
щенная фаза содержит привитые алкиль-
ные радикалы у поверхности сорбента 
разряженные примерно в 2 раза по срав-
нению с твердой фазой алканов[6], пу-
стоты между радикалами могут быть за-
полненными компонентами из подвиж-
ной фазы – по специфике структуры даже 
вопреки растворимости соответствую-
щих веществ в н-алканах.  

С другой стороны, в последнее время 
появились публикации, в которых указы-
вается, что фактор удерживания может 
быть не постоянным при смене скорости 
подачи подвижной фазы, приводящей к 
изменению давления на входе в колонку 
[7-9]. При этом и расчетные значения тер-
модинамических параметров могут зави-
сеть от скорости подвижной фазы [10]. 
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Цель настоящей работы – определение 
зависимости термодинамических пара-
метров переноса антоцианов с подвиж-
ной фазы на стационарную от скорости 
подачи подвижной фазы, т.е. от давления 
на входе в колонку. 

Экспериментальная часть 
Антоцианы были экстрагированы из 

листьев багрянника канадского[11] и 
плодов барбариса обыкновенного [12] 
настаиванием растительного материала в 
0.1 М водном растворе соляной кислоты. 
Перед хроматографированием экстракты 
очищали методом твердофазной экстрак-
ции на патронах ДИАПАК С16 (БиоХим-
Мак СТ, Москва) [13]. 

Хроматографическое поведение анто-
цианов исследовали на хроматографе Ag-
ilent 1260 Infinity с диодно-матричным 
детектором, термостатом колонок и авто-
дозатором. Хроматографическая колонка 
150×4.6 мм Symmetry C18, 3.5 мкм. По-
движная фаза 10 об.% ацетонитрила, 
10 об.% муравьиной кислоты в воде. 
Объем вводимой пробы 5 мкл. Мертвое 
время определяли по удерживанию ура-
цила.  

Хроматограммы записывали при 
длине волны детектора 515 нм, хранили и 
обрабатывали в ПО Agilent ChemStation. 

Мольные объемы антоцианидинов рас-
считывали в программе ACD ChemSketch 
12.0. 

Обсуждение результатов 
Результаты определения факторов 

удерживания 3-глюкозидов (3G) шести 
основных природных антоцианидинов 
(дельфинидина Dp3G, петунидина Pt3G, 
мальвидина Mv3G, цианидина Cy3G, 
пеонидина Pn3G и пеларгонидина Pg3G 
при трех различных скоростях подачи по-
движной фазы, содержавшей 10 об.% 
ацетонитрила и 10 об.% муравьиной кис-
лоты в воде при температуре 30 и 50оC 
представлены в табл. 1 и табл. 2, соответ-
ственно. 

По данным табл. 1 факторы удержива-
ния всех веществ возрастают с увеличе-
нием давления, причем прирост факторов 
удерживания тем выше, чем больше 
число как гидроксильных, так и метокси-
групп в кольце В агликона, проникаю-
щего в привитую фазу. При этом между 
изменением фактора удерживания (в про-
центах) и мольными объемами соответ-
ствующих агликонов (именно эта часть 
погружается внутрь привитой фазы по 
«поплавочному» механизму [14]) обнару-
живается связь близкая к прямолиней-
ной, рис. 1. 

По данным табл. 2 с ростом темпера-
туры изменение фактора удерживания 

Таблица 1. Факторы удерживания, k, веществ и их изменения с ростом давления при 30оС 
(± 0.5%) 
Table 1. Retention factors, k, of substances and changes caused by the growth of pressure at 30оС 
(± 0.5%) 

№ 

u, см3/мин 0.8 0.4 0.2 Макси-
мальное 

изменение 
k**, % 

Давление, P, bar 171 86 43 

1 Dp3G 0.784 0.745 0.717 8.6 
2 Cy3G 1.502 1.436 1.386 7.7 
3 Pt3G 2.234 2.127 2.047 8.4 
4 Pg3G 2.666 2.561 2.477 7.1 
5 Pn3G 3.991 3.812 3.675 7.9 
6 Mv3G 5.575 5.298 5.087 8.8 

*скорость подачи подвижной фазы, **рост k при 0.8 см3/мин по сравнению с данными 
при 0.2 см3/мин. 
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антоцианов при изменении давления на 
входе в колонку уменьшается. 

Определение энтальпии переноса сор-
бата из подвижной фазы на стационар-
ную осуществляют, измеряя факторы 
удерживания сорбатов при различных 
температурах при одном и том же составе 
подвижной фазы и при одной и той же 
скорости подачи подвижной фазы. По-
скольку фактор удерживания связан с 
константой распределения через фазовое 
соотношение колонки, которое в настоя-
щее время не представляется возможным 
определить, то по экспериментально 
найденным значениям факторов удержи-
вания можно рассчитать только измене-
ние энтальпии данного переноса по урав-
нению (1). 

Однако вследствие зависимости фак-
торов удерживания от давления при раз-
личных скоростях подачи подвижной 
фазы получаются заметно различающи-
еся значения энтальпий переноса, табл. 3 
– энтальпии уменьшаются примерно на 
10 % при снижении скорости подачи по-
движной фазы.  

С другой стороны, выполненные в ра-
боте исследования, показали, что между 
логарифмами факторов удерживания ан-
тоцианов и давлением на входе в колонку 
существует зависимость, хорошо аппрок-
симируемая квадратичным уравнением 
(2), рис. 2. 

2
210)(ln PaPaaik ⋅+⋅+=  (2) 

Использовав найденные для всех анто-
цианов при всех температурах параметры 

Таблица 2. Факторы удерживания, k, веществ и их изменения с ростом давления при 50оС 
(±0.5%) 
Table 2. Retention factors, k, of substances and changes caused by the growth of pressure at 50оС 
(±0.5%) 

№ 

u*, см3/мин 0.8 0.4 0.2 Макси-
мальное 

изменение 
k**, % 

Давление, P, bar 152 76 38 

1 Dp3G 0.377 0.377 0.371 1.6 
2 Cy3G 0.772 0.771 0.763 1.2 
3 Pt3G 1.138 1.133 1.122 1.4 
4 Pg3G 1.395 1.397 1.389 0.5 
5 Pn3G 2.103 2.098 2.083 0.9 
6 Mv3G 2.878 2.866 2.842 1.2 

*скорость подачи подвижной фазы, **рост k при 0.8 см3/мин по сравнению с данными при 
0.2 см3/мин 

 
Рис. 1. Зависимость изменения фактора удерживания с ростом давления от мольного 

объема соответствующего антоцианидина 
Fig. 1. Dependence of the change in the retention factor following the increase in pressure 

on the molar volume of the corresponding anthocyanin 
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уравнений типа (2), несложно рассчитать 
логарифмы факторов удерживания не 
при постоянных скоростях подвижных 
фаз, а при любом заданном значении 
входного давления. Только после этого 
по найденным значениям натуральных 

логарифмов факторов удерживания при 
различных температурах можно восполь-
зоваться уравнением (1). для расчета со-
ответствующих энтальпий. Такой пере-
счет привел к принципиально иным ре-
зультатам, табл. 4. 

Таблица 3. Энтальпии переноса антоцианов (кДж/моль) и их изменения относительно ве-
личин, определенных при 0.8 см3/мин 
Table 3. Enthalpies of transfer of anthocyanins (kJ/mol) and changes in them as compared to the 
enthalpies at 0.8 cm3/min 

№ Антоциан 
Энтальпии при скоростях подачи подвижной фазы, см3/мин 

0.8 0.4 0.2 
ΔH ΔH ΔΔH*, % ΔH ΔΔH, % 

1 Dp3G -29.8 -27.8 6.73 -26.8 10.0 
2 Cy3G -27.1 -25.3 6.48 -24.3 10.2 
3 Pt3G -27.5 -25.6 6.73 -24.5 10.9 
4 Pg3G -26.4 -24.6 6.5 -23.6 10.7 
5 Pn3G -26.1 -24.3 6.9 -23.1 11.4 
6 Mv3G -26.9 -25.0 7.1 -23.7 12.0 

*изменения ΔH относительно величин, определенных при 0.8 см3/мин. 
 

 
Рис. 2. Зависимость между давлением на входе в колонку и натуральным 

логарифмом фактора удерживания 
Fig. 2. Dependence between the pressure in the inlet of the column and the natural logarithm 

of the retention factor 
 
Таблица 4. Энтальпии переноса антоцианов, кДм/моль, рассчитанные при постоянных 
давлениях на входе в колонку 
Table 4. Enthalpies of transfer of anthocyanins (kJ/mol) calculated at a constant pressure in the 
inlet of the column 

№ Антоциан ΔH при давлении, бар Расхождение, 
% 0 50 100 

1 Dp3G -25.8 -26.1 -26.6 -3.1 
2 Cy3G -23.3 -23.4 -23.6 -1.2 
3 Pt3G -23.3 -23.2 -23.2 0.5 
4 Pg3G -23.4 -23.4 -23.3 0.4 
5 Pn3G -21.8 -21.8 -21.6 1.0 
6 Mv3G -22.3 -22.2 -21.9 1.6 
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По данным табл. 4 энтальпии, опреде-
ленные для всех антоцианов при трех зна-
чениях (включая экстраполированное на 
нулевое) давления на входе в колонку, 
оказались близкими между собой для 
каждого из антоцианов. Максимальное 
расхождение только для Dp3G (как со-
единения с самым маленьким удержива-
нием, т.е. с самой высокой чувствитель-
ностью к точности определения мертвого 
времени колонки) составило более 3%, а 
в остальных случаях составляло порядка 
одного процента.  

Заключение 
Таким образом, перед определением 

энтальпий сорбционных процессов в об-
ращенно-фазовой ВЭЖХ необходимо 

оценить зависимость факторов удержи-
вания от давления на входе в колонку (т.е. 
от скорости подачи подвижной фазы), 
определить функциональную зависи-
мость между логарифмом фактора удер-
живания сорбата при различных темпера-
турах. По найденным уравнениям рассчи-
тать логарифмы факторов удерживания 
при некотором (или некоторых) значении 
входного давления, использовав полу-
ченные результаты для расчета энталь-
пии переноса. 
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