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ВЛИЯНИЕ СТРОЕНИЯ АНТОЦИАНОВ НА ИХ АНТИОКСИДАТНУЮ АКТИВНОСТЬ:
3,5-ДИГЛЮКОЗИДЫ ОТНОСИТЕЛЬНО З-ГЛЮКОЗИДОВ

В работе сопоставлены антиоксидантные свойства 3- 
глюкозидов пеларгонидина, цианидина и дельфинидина между со
бой и с продуктами их дополнительного глюкозилирования в поло
жение 5 амперометрическим методом при различных потенциалах 
на стеклоуглеродном аноде. Установлено, что при 0.6 В окисляе- 
мость несколько увеличивается при введении второго углеводного 
радикала, т.е. 3,5-диглюкозиды оказываются более сильными анти
оксидантами по отношению к относительно более «мягким» окисли
телям. Но при росте потенциала на аноде изменения в окисляемости 
производных трех антоцианидинов неодинаковы даже по направле
нию и зависят от потенциала.

Ключевые слова: амперометрический метод, антиоксиданты, 3- 
глюкозиды антоцианов, 3,5-диглюкозиды антоцианов.

Виноград и получаемые из него напитки известны как богатые источники природных 
антиоксидантов, отвечающих за благоприятное влияние на организм, подчеркнутое в хорошо 
известном факте, получившем название «французский парадокс» [1]. Но широкое распростра
нение винограда вида Vitis vinifera L. из Средиземноморья по другим природным зонам огра
ничено высокой требовательностью традиционных сортов этого растения к условиям произрас
тания. Скрещивание V. vinifera с некоторыми другими видами винограда позволило получать 
сорта гибридов, способные выдерживать зимы с более суровым климатом, более устойчивые к 
различным болезням и пригодные для акклиматизации, например, в условиях Белгорода бла
годаря морозостойкости и укороченному периоду созревания. Но в окрашенных в темно
красные или в темно-синие цвета плодах сортов V. vinifera осуществляется биосинтез в основ
ном 3-глюкозидов антоцианидинов цианидинового или дельфинидинового рядов, соответ
ственно, рис.1, [2]. Эти компоненты в большей или в меньшей степени могут быть дополненны
ми продуктами ацилирования указанных антоцианов уксусной, пара-кумаровой и др. кислота
ми. В то же время у  межвидовых гибридов могут появиться не характерные для V. vinifera 3,5- 
диглюкозиды [2].

Рис.1 Типичные антоцианы плодов Vitis эр.З-глюкозиды антоцианов цианидинового ряда: Ia -цианидина 
(Cy3G), Ib -  пеонидина (Pn3G); дельфинидинового ряда: IIa -  дельфинидина (Dp3G); IIb -  петунидина 

(Pt3G); IIc -  мальвидина (Mv3G) и III -  3,5-диглюкозиды тех же антоцианидинов гибридных сортов
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Не обсуждая причины введения Евросоюзом запрета на изготовление вина из виногра
дов, содержащих 3,5-диглюкозид мальвидина [3], отметим, что, строго говоря, антиоксидант-

mailto:deyneka@bsu.edu.ru


Н А У Ч Н Ы Е  В Е Д О М О С Т И  ЩМ С ер ия  М ед иц ина . Ф а р м а ц и я . 2 01 4 . №  24  (195 ). В ы пуск  28  2 17

ная активность антоцианов зависит от их строения [4]. Однако работ, в которых бы сопоставля
ли антиоксидантную активность 3-глюкозидов и 3,5-диглюкозидов антоцианидинов, нами в 
литературе не обнаружено.

Цель настоящей работы -  сопоставление антиоксидантной активности 3-глюкозидов и 
3,5-диглюкозидов трех антоцианидинов -  пеларгонидина, цианидина и дельфинидина, отли
чающихся последовательным добавлением в этом ряду ОН-группы в кольцо В.

Материалы и методы исследования. В работе антоцианы экстрагировали из пло
дов винограда Vitis coignetiae Pulliat ex Planch, плодов барбариса, черной смородины и цветков 
розы настаиванием растительного материала в 0.1 М растворе соляной кислоты и очищали ме
тодом твердофазной экстракции на патронах ДИАПАК С18 (БиоХимМак СТ, Москва) [5].

Затем методом полупрепаративной ВЭЖХ на хроматографе Shimadzu на колонке 10x250 
мм SupelcosilTMC18, 5 мкм при спектрофотометрическом детектировании (SPD-20A, 515 нм) в 
подвижной фазе 8 об.% CH3CN и 10 об.% НСООН в воде выделяли фракции индивидуальных 3- 
глюкозидов дельфинидина, цианидина (из антоцианового комплекса плодов черной смороди
ны) и пеларгонидина (из экстракта плодов барбариса) и 3,5-диглюкозиды дельфинидина и ци- 
анидина (из плодов винограда) и пеларгонидина (из цветков розы). Индивидуальность фрак
ций проверяли в этом же элюенте на хроматографе Agilent 1200 Infinity c диодно-матричным 
детектированием на колонке 4.6x250 мм Symmetry®C18/ 5 мкм.

Для определения антиоксидантной активности полученные фракции разбавляли до по
лучения раствором с оптической плотностью 0.70 ±0.02 в максимуме абсорбции и вводили в 
стеклоуглеродный детектор прибора ЦветЯуза-01-АА порциями по 20 мкл (кран-дозатор Rheo- 
dyne 7125) в токе элюента того же состава.

Результаты и их обсуждение. Мальвидин-3,5-диглюкозид обнаруживается во мно
гих гибридных сортах, например, в плодах винограда кишмиш Венус (Венера), выдерживающе
го морозы ниже -28оС, рис.2.
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Рис. 2. Разделение антоцианов плодов винограда сорта кишмиш «Венус»

Градиентное элюирование в системе ацетонитрил -  вода -  10 об. % муравьиной кислоты. Антоцианы: 
1 -  дельфинидин-3,5-диглюкозид; 2 -  цианидин-3,5-диглюкозид; 3+4 -  петунидин-3,5-диглюкозид и 
дельфинидин-3-глюкозид; 5 -  цианидин-3-глюкозид; 6 -  мальвидин-3,5-диглюкозид; 7 -  петунидин-3- 
глюкозид; 8 -  пеонидин-3-глюкозид; 9 -  мальвидин-3-глюкозид; 10 -  19 -  ацилированные антоцианы.

Но основной акцент, сделанный на мальвидин-3,5-диглюкозид, строго говоря, не имеет 
под собой научной основы, поскольку кроме мальвидин-3,5-диглюкозида (в зависимости от со
отношения 3-глюкозидов различных антоцианидинов) на хроматограммах обнаруживаются 
также 3,5-диглюкозиды остальных антоцианидинов. Следовательно, действие глюкозил-5- 
трансферазы не зависит от строения кольца В флавилиевой основы. В настоящей работе для 
выделения 3,5-диглюкозидов дельфинидина и цианидина использовали экстракт плодов вино
града японского (Vitis coignetiae Pulliat ex Planch.) из ботанического сада НИУ БелГУ, состоя
щий практически исключительно из 3,5-диглюкозидов пяти основных антоцианидинов, что 
хорошо видно на фоне хроматограммы антоцианов винограда лесного, Vttis vinifera subsp. 
sylvestris, содержащего только 3-глюкозиды, рис. 3.



Рис.3 . Разделение антоцианов виноградов японского (А) и лесного (Б)
Градиентное элюирование в системе ацетонитрил -  вода -  10 об. % муравьиной кислоты. Антоцианы: 
1 -  дельфинидин-3,5-диглюкозид; 2 -  цианидин-3,5-диглюкозид; 3 -  петунидин-3,5-диглюкозид и дель- 
финидин-3-глюкозид; 5 -  пеонидин-3,5-диглюкозид, 6 -  цианидин-3-глюкозид; 7 -  мальвидин-3,5- 
диглюкозид; 8 -  петунидин-3-глюкозид; 9 -  пеонидин-3-глюкозид; 10 -  мальвидин-3-глюкозид.

По нашему опыту при определении антиоксидантной активности антоцианов на прибо
ре ЦветЯуза-01-АА удобно использовать элюент, обычный для ВЭЖХ-определения и полупре- 
паривного выделения антоцианов в методе обращенно-фазовой хроматографии: 10 об. % 
HCOOH и 8 '1 0  об. % ацетонитрила в воде [6]. Этот элюент позволяет уменьшить расхождение 
между параллельными наблюдениями и повысить надежность численных значений, характе
ризующих антиоксидантную активность.

Отметим, что создатели прибора ЦветЯуза-01-АА предложили с его помощью опреде
лять «количество антиоксидантов». Однако, как указывалось в работе [7], разнообразие в тер
минологии, связанной с антиоксидантной активностью может быть преодолено обращением к 
химической сущности процессов. Более того, выражение этого свойства в единицах содержания 
некоторого «реперного» соединения не всегда оправдано. Т.е., использование термина «коли
чество антиоксидантов» -  имеющего право на существование, в данном случае малоинформа
тивная характеристика. Привязка к растворам одинаковой оптической плотности, использо
ванная в настоящей работе, позволяет сопоставлять антоцианы, как колоранты сравнением ве
личины сигнала детектора (площадей пиков) сопоставляемых веществ. Важным преимуще
ством метода является то, что возможно изменение потенциала на аноде, позволяющее варьи
ровать «силу» окислителя, анализируя изменение отклика антиоксиданта на этот процесс.

Сопоставление 3-глюкозидов дельфинидина, цианидина и пеларгонидина. 
По литературным данным [8] окисление антоцианов на аноде начинается при потенциале око
ло 0.5 В, что в целом согласуется с данными, полученными в настоящей работе, рис.4.
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Рис. 4. Зависимость площадей пиков растворов 3-глюкозидов трех антоцианов от потенциала на аноде. 
Данные для 3-глюкозидов: 1 -  дельфинидина, 2 -  цианидина, 3 -  пеларгонидина.
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Из представленных данных следует, что:
а) при любых потенциалах поведение на аноде Dp3G и Cy3G мало различимо;
б) при потенциалах в диапазоне 0.6 -  0.9 В окисляемость Pg3G меньше, чем Dp3G (и

Cy3 G).
Это не удивительно, поскольку хорошо известно, что высокой антиоксидантной актив

ностью обладают соединения, содержащие две орто-гидрокисльные группы, которые имеются 
в структурах Dp3G и Cy3G и их нет в Pg3G, рис.5.

Pg3G Cy3G Dp3G

Рис.5. 3-глюкозиды пеларгонидина (Pg3G), цианидина (Cy3G) и дельфинидина (Dp3G)

в) с ростом потенциала на аноде сигнал от Pg3G растет быстрее, чем от остальных рас
сматриваемых антоцианов, в итоге даже превосходя их.

г) быстрый рост площадей сигналов при потенциале большем чем 1.2 В, скорее всего, 
связан с тем, что происходит более глубокое окисление: потенциал разложения воды равен 
1.2 В.

Сопоставление 3,5-диглюкозидов дельфинидина, цианидина и пеларгони- 
дина. Введение глюкозного радикала в структуру исходного 3-глицерида по-разному сказалось 
на изменении отклика детектора, рис.6 (на рисунке показаны отношения площадей пиков од
нотипных антоцианов вследствие добавления глюкозидного радикала (R(3,5/3).

R (3,5/3)

Рис. 6. Изменение отклика детектора на добавление глюкозидного радикала 
в положение 5 3-глюкозида соответствующего антоцианидина.

Данные для 3-глюкозидов: 1 -  дельфинидина, 2 -  цианидина, 3 -  пеларгонидина

Из представленных данных следует, что:
а) при потенциала 0.6 В для всех трех структур площади пика (и антиоксидантная ак

тивность оказались заметно выше. Следовательно, по отношению к действию относительно 
слабых окислителей появление 3,5-диглюкозидов антоцианов в плодах виноградов благопри
ятно скажется на антиоксидантных свойствах плодов и продуктов их переработки;

б) при росте потенциала на аноде R(3,5/3) вначале уменьшается для всех веществ;
в) но при росте потенциала затем для дельфинидина R(3,5/3) возрастает, для цианидина 

-  приближается к единице, а для пеларгонидина -  уменьшается.
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Выводы . Таким образом, влияние изменения структуры на антиоксидантные свойства, 
измеренные амперометрическим методом, неоднозначно и зависит от конкретных условий 
(окислительной способности оксиданта) и от структуры базового антоцианидина.

Исследование выполнено при финансовой поддержке областного гранта на проведе
ние научно-исследовательских работ  по приоритетным направлениям социально
экономического развития Белгородской области от 10.11.2013 г, №  Г-16
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