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Optimaliz6cia podmienok rozdelenia antokyaninov
iervenych vin HPLC

MILAN DRDAK PAVOI- DALJ.IK JOT-ANA KAIi.OVI.OVA PETER SIVTO
AI.I('A RAJNIAKOVA

Sirhrn. Pr/rca sa zattbcni vybcrorn vhodnlch podmicnok na rozdelcnis anlokyaninov
v iervenych vinach za podnricnok gradicntorej elircie HPLC. Uriilo sa optimelne pH

mobilnej fazy vo vziahu k rictckcri vo viditclnej oblastr a separainej iiinnosti kolony,

sk[rmala sa kyselinovi zlo2ka v mobilrre'j lrizc'(kyseliny mravira. octova, fosforednA a chloris-

td); vhodnA je najmA IlCIO,. nevhodnii ('tI,C()OHl dalcj sa pr6ca zamerala na vyber

vhodn6ho gradrentu a jcho rcprtrdukovatclrto:;i. Reprodukovatelnost' gradientu je mimo-
riadne zivisla od sp6sobu a doby regcncriicic kolony pred anallzou,

optimalizacia podmienok chromatografickeho procesu je z6kradnym pred-
pokladom pri analyze mnohozloZkovych zmesi. Z hl'adiska optimaliz6cie chro-
matografickeho rozdelenia antokvanovych larbiv a ich spr6vania sa na kol6ne
.;e potrebne optimalizovai pH mobilnej fAzy. vybrat'vhodnu kyselinovir zlozku
v mobilnej faz.e a ndsledne postupne na zaklade experimentu upresnif vhodny
typ gradienta.

Pri vybere mobilnej faz.y sa vychadza z poiiadavky, aby sa pri vhodnej
selektivite a maximAlnom rozsahu eludnej sily skladala z minimdlneho podtu
zloLiek. D6leZitou poziadavkou je vyrvorenie takeho priebehu eludnej sily v z6-
vislosti od iasu, aby sa zloLky rozloLili na celom chromatograme a aby piky boli
strme, s prakticky konitanrnou Sirkou (t.j. pri gaussovskom rozdeleni 4o).
Stdasne sa vyzaduje spojita zmena eludnej sily bez nespojitych zmien v sekun-
ddrnych rozpust'adlovych elektoch. do je mimoriad ne zavain€, pri zmesiach, kde
moZno vyuzivat' s pozadovanym efektom len gradientovir eltciu [4]. Rozpisdad-
lov6 efekty sposobuju zhorSenie separ6cie v iase nespojitej zmeny eludnej sily na
kolone a moznost'vymyvania frakcie nerozdelenych zloziek Il 3]. v predkla-

Doc. Ing. Milan Drdiik, DrSc.. Ing. Jolana Karovicovd. CSc., Ing. Peter Simko, CSc.,

Ing. Alica Rajniakovei, CSc.. Katedra sacharidov a konzervacia potravin, Ing. Pavol Dau-
dik. CSc., Katedra technologie ropy a petrochenrie, Chemickotechnologickd lakulta STU, Rad-
Iinsk6ho 9. 8123'7 Bratislava.
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danej pr6ci sme sa zamerali na vyber vhodnych podmienok rozdelenia antokya-
ninov dervenych vin za podmienok gradientovej elucie s cielom dosiahnut'
uveden6 poZiadavky HPLC.

Materiil a met6dy

Chemik6lie : metanol pre UV spektroskopiu (Lachema, Brno), kyselina chlo-
ristd - 70 % (Xenon. LodZ), redestilovani voda, kyselina mravdia 99,7 %
(Lachema, Brno), kyselina octov6 99 oh (Lachema. Brno), kyselina trihydro-
genfosforedn6 85 % (Lachema, Brno).

Ro:delenie untok.t'ctninov' flPLC. Na rozdelenie antokyaninovych larbiv der-
venych vin sme pouZilivysokoudinny kvapalinovy chromatograf typu VARIAN
8500 (USA), vybaveny spektrofotometrickym detektorom UV/VIS VARIS-
CAN 634 D, zapisovadom A-25 a vysokotlakovym nastrekovym syst6mom
stop flow.

Podmienky analyzy
kolona: SEPHARON-SGX-Cl8 (0,32 x l5cm),
prietok mobilnej fAzy: 30m1. h r,

pracovny tlak: l4MPa,
vlnov6 diZka detektora: 520nm.
C hur ak t e r is t ik y c' hr ont u t o g r ufi c k i ho r o : tle l e n i u. Separaind irdinnost vyjadruje

hodnota rozli5enia dvoch zloliek i. i - R, iktor6 sa vypodita podla vztahu

R,,:0.254-l k' -''5.
a k+l

kde a je selektivita systemu. k' kapacitny faktor. 1{", - podet efektivnych
priehradiek kolony.

k: t,-toA:-, k
ki 10

t, eludny das. /o mftvy eludny das kolony,

N.,:f/,- t,,l': r[ ^'. 
-l'.

L o, I Ll+ft'l
n je podet teoretickych priehradiek kolony, q - smerodajnd odchylka graus-

sovsk6ho rozdelenia.

//: 16 [!-l',
Lr' l

x'- Sirka piku,
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Vfsledky a diskusia

V sirlade s ivodnlrnr texton-l sme pristirpili k postupnemu vyberu optimilnych
poclniiencrk rozdclenia antoky'anit.lor, i'crverlu'ch viu ponrocou gradientovej
HPL("

Optitndlnc ptl . Pri chromatografickor.tr rozdeleni antokvanovlrch farbiv d6le-
Titu irlohu hrh hodnota pH prostredia. i'o.je spojene s detekciou (vplyv pH na

itrukt[rru a f arebnosi antokl.'aninov) vo viditelnej oblasti spektra. Z aspektu
tletekcie icle o rlosiulrrrutie iinr riic:iej sumv plochi,'pikov pri danej koncentr6cii.
V zlir,islcrsti oc! pll srr rncni iseparainli ui'irtnost. ktorit mo2no l'yjadrit hodncl-
iorr rozliic-nia dvoch zlc'7iek. V prvel elilpc sme preto skumali vplyv pH na

rozdelenie farbir'pri noLriiti roztokov kvselinv chloristej. ktorh sa ukfzala
rhodnou v predchridza jircich priicach [4 8]. Pracol'ali srne v oblasti hodnot

i'\H. ked'prevliida v roztt'rku cerveni'ffav!liovv kation antokvanovych farbiv, t. j.
r rozmedzi pH ocl 1.5 do 2.2. Pracovali sme s gradientonr. pricom solvent A bola
HCIO' vo vode s prislu5nyni pH a solvent B metanol. Volili sme gradient:
zrriiatcrk 2.5 nto Bv A. vzrast I %, B,min. koniec l5 "h Bv A. V tab. I poddvame
prehl'ad o poite oddelenlch pikov vo vine Ahbernet a zodpovedajircich ploch.
Prikladl chromatografickych zaznamov rozdelenia antokyaninov vo vine Ali-
l-rernet pri pH 1.5 a 1.9 su na obr. I a 2.

Zo ziskanlrch vysledkov sme zostrojih graficke zirvislosti plochy pikov (P)
p: l(pH) a R,,: l(pH) a ramcovo uriili optimdlne rozpdtie hodnot pH pre
:trzdelenie antclkyaninov. Ziivislosti s[ znazornene na obr.3 pre R..s, R7.B

l R,, ,,. UkAzalo sa. Ze pre chromatograficke rozdelenie antokyaninov z hladis-
ka detekcie a separadnej udinnostije najvhodnejiia oblast'pH v rozmedzi od 1,5

Jo l.il.
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eislo
pikur

Plocha piku pri danom pH: (cmr)

1,5 1,6 1.8 1.9 2.1 ))
I

2

J

4
5

6

7

8

9

l0
ll
t2
l3

I,69
0,t7
1,79

2,23

6,12
0,46
0,l4
0,68

2,39
0,09
0,l2
0,92

l,50
0, l4
1.56

2.20
6.26
0,39
0,137
0,40

2,06
0,07
0,l0
0,86

1.39

0,l3
t,25
2,2t
5.73

0,32
0,l2
0,36

l.99
0.06
0,07
0.82

l, t6
0,06
I. r9
2,74
4,15
0.21

0,35

I,65

0,08

0,73

1,09

0,03
1.02

7.04
0. t5

0, t4

I,41

0,68

0,90

I,04

6.81

0,1 3

I,4s

0.s8

I - Number ol peak, 2 -- Peak area at the given pH

Tabulka l. Plocha pikov prr danom pH pre vzorku lA
Table l. Peak area at the given pH lor the sample lA

Obr. L Chromatograficky ziznam rozdelenia antokyaninov vo vine Alibernet lA pri pH 1,5,
niistrek 9 pl.

Fig. l. Chromatogram of the selection of antocyanines in the wine Alibernet lA at pH 1.5, injection
9 pl.
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0.90

1,04

6,81

0,l3

1.45

J
- tfrrl -:-- :: l.{ pri pH 1,5,

:_ i::rH 1.5, injection

Obr. 2. Chromatograficky zaznam rozdelenra antokyaninov vo vine Alibernet lA pri pH 1,9,

nAstrek 9 pl.

Fig. 2. Chromatogram ol the sclcction of antocyanines in the wine Alibernet lA at pH I .9. injection
9pl

K.v-selinotta zloika u mobilnei /a;e. Optimalne pH sa dosiahne poZitim vhodnej
ki,selinovej zloLky v mobilnej f6ze, ktor6 moZe mat'okrem spominanych udin-
kov vplyv na Zivotnost' kolony. ako aj na vlastny pristroj (agresivita). V publi-
kovanych pr6cach sa doteraz na okyselenie pouZila l0% kyselina mravdia,
l0 % kyselina octove a kyselina chlorist6 [9-11].

Pri vybere kyselinovej zloiky v mobilnej faze sme odsku5ali 4 kyseliny, a to
mravdiu, octovir, fosforednu a chloristu. Kyselina octove sa neosveddila. Pri
pomerne vysokej koncentracii (15 %) sa dosahuje relativne vysoke pH (2,17),
ktore nie je pre detekciu antokyaninov vo viditelnej oblasti optim6lne a taktieZ
separadn6 udinnost' sa zniLlla.

Tabulky 2 4 uvadzaju prehlad o eludnych dasoch (1.), kapacitnych fakto-
roch (k'). selektivite (a) a rozli5eni Cvoch nasledujircich pikov pre roztoky
kyseliny mravdej, losforednej a chloristej vo vode. Roztoky predstavuju solvent
A a solvent B. Gradient bol voleny tak, aby zadiatok predstavoval 25 oh B v A,
vzrastal 1% B/min a koniec 15% B v A. Koncentr6cia kyseliny mravdej
a fosforednej bola limitovan6 odporudanim, ktore berie do uvahy ich koroziv-
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nost'proti dastiam pristroja z nehrdzavejucej ocele. PouZitie kyseliny chlcristej
nie je limitovane jej koncentr6ciou. Na obr. 4 a 5 sir chromatograficke zaznamy
vzorky vina Alibernet pri pouZiti l0% HCOOH a 0.05mol.dm I H.,PO..

i,l

t3

tt

2'l 2'2
PH

lrg1'7lr5

Obr. 3. Zdvislosf plochy pikov a rozliSenia (R,.r) pri r6znych hodnotich pH mobilnej fiizy.
Fig. 3. Dependence of peak area and resolution (R,.,) at different pH values in a mobile phase.

Zidajov v tabuLkdch a z chromatografickych zS.znamov rozdelenia antokya-
ninov HPLC sme usfdili, Ze z hl'adiska separadnej iriinnosti sri kyselina mravdia
a kyselina chloristd najvhodnejiimi kyselinami v mobilnej fine. Pre irplnost'
treba uviest', Ze pre detektor pre kyselinu mravdiu je limitujricou hodnota pH 3,
takZe najvfhodnej5ou sa zd| riprava pH mobilnej f6zy kyselinou chloristou.

Vj,ber vhodniho gradientu. Yyber vhodn6ho gradientu sme robili v dvoch
krokoch, a to vlberom poiiatodneho zloZenia mobilnej fizy a nastavenim
vhodn6ho tvaru a strmosti gradientu. Tieto kroky sme robili empiricky, vhod-
nymi zmenami profilu gradientu, klfm sme nedosiahli uspokojivy gradient
z hladiska detekcie a separadnej udinnosti.

Vhodn6 zloienie mobilnej f6zy na zadiatku gradientu sme vvhodnotili na
zi*lade kapacitnfch faktorov Stvrt6ho a piateho piku a ich selektivity v syst6me.
Tieto dve zlolky sa v danej sustave najhor5ie separovali a preto hodnoty
selektivity tlfchto dvoch pikov najlep5ie vyjadrujri kvalitu chromarografick6ho
procesu. Priklad vyberu zloLenia mobilnej fhzy na zadiatku _sradientu pri pouZi-
vani HrPOo je v tab. 5. Vfsledky st porovnateln6 s dokumentovanvmi vysledka-
mi pri pouZiti HCIO4 (pH 1,8). Piky na chromatograme boli dostatodne rozdele-
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' .':. :'.\ chlcristej
ii.:..-rc t,itznamy
:'.' H,PO4.

Tabulka 2. vypodet rozliSenia pre dan6 N:6500. Solvent A vodny rozrok kyselin-v-

chloli5lqj
Table 2. The calculation ol resolution lor the given N:6500. Solvent A water solvent ol

perchloric acid

n6, av5ak nepriaznivo sa prejavila pomerne vysoke hodnota pH a veLky rozdiel
koncentr6cii metanolu v rozpuSt'adlfch A a B. Tieto vysledky boli podkladom
pre zmenu podiatodnych koncentritcii mobilnej fazy a voLbu jednotlivych typov
gradientov (tab. 6).

Vhodnost' zvolenich typov gradientov sme posudili na zAklade kapacitnl,ch
faktorov k;, k;, k's, k',ra tieL koeficientov selektivitl, c{q. s o 1r,1. ,,, (tab. 7). V pripade.
Ze selektivita je l, rozli5enie dvoch pikov je nulov6 a preto zvoleny system nie
je vhodny z hladiska rozliSenia a selektivity na rozdelenie dvoch odpovedajucich
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eislo
pikur

0.03 l6 mol . dm ' HCIO, ptl l.,s

t, {min) k' a R, ,

I

2

J

4

5

6

7

8

9

IO

ll
t2
l3

16:32 5.08

19 : l0 6.05

2l:15 6.82

23 :25 T .62
24:40 8.07

29:55 l0 : 0l
32 :24 I 0.93

33:37 ll.l7
35:46 1 2.1 6

36:2 12.26

17:38 12.85

39:53 13.68

4l :24 l,{.24

.19 I 1.0t3

.l-t 7.90

.12 7.16

.06 4.08

.24 1.1. I 5

.09 6.9)

.04 2.92

.07 4.84

.0 I 0.59

.05 -r.41

.06 4.55

.04 2.95

0.0251 mol . dm r HCIO. pH 1.6

I

2

3

4

5

6

7

8

9

l0
ll
t2
l3

16 :23
l8:35
20:9
22:9
23:9
28.1 8

36:35
31.45

33:58
36: l0
38: l3
39: 35

4.62
5.37

5.9 t

6.59

6.94
9.26

10. ll
10.5-l

I 1.26

I l.-15

I 1.90

12.67

ll. t9

I .16

t.l0
l.l2
1.05

|.-t-1

1.09

1.04

I.07
l .01

1.05

1.06

1.04

9.54
6.29

7.28

_3.48

14.67

6.02
2.96

5.16

0

4.90
4.12
1.78

I -- Number ol peak.



Tabulka 3. Vyipoiet rozli5enia pre dane N:6500. Solvcnt A l07o roztok kyseliny mraviej
vo vode

Table 3. The calculation resolution for the given N:6500. Solvent A - l0% solvent ol the
formic acid in water

eislo
pikul

l07o roztok HCOOH2 pH 1,5

t. (min) k' a R,.,

l
2

3

4
5

6

7

8

9

l0
lt
t2
t3

8: l0
9:37

14:23
14:56
20: 14

23:8
24:49
27 :17
28:7
29:00
3l:17
32:18
34:34

2,01

2.54
3.23

4,29
4,50
6.45

7,51

8,l3
9.04
9.35
9,67

10,89

t;72

't1

.32

.05

,43

,17

.08

,ll
,03

,03

,13
.08

12,r5
13,20

t6,t6
2.97

2t,12
t0,l I
5.47

7,29

2,39
2,46
8,24
5,29

I Number of peak, 2 - l0oh solvent of HCOOH

Tabuf ka 4. Vypodet rozli5enia pre dane 1/:6500. Solvent
kyseliny foslorednej vo vode

Table 4. The calculation of resolution for the given /V:6500.

A - 0.05 mol . dm r roztok

Solvent A --- 0.05 mol dm r

I - Number o[ peak.
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solvent of phosphoric acid

eislo
piku'

0,05 mol . dm 3 H3PO4 pH 1.8

t, (min) k' a R,.i

I

2

3

4

5

6

7

8

9

t0
il
l2
l3

l4:05
16: 57

18:47
2l: l2
22: 15

27:42
3O:29
3l:28
33:44
33:44
36:23
38: 55

40: 14

4,24
\')4
5.91

6,80
7,t9
9,l9

t0.22
10.68

n,42
n.42
t2.39
13,32

13,81

,23

.13

,50

,06

,28

,l I

,04

,07

,08

.07

,04

t2.84
7,8'7

9,t9
3,80

I 5,86
'7,36

3,1"1

4,78
0

5.87
s ?s

2.65



\\ selrny mraviej

: solVent of the

JrT] roztok

,.rt5 mol dm r

l:.84
-.87

9. t9
-1.80

r5.86
..,16

-1.17

r.78
0

5.8 7

i ls
1.65

Obr

Fig

4. Chromatograficky zAznam rozdelenia antokyaninov vo vine Alibernet lA pre solvenl
A : l0% HCOOH vo vode, n6rstrek 9pl.

4. Chromatogram olthe selection olanytocyanines in the wine Alibernet lA for the solvent
A : l0oA HCOOH in water, injection 9pl.

T a b u I k a 5. Optimaliz6cia zloLenia mobilnej lazy na zadiatku gradientu
Table 5. Optimalization of the mobile phase composition at the beginning olgradient
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tlntnl

A:0.05mo1 .dm t H.PO4 HrO pH 1,8 B: MetOH

,AB
Vzrastr

%" Blmin
ki d",

z.at.l koniec:

25 '75

30 '15

40 75

25 75

I

I

I

2

6.95

6,34
2,73

4.55

'7,34

6,64

2,73

4,55

,06

,04

I ..- Beginning,2 - End. 3 - Increase.



"[rin]
Obr. 5. Chromatograficky zAznam rozdelenia antokyaninov vo vine Alibernet lA

A : 0.05 mol dm I H,PO, vo vode, n6strek 9 pl.
Fig. 5. Chromatogram of the selection of antocyanines in the wine Alibernet lA for

A :0.05mol dm t H,POI in water, injection 9pl.

pre solvent

the solvenl

l6tok v zmesi. Z vysledkov vypliva, Ze najvhodnejii typ gradientu na rozdelenie
antokyaninov v dervenych vinach je typ 4. Chromatograficki zaznam rozdele-
nia antokyaninov vo vine Alibernet I A je na obr. 6.

Reprodukouatel'nost'gradientu rozdelenia antokyoninou. Po vytypovani vhod-
n6ho typu gradientu sme sa zamerali na rozdelenie antokyaninov vzhladom na
reprodukovateLnosf gradientu. Rozdelenie antokyaninov sme opakovali sedem-
kr6t s tlim, Ze sme dodrZiavali rovnak6 podmienky pri regener6cii kolony.

-->
Obr. 6. Chromatograficky zAznam rozdelenia antokyaninov vo vine Alibernet po vybere vhodn;ich

podmienok gradientovej elucie, ndstrek 9pl.
Fig. 6. Chromatogram of the selection of antocyanines in the wine Alibernet when the appropriate

conditions of the gradient elution were chosen, injection 9pl.
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Tabulka 6. Jednotlive typy gradientov pouZit6 pri merani vzorky lA
Table 6. Respectivc types of gradients used at the measurement olsample lA

I -SolventA,2 Solvent 8.3 Gradient type.4*-Gradient,5 Beginning % B'6- End

% B, T Increase 7o B per minute, 8 Analysis time.

r lrtr I
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Rozrok A'.' 20o/o CHrOH + 80% H:O + HCIOI
Roztok B:: 80 7o CHrOH + 20"h HrO + HCIO{

(HCIO.) mol .l
pH

0.0 r 58 0.01 58 0.01 58 0.025 t

1.8 1.8 1.8 r.6

Typ gradientur

2 3 4

Gradient:a
zad,. oh Bs

koniec 7o 86

25

85

20

10

20

70

20

75

YzrasI oh B
za minttuT

l" t% I "/"l20min
2 oh 

l15 min
I "hl20min
2 "/"115 min
I "hl 5min

eas analyzyt 60 mrn 50 mrn



Tabulka 7. Hodnoty kapacitnych laktorov a selektivit pre piky 4.5 a 9. l0 v z6vislosti od
pouZiteho gradientu

Table 7. The values ol both capacity factors and selectivities for the peaks 4. 5 and 9, l0 in
dependence on used gradient

I HCI solution having pH, 2 Gradient type.

Tabulka 8. Hodnoty priemernych kapacitnlch faktorov, Standardnych odch;ilok a rozptylov
na overenie reprodukovatelnosti gradientu za vybranych podmienok rozdelenia antokyaninov

iervenych vin
Table 8. The values olboth average capacity factors. standard deviations and scattering lor the
verification of reproducibility gradient under the special conditions of the selection ol red wine

antocyanrnes

eislo piku' k' .s o

I

2

3

4

5

6

7

8

9

t0
ll
l2
l3

3.88

5.06

6.20
'7.t3

0.96
2,26
2,99
4,00
4.2'7

4.93
6.0'7

6.82

057
0,55

0.62
0.52
0.49
0.47
0.41

0,30
0" l9
0.16
0.1 7

0,15
0.16

0.51

0.59
0.55
0.46
0.44
0.42
0,37
0,27
0. I7
0.r5
0.15
0. r3
0, t4

I --- Number of peak

vysledky hodn6t priemernych hodn6t kapacitnych faktorov, smerodajnich
odchlliek a rozptylu sir v tab. 8. Zistili sme, ze reprodukovateLnost gradientu je
mimoriadne zavisla od sp6sobu a doby regeneracie kol6ny pred analyzou. I pri
prisnom dodrzani sposobu a dasovej nadvdznosti analyz je znadny rozptyl
jednotlivych kapacitnych faktorov.
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Roztok
HCIO. s pHr

Typ
gradientu:

k" ki 0,. ,-, kin oc. ro

1,8

1,8

1,8

1,6

I

2

3

4

2,85

4.69
3.7'7

5.7'7

3.15

5.20

4.t7
6.34

0

I

0

0

8,55

9,36
10,53

l 1,08

8,55

9.36
l 0.53
n.26 .0t
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Onrnunraqnq ycJtoBufi palAe.xenlrq allr'oltr4ilHIlHoB Kpacnbtx nrNn Br,rcoKolQQen'ruurofr
xnilKoc'r'Hoii xpoMalorpaouefi (HFL(')

Pc;rotte

Pa6ora 3aHI{Mitelcr nor6opoM no,lxor.ltnrnx vc"rogtril .l,rq pa3,le;rcHurr aHTourrrrHr.{HoB B Kpac-
ttbtx BUHAX npri vc-roBnt{x rpitrr4e rriHot o LIK)HpoBar'rHr HPLC. Onpcrrc-nr.:tocb onrwvalsHoe ptl
vo6n,rsuoi-r tfa:;t u ornouteHl.rH K llc'rcKttur R sutrur,roii o6.racru r,r ccltill):tqHoHHoii lrp$erruauoc-
TH K{1.-loHKIl. Hcc,'leqoBa,lCt cocTLl'r [iil('.1(,riti'i'r,i"ie itt n vo6H-rr,HOir tflt:c (rHc,rr.r-r'l)r \typaBbHHas.

l-I(cycHa9. rfocrfopu;rr H xxopltnt). llr.ilxo.trilt:rg oco6esr:,,. f t(-1O,. ilcn() r\i)t'r!tiiq f'll,('OOl l.
KpClVe fOrO pa6OTa HaMepL-llil Hil Il() r\i()[) nr)1\r),'tgtltef') CnrLIti,-'ttiii ].t,ifi) B(]('itp0H:jBO.lplN.{OCTb

Bocnpou:oo;luMocTb fpa.ilHeHra ocoSettntl lilBllcllMir r)T cfi(r!(\i;J il Eltc\i\'.jil pL'tcHtpilrt}rr.t Kojtot{-
KH nepe,al :rHa,rH3oN{.

Conditions optimalization of the antocyanines separation in red wines using the FIPLC

Summarv

This paper deals with the choise olsuitable conditions fbr thc scparation of antocyanincs in red
wines under the conditions of the HPLC gradient elution. The optimal pH of the mobile phase was
determined in dependence on both the detection in the visiblc area and separative efficiency of
column. The acidic component in a mobile phase has been investigated (formic acid. acetic acid,
phosphoric acid and perchloric acid); HCIO. seems to be especiall appropriate. CH.COOH is

unsuitable. This paper is also aimed to the selection ol a suitable gradient and its reproducibility
which depends on the way and time ol the column regeneration before analysis.
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