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Delenie antokyanfnov iervenfch vin HPLC
za vyuilitia izokratickej ehicie

MILAN DRDAK - PAVOL DAUCIK _ JO7,EF KUBASKY

Srihrn. Pr6ca sa zaober| moZnostou vyuZit izokratickti eldciu antokyanfnov delenfch
HPLC za pouZitia alkylaminov v mobilnej f{ze. ZloLenie mobilnej frizy bolo optimalizo-
vand met6dou pliinovan6ho experimentu, pridom vypoditand zloZenie mobilnej fdzy naz6-
klade experimentu je 35 % CH3OH. 0,16 mol/l kyseliny chloristej a0,122 moVl butylami-
nu. Napriek pouZitiu optimalizovanej mobilnej filzy rozli5enie a separiicia zloliek sri niZ5ie

ako pri gradientovej elticii. Ukrizalo sa, Ze pouZivat butylamin je vhodn6 aj pri gradiento-
vej ehicii.

Antokyaniny patria do skupiny fenolickfch zhidenin. Za zdkladnri pr6cu
v analyze antokyanfnov met6dou HPLC moZno oznadit' pr6cu Wulfa a Nagela

[1]. Pri sktimanf zlolenia farbfv u5lachtilej odrody Vitis vinifera pouZili ako
mobilnf f6zu 70 % kyselinu mravdiu v 50 % roztoku metanol-voda. Zistili, Le

antokyan(ny sa na reverznej fiize eluujri v poradi ich polarity: delfidfn-3-mo-
noglukozid, kyanidin-3-monoglukozid, petunidin-3-monoglukozid, peoni-
din-3-monoglukozid, malvidin-3-monoglukozid.

Izokratickou ehiciou antokyaninov sa zaoberali Wilkinson a kol. [2], pri-
dom ako mobilnri f6zu pouZili rozpd5tadlo voda-kyselina octovd-metanol
(71 : 10 :19). Williams a Hrazdina [3] vyuZili prednosti programovatelndho
gradientu. Na koldne Bondapak C 18 sa im podarilo za relatfvne kr6tky das

separovat' 20 antokyaninov. Van de Casteele a kol. [4] vyuZili programovani
gradient. (pH rozpriStadiel upravili HCOOH) na kol6ne LiChrosorb RP-18;
identifikovali 10 antokyan(nov, analyza trvd 35 minft. Zamerali sa na analizu
vzoriek vfna Cabernet Sauvignon. Preston a Timberlake [5] analyzovali anto-
kyaniny vo v5etkfch vyskytujricich sa formiich (chalk6n, pseudobiiza, flavflio-
vf kati6n). V poslednom obdobf bolo publikovanich niekolko priic, ktord sa

zaoberajri analyzou antokyan(nov v portsklich vfnach (odporfdajf analfzu pri
pH : 1,5) a na ripravu pH vyuZfvajri kyselinu mravdiu [6-9].

Doc. Ing. Milan Drdrik, CSc., Ing. Jozef Kubaskf, Katedra ch6mie a technol6gie sacha-

ridov a potravin, Ing. Pavol Daudik, CSc., Katedra chemickej technol6gie ropy, Chemicko-
technologick6 fakulta SVST, Radlinsk6ho 9,821 37 Bratislava.
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Cielom na5ej pr6ce bolo optimalizovat' zloienie mobilnej fdzy pri izokratic-
kej elfcii antokyaninov dervenlich vfn za vyuLitia alkylaminov na zvfSenie
eludnej sily rozpri5tadla.

Materidl a met6dy

Chemik6lie: redestilovand voda, metanol na UV spektroskopiu, HCIO.
(70 %) p. a., HCI (37 %) p. a., butylamfn (Lachema) p. a., dietylamin a trie-
tylamin (NDR) p. a., hexylamin a oktylamin (NSR) p. a.

Vzorky: dervend znadkovd vfna.
Delenie antokyaninov HPLC. Na delenie antokyanfnovfch farbiv derven6-

ho vina Radianska frankovka sme pouZili vysokoridinnf kvapalinovf chroma-
tograf typu VARIAN 8500 (USA), vybaveny spektrofotometrickym detekto-
rom UVA/IS VARISCAN 634 D, zapisovadom A-25 a vysokotlakovfm n6-
strekovfm systdmom stop flow. Podmienky anallizy boli:

kol6na: SEPHARON-SGX-C18 (0,32 x 15 cm),
prietok mobilnej f.6zy:30 mllh,
pracovnf tlak: 14 MPa,
vlnov6 dfLka detektora: 520 nm,
n6strek: 8 pl vina, citlivost' zapisovada 20 mV.
Metdda pldnovandho experimentu. Z vypracovanfch met6d pl6novandho

experimentu najpresnejSf matematicki opis plochy odozvy umoZiuje met6da
rotatabeldrneho ortogon6lneho centr6lneho kompozidndho pl6nu (ROCKP).
PouZili sme syt6m s trorni nez6visle premennfmi x' x2, J3, ktor6 sme menili
v urditfch intervaloch. Hranidnfm hodnotilm tfchto intervalov boli priraden6
hodnoty faktorov +L,682, resp -1,682. Vypoditajri sa hodnoty premennlich
x1, x2,,r' ktor6 patria hodnotiim faktorov -1, 0,-+ 1. Potom sme uskutodnili
experimenty s hodnotami premenn!1ch x, x2, x3, ktord patria hodnot6m fak-
torov X,, X2, X3, (tab. 3). Pre v5etky experimenty sa sleduje odozva (velidiny
vfstupnfch vlastnost(). Ziskan1 ridaje boli spracovand na PMD 85-1. Vfsled-
nd vrstevnicovd diagramy umoZfiujri urdit hodnoty faktorov, pre ktor6 je hod-
nota sledovanej velidiny optimiilna. Met6du sme pouZili na urdenie optimdl-
neho zloZenia mobilnej fdzy.
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Vfsledky a diskusia

Izokratick6 ehicia m6 oproti gradientovej elfcii nespornf vfhodu v tom, Ze

r(sledky sa zfskavajf s vySSou reprodukovatefnostou. Vypllva to z toho, Ze

zloZenie mobilnej f.6zy je podas celej analfzy konStantnd. V prvej etape pr6ce
sme vychiidzali z osveddenej mobilnej f.6zy pre gradientovf ehiciu [10-13].
Vzhladom na nevyhnutnost zvfSit eludnf silu rozpri5fadla zaoberali sme sa

moZnostou vyuiitia alkylamfnov. Alkylamfny ako poldrne rozpri5t'adlii zvy5u-
jri nielen eludnri silu, ale aj rozpri5taciu schopnost' mobilnej f6zy a ovplyviujf
polaritu stacion6rne j tdzy. Okrem alkylaminov ako dalSie zloLky mobilnej f6-
zv sme pouZili kyselinu chloristti, metanol a redestilovanf vodu. Kyselina
chlorist6 sa v predch6dzajfcich priicach ukizala ako zloZka potrebn6 na fpra-
vu pH na optimiilnu hodnotu 1,5.

Na urdenie optimdlneho zloZenia mobilnej f6zy sme pouZili met6du pl{no-
van6ho experimentu, pridom nez6vislfmi premennymi boli:
.r, - objemov6 percentii metanolu vo vode,
.r. - koncentrdcia kyseliny chloristej vo vode (mol/l),.
.r., - koncentr6cia alkylaminu vo vode (mol/l).

Ich hodnoty sa menili v intervaloch xr(35'aL 65 % obj.), xz(O,02 aZ 0,3 mol/l)
a x-, (0,01 a20,2 mol/l). Hodnoty t;ichto velitin pre kritick6 hodnoty faktorov
uv6dzame v tab. 1. V tab. 2. je prehtad o zloLeni roztokov mobilnej fiizy,
s ktorfmi bolo nevyhnutn€ uskutodnit pokusy tak, ako to vyZadovala pouZit6
met6da ROCKP. V pryej f6ze pokusov sme vybrali ako tretiu zloLku butyla-
min. Rovnakf vzorku dervendho vfna sme potom analyzovali tak, Ze mobiln6
fAza sa postupne menila v srilade s tab. 2 zavyulitia izokratickej ehicie. Podas
analyzy sme sa zamerali na eludnd dasy jednotlivfch pikov a ich celkovy po-
det.

Z vfsledkov modelovdho pokusu vyplynulo, Le za sledovanri veliiinu
(odozvu experimentov) je potrebn6 zvolit pomer eludnfch dasov deviateho
a prv6ho pfku, ktord boli separovand pri v5etkfch analyzach. Hodnoty tejto
velidiny (oznadend symbolom fn.1), ako aj podet rozliSenfch pikov pre jednot-

Ta b u I k a l. Hodnoty neziivisl6 premennych pre kriticki hodnoty
. faktorov

T a b I e l. Values of independent variables for critical values
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of factors

x -1.682 -1 0 +l + 1.682

.l'r

xz

.f,-

35.00
0.020
0.010

41.08
0.0768
0.0485

50.00
0.160
0.105

58.92
0.2132
0. l6l5

65.00
0.30
0.20



Cislo pokusul
Zkt2cnic roztoku:

rt I: r1

I 5r.t.92 ).243 {t 62

2 4 I .()u t.243 {t 62

3 5rJ.92 .077 () 62
c 4l.0rJ .077 0 62

5 58.92 t.243 0.()413

6 4I .08 243 ().0'1tr

'7 5{.t.92 t.077 0.04tt

8 41.0t3 ,077 0.04t3

I 65,( l6( () )-5

0 35.( ). l6( {) )-s

l 50.( ).3(X (l )-5

2 50.( ).02( (l )-s

3 50,( l6( 0.2(x)

4 5().( lfi ().()l()

l5-20 50.( ), l6( 0.105

T a b u I k a 2. Zloicnic roztokov rnobilncj firzy prc mctddu ROCKP
T a b I e 2. Composition of mobile phase solutions for ROCKP method

rNumber of experiment; 2Solution composition.

liv€ analyzy sri uvedend v tab. 3. ziskan€ hodnoty sme spracovali podftadom
(program ROCKP), vfsledkom doho sri vrstevnicov6 diagramy. Vzhtadom
na trojzloLkovi syst6m hodnota jedn6ho faktora je vildy kon5tantn6. Po
vyhodnotenf vrstevnicovfch diagramov sme urdili tieto optimiilne hodno-
ty faktorovi xt: -1,682, xr: 0,0, x, : 0,38, domu zodpoved6 toto zloLe-
nie mobilne j f6zy: x, : 35 % CH3OH, xz : 0,16 mol/l kyseliny chloristej
? x3 : 0,122 moUl butylamfnu , t. j. zloLenie optimdlnej mobilnej fizy.

Po urdenf optimdlneho zloLenia mobilnej fdzy sme vzorku dervendho vina
delili HPLC izokratickou ehiciou. Chromatografickli ziznamje na obr. 1. Ve-
lidina /n,1 md hodnotu 4,51, teda lepSiu ako vSetky predch6dzajfice analyzy
antokyaninov dervenfch vin. Pri porovn6vanf vfsledkov z(skanfch gradiento-
vou elriciou a pri izokratickej ehicii za pouZitia optimdlneho zloLenia rozpri5-
tadla sme do5li k z6veru, Ze sfstava nie je vhodnd na delenie a stanovenie
antokyanfnov dervenfch vin, kedZe p(ky nie sri dostatodne oddelend . Zname-
nd to, Ze eludni{ sila mobilnej f.Lzy je vetmi vysok6, diZe je potrebn6 zniZit'
koncentr6ciu metanolu. Dalej sme analyzovali vzorky vina tak, Ze izokratickti
elriciu sme na porovnanie robili s mobilnou f6zou s klesajricou koncentriiciou
metanolu. Z hladiska zastripenia a vyznamu jednotlivfch antokyanfnov sme
osobitne sledovali malvidin-3-glukozid (eludni das). V tab. 4 je prehlad do-
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Ta b u I k a 3. Hodnotyvelitiny Ie I a podet pik')\ pre jednotliv6 vzorky
T a b l e 3. Values of t,., variable and nuntlrel ol pcaks for individual samples

siahnutfch vysledkov a sfdasne aj podet separovanych pfkov pri danej kon-
centr6cii metanolu.

Z vfsledkov uvedenych pokusov moZno vyvodit', Le pri nizkei koncentrr{cii
metanolu (do 30 "/') ie eludnd sila mobilnej f.6zy mal6, takZe nie je moZn€
v primerane krdtkom dase vymyt z kol6ny vSetky zloLky vzorky. Na porovna-
nie sme analyzovali vzorku deren6ho vfna Alibernet, ktor6 sa vyznaiuje rov-
nomernym zastfpenim 15 antokyaninov. Pri gradientovej elfcii analyza trvir
40 min. Pri vyS5ej koncentrdcii metanolu v mobilnej f6,ze (35 %) sa podet se-
parovanfch zloLiek zvf5il, ale je menSi v porovnani s gradientovou elfciou.
Okrem toho prvfch piit zlo2iek bolo zle rozli5enich a boli z koldny vymlivand
velmi rfchlo. Rozli5enie sa zhor5ilo po dal5om zvyieni koncentr6cie metano-
lu nad 35 %.
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Roztok
Zkrzc rt ic

Iu. 
t

Podet
pikov.rl .\-1 -t.

+ + + 2.00 4

) + + 2.92 8

+ a l.l8 3

l + 1.27 3

-5 + + 1.63 4

6 + 3.05 8

7 + 1.90 1

It 2.97 7

9 + l.6tt2 0 0 1.57 .+

l0 - 1.682 o o .1. l9 l0
ll 0 + 1.6u2 0 77 1

t2 0 - l.6ti2 0 .51 3

l3 0 0 + 1.682 l8 2

l1 0 - 1.682 .82 .l

l5 0 u 96 7

l6 0 0 .tt-s IJ

17 0 0 0? 8

Itl 0 0 l.tt6 7

l9 0 0 l.u6 ti

20 0 () 1.90 ti

Solution; :Composition; rNumbcr of peaks.



Aozo

€osInin]
Obr. 1. Chromatografick! zdznamvzorky Radianska frankovka pri optim6lnom zloieni mobilnej

tazy.

Fig. 1. Chromatographie record of ,,Radianska frankovka" sample with optimal composition of
mobile Phase.

Tabu rka 4. ElucnlidasMv-3-Gl apoictpikovpre r6zne koncentracie
metanolu v mobilnej fdze

T a b I e 4. Elution time Mv-3-Gl and number of peaks for various methanol
concentrations in mobile Phase

% cHloH Eluin! das Mv-}-Glr Podet pikov

35
30
27
24
ztJ

5:51
9:48

11 :55
17:08
52 :03

l0
8
7

6
5

rElution time Mv-}-Gl; rNumber of peaks.
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Dalej sme za uvedenych podmienok preskrimali moZnosti pouZitia dostup-
n(ch alkylamfnov: dietylamfnu, trietylamfnu, hexylaminu a oktylaminu. Naj-
rhodnejSfm sa ukiizal butylamin.

Na z6ver moZno kon5tatovat, Ze pouZitie alkylaminov v mobilnej fize ne-
umoZfluje poZadovanri separ6ciu antokyaninov dervenfch vin izokratickou
e hiciou. Pozitivne je zistenie, Ze butylamfn urichluje elfciu. To sme vyuZili
pri gradientovej ehicii, pridom sme dosiahli lepSiu reprodukovatelnost analyz
r1+]. Mobilnd f.6na, ktorej zlolenie sme zistili metddou pl6novandho experi-
mentu, vyhovuje aj preto, Ze hodnota jej pH (1,45) je velmi blizka odporri-
ianej hodnote pH : 1,5.

Do redakcie do5lo 21. 9. 1988
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OrAelenne anroryrnrrIroB xpacrroro Brrlra rrrcoxoe$Qexrnrxoft xxqxocrnoft
xpouarorpaQnefi npx npnr.reHeufll [3orprrnqecxoi elrcqnx

Pegrcme

Pa6ora 3anrMaercs BogMox<HocrerZ ucno.nrgosaHrdg tr3oKparr4trecKoi 9Jrroqpfl4 aHTo-
rlr4aHrrHoB, orAeJIeHHbD( aucoroe$SerrrsHotz x<rlrocrnori xpoMarorpa$ueft npm
rrprrMeHenr{r4r{ aJrKttaMttHoB B rroABrrrx<Hoz Sase. Cocrar no4ar,rx<Hori Qasrr 6rr.n orrrnMa-
Jrtr3r{gopan MeroAoM nJIaHI4poBaHHoro gKcnepnMeHTa, npr4treM onpege.nennrui cocraB uoA-
gux<nori $aerr na ocHoBe gKcuepnMenTa 6rr.n 35 % CH,OH, 0,16 nnor/.n xnopxori rrc.notrr
o 0,112 *ron/.n 6yrrnaurna. He cMorpa Ha rrpnMeHeHue onrnMaJrv3r4poaauuorZ no4av>*toi
Sasrr, pacno3xaBantre tr cenapaqr{.a NoMrroHeHToB HrDKe r{eM npr rpalr4eurosori srrorsar{.

Separation of red wines anthocyanins by HPLC with using isocratic elution

Summary

The work deals with the possibility of using isocratic elution of anthocyanins separated by
HPLC with employing alkylamines in mobile phase. A composition of mobile phase was optima-
lized by the method of planned experiment. The calculated composition of mobile phase on the
basis of the experiment is 35 % of CH.,OH, 0.16 mol/l of perchloric acid, and 0.122 mol/l of bu-
tylamine. In spite of using the optimalized mobile phase, the resolution and separation of com-
ponents is worse than with (in) gradient elution. The employment of butylamine showed to be
useful also with (in) gradient elution.
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