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На основе экспериментальных данных, полученных в данной работе, и литератур-

ных данных проведен анализ влияния добавок полярной ОН-группы в структуры исходных 

молекул на удерживание некоторых флавоноидов в условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ на 

октадецилсилильных сорбентах. Установлено, что введение гидроксильных групп в поло-
жения 3’, 4’ и 5’ кольца В и в положение 6 кольца А (не только антоцианов, но и других 

классов флавоноидов) приводят к росту гидрофильности сорбатов и, следовательно, к па-

дению удерживания для всех исследованных пар соединений. Однако, введение ОН-группы 

в положение 3 (кольца С) (переход от флавонов к флавонолам) мало сказывается на удер-

живании, вероятно вследствие гипотезы об участии атома кислорода этой группы в об-

разовании необычной водородной связи с атомом водорода С-Н-группы кольца В. Такое вза-

имодействие приводит по опубликованным в литературе результатам квантово-хими-
ческих расчетов к стабилизации структуры молекулы кверцетина более близкой к плос-

кой, чем структура молекулы лютеолина. Следовательно, во флавонолах гидроксильная 

группа в положении 3 стерически экранирована, что приводит к отсутствию роста гид-

рофильности, тогда как большее отклонение от плоской структуры для флавонов сказы-

вается в уменьшения удерживания в условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ из-за чувстви-

тельности обращенных фаз к форме молекул сорбатов. Добавление ОН-группы в положе-

ние 5 кольца В молекул флавонов, флавонолов и флаванонов вместо роста гидрофильно-

сти вообще приводит к росту гидрофобности и к существенному росту удерживания в 
обращенно-фазовой ВЭЖХ, что эквивалентно росту гидрофобности. Это объясняется 

уменьшением гидрофильности за счет образования устойчивого шестичленного фраг-

мента молекул с внутримолекулярной водородной связью (донор водородной связи – ОН-

группа в положении 5, а акцептор – кетогруппа в положении 4). 
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Based on the experimental data obtained in this work and the literature data, an analysis 

of the effect of polar OH group additives in the structures of the initial molecules on the retention 

of certain flavonoids under reverse-phase HPLC conditions on octadecylsilyl sorbents was carried 
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out. It was found that the introduction of hydroxyl groups at positions 3’, 4’ and 5’ of ring B and 

at position 6 of ring A (not only anthocyanins, but also other classes of flavonoids) leads to an 
increase in the hydrophilicity of sorbates and, consequently, to a decrease in retention for all stud-

ied pairs of compounds. However, the introduction of the OH group at position 3 (ring C) (the 

transition from flavones to flavonols) has little effect on retention, probably due to the hypothesis 

that the oxygen atom of this group participates in the formation of an unusual hydrogen bond with 

the hydrogen atom of the C-H group of ring B. This interaction, according to the results of quantum 

chemical calculations published in the literature, leads to the stabilization of the structure of the 

quercetin molecule closer to planar than the structure of the luteolin molecule. Consequently, in 
flavonols, the hydroxyl group at position 3 is sterically shielded, which leads to no increase in hy-

drophilicity, whereas a greater deviation from the flat structure for flavones results in a decrease 

in retention under reverse-phase HPLC conditions due to the sensitivity of the reversed phases to 

the shape of sorbate molecules. The addition of an OH group to the ring 5 position in the flavone, 

flavonols, and flavanone molecules, instead of increasing hydrophilicity, generally leads to an in-

crease in hydrophobicity, leading to a significant increase in retention in reverse-phase HPLC, 

which is equivalent to an increase in hydrophobicity. This is explained by a decrease in hydro-

philicity due to the formation of a stable six–membered fragment of molecules with an intramolec-
ular hydrogen bond (the hydrogen bond donor is the OH group at position 5, and the acceptor is 

the keto group at position 4). 
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ВВЕДЕНИЕ 

При добавлении функциональных групп в 
структуру некоторой молекулы в условиях обра-
щенно-фазовой ВЭЖХ удерживание обычно изме-
няется. Это изменение является следствием взаи-
мосвязи между структурой и хроматографическим 
удерживанием (QSRR [1]) веществ. Знание такой 
взаимосвязи на количественном уровне позволило 
бы предсказывать изменение удерживания веществ 
при добавлении новых функциональных групп в 
их структуру. Если добавляемые функциональ ные 
группы не взаимодействуют с уже существую-
щими группами или не приводят к стерическим за-
труднениям в молекуле, то вероятна аддитивность 
вкладов функциональных групп в суммарное удер-
живание [2]. Но к настоящему времени интерес к 
наглядному и интуитивно понятному анализу вкла-
дов функциональных групп был заменен на новые 
амбициозные, но не лишенные недостатков под-
ходы на основе линейных соотношений свободных 
энергий (LFER [3]), критически рассмотренные в 

обзоре [4]. Однако, по опыту работы нашей лабо-
ратории, направление, связанное со вкладом функ-
циональных групп в удерживание триацилглице-
ринов [5], при правильном использовании позво-
ляет добиться уровня, допускающего расчеты даже 
за пределами тренировочного ряда.  

В химии природных биологически актив-
ных соединений, включая флавоноиды, важней-
шими функциональными группами, обеспечиваю-
щими разнообразие структур в пределах подклас-
сов, являются чаще всего гидроксильные и меток-
сильные группы [6-8]. Поэтому зависимость удер-
живания антоцианов, флавонов, флавонолов, флава-
нонов, флаванонолов и флаванолов важна для пред-
сказания удерживания и предварительной иденти-
фикации соединений.  

Использование случайно выбранных соста-
вов или даже ограниченного диапазона составов 
подвижных фаз для сопоставления удерживания 
различных веществ на одной и той же стационар-
ной фазе [9-10] нельзя признать основательным 
подходом для установления существенных законо-
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мерностей в удерживании веществ. Информаци-
онно ограниченным является подход, в котором ис-
следуется разделение группы веществ в случайно 
выбранном составе подвижных фаз на различных 
стационарных фазах [11]. Дело в том, что в хромато-
графии часто смена концентрации органического 
модификатора изменяет порядок элюирования не-
которых пар соединений, поэтому такой подход 
нужен только для оптимизации условий разделе-
ний выбранной группы соединений. Удерживание 
соединения i в виде десятичного логарифма фак-
тора удерживания, k(i), в широком диапазоне со-
ставов подвижных фаз описывается квадратичной 
зависимостью от объемной доли органического 

модификатора, ϕ [12: 

lgk(i) = lgkW(i) - S·ϕ + b·ϕ2.  (1) 

В уравнении появляется асимптотический 
параметр lgkW(i), уже не зависящий не только от 
концентрации данного органического соединения, 
но и от типа органического модификатора [13]. 
Следовательно, кроме прямого сопоставления 
lgk(i), сопоставляя lgkW(i) (которые используют для 
корреляции с параметром липофильности [14]) для 
исследуемых соединений, можно получить наибо-
лее надежную характеристику изменения удержи-
вания при добавлении функциональной группы к 
исходному соединению, назовем ее экстраполяци-
онной. Тогда как изменение удерживания для 
любого случайно выбранного состава подвижной 
фазы можно назвать кажущимся переменным пара-
метром. 

Интересным и удобным для определения 
влияния добавок функциональных групп на удер-
живание в условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ 
благодаря разнообразию строения являются анто-
цианы (схема 1) и специально выбранные предста-
вители некоторых других подклассов флавоноидов 
(схема 2), выбранные в качестве тестовых соедине-
ний в настоящей работе. 

Цель настоящей работы – сопоставление 
зависимости изменения удерживания при введе-
нии ОН-группу в структуры выбранных флавонои-
дов с различным окружением функциональными 
группами.  

 

 
Схема 1. Строение гликозидов трех антоцианидинов: пелар-

гонидина (I), цианидина (II) и дельфинидина (III) 

Scheme 1. Structure of glycosides of three anthocyanidins: pelar-

gonidin (I), cyanidin (II) and delphinidin (III) 

 
Схема 2. Структура флавоноидов: дигидрокверцетина (IV), 

лютеолина (V), апигенина (VI), аромадендрина (VII), кверце-

тина (VIII) и нарингенина (IX) 

Scheme 2. Structure of flavonoids: dihydroquercetin (IV), luteolin 

(V), apigenin (VI), aromadendrin (VII), quercetin (VIII) and 

naringenin (IX) 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

В работе использовали стандартные об-
разцы кверцетина (Fluka, Quercetin Dihydrat), апи-
генина (Sigma-Aldrich, 97%), лютеолина (Sigma-Al-
drich, 90%), нарингенина (Sigma-Aldrich, 95%), ди-
гидрокверцетина (ГСО, ОАО «ДИОД»), содержа-
щего в качестве примеси аромадендрин [15]. По-
движные фазы готовили из ацетонитрила (осч, 
КРИОХРОМ, Россия), Экстракты антоцианов гото-
вили из листьев церциса канадского (3-глюкозиды 
дельфинидина, цианидина, петунидина, пеонидина 
и мальвидина) [16], плодов барбариса обыкновен-
ного (основной компонент пеларгонидин-3-глюко-
зид) [17] и цветков альстромерии (для цветков фи-
олетового цвета главные компоненты 3-рутино-
зиды-6-гидроксицианидина и дельфинидина) [18] 
настаиванием растительного материала в 0,1 М 
водном растворе HCl, с последующей очисткой на 
концентрирующих патронах ДИАПАК С18. Кон-
центрация соединений в пробах для записи хрома-
тограмм находилась в пределах 10-4 – 10-5 моль/л. 

Хроматографические исследования выпол-
няли на хроматографе Agilent 1260 с диодно-мат-
ричным детектором. Колонка: 100×4,6 мм Kromasil 
100-5C18. Температура 30 °С. Запись, хранение и об-
работку хроматограмм осуществляли в ПО Agilent 
ChemStation. Запись хроматограмм повторяли до 
полного совпадения времен удерживания пиков со-
единений в двух последних хроматограммах, что 
обеспечивало различие в удерживании не более 0,1 с.  

Результаты, полученные в настоящей работе, 
и литературные данные обрабатывали в MS Excel. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Антоцианы. Влияние добавления ОН-групп 
на удерживание антоцианов удобно исследовать на 
примере однотипных 3-гликозидов, более устойчи-
вых по сравнению с их агликонами – антоцианиди-
нами. Для 3-глюкозидов трех антоцианидинов (дель-
финидин, Dp3Glu; цианидина, Cy3Glu, и пеларгони-
дина, Pg3Glu) различающихся числом ОН-групп в 
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кольце В, параметры уравнения удерживания отно-
сительно пеларгонидин-3-глюкозида по уравнению 
(1) представлены в таблице для семи различных 
элюентных систем: 

lgk(i) = a1·lgk(Pg3Glu) + a2.      (2) 

Во всех случаях наклон линии тренда (a1) 
при добавлении ОН-группы увеличивается при 
уменьшении интерсепта (a0), что исключает воз-

можность инверсии удерживания любой пары ан-
тоцианов при изменении состава подвижной фазы. 
Следовательно, добавление ОН-групп во всех слу-
чаях приводит к падению удерживания антоциа-
нов. Более того, и добавление ОН-группы в поло-
жение 6 кольца А (см. схему 1) также приводит к 
падению удерживания, причем возникающие при 
этом изомеры плохо разделяются в обращенно-фа-
зовой ВЭЖХ [18]. 

 
Таблица 

Параметры уравнения относительного удерживания трех антоцианов  

lgk(i) = a0 + a1·lgk(Pg3Glu), различающихся числом ОН-групп в кольце В, элюенты системы ацетонитрил 

(25-40 об.% ) – вода – 2 об. %  СН3СООН, колонка Kromasil 100-5C18, температура 30 °С 

Table. Relative retention equation parameters for three anthocyanins lgk(i) = a0 + a1 lgk(Pg3Glu), differing in the 

number of OH groups in ring B, eluents of the acetonitrile (25-40 vol.% ) – water – 2 vol.%  CH3COOH system, 

Kromasil 100-5C18 column, temperature 30 °C 

№ 
Подвижная фаза Dp3Glu (3)* Cy3Glu (2)* Pg3Glu (1)* 

Органический растворитель Подкислитель a1 a2 a1 a2 a1 a2 

1 Ацетонитрил 

H3PO4 

1,139 -0,585 1,053 -0,262 

1 0 

2 Этанол  1,127 -0,518 1,059 -0,250 

3 Метанол  1,2 -0,543 1,07 -0,24 

4 Пропанол-2 1,125 -0,542 1,058 -0,258 

5 Ацетонитрил  

HCOOH 

1,172 -1,518 1,036 -0,658 

6 Этилацетат  1,068 -0,504 1,053 -0,244 

7 Ацетон  1,068 -0,519 1,025 -0,237 

Примечание: * - число гидроксильных групп в кольце В агликона 

Note: * the number of hydroxyl groups in the B ring of the aglycone 

 

 
Рис. 1. Удерживание кемпферола (2), кверцетина (3) и мири-
цетина (4) относительно галангина (1). Элюенты на основе 

метанола, источник данных [14] 

Fig. 1. Retention of kaempferol (2), quercetin (3), and myricetin (4) 

relative to galangin (1). Methanol-based eluents, data source [14] 

 
Другие флавоноиды. В случае различных 

классов флавоноидов влияние ОН-групп на удержи-
вание более разнообразно, поскольку существуют 
принципиально различные направления такого до-
бавления. 

Добавление ОН-групп в кольцо В. В преде-
лах флавонолов можно рассмотреть влияние до-
бавления ОН-групп в кольцо В уже на примере че-
тырех доступных природных соединений: галан-
гина (Ga, нет гидроксильных групп в кольце В), 
кемпферола (Ke, одна гидроксильная группа, квер-
цетина (Qu, две гидроксильных группы) и мирице-
тина (My, три гидроксильные группы). Данные по 
удерживанию этих соединений, приведены в работе 
[19], представлены в виде карты относительного 
удерживания, рис. 1.  

В данном случае гидрофильность (и паде-
ние удерживания) наиболее отчетливо изменяется 
при введении первой гидроксильной группы в по-
ложение 4’ (переход от галангина к кемпферолу). 
Дальнейший переход к кверцетина также приводит 
к падению удерживания, но в заметно меньшей сте-
пени, а переход от квецетина к мирицетину вновь 
становится более значительным. Это можно объяс-
нить тем, что в молекуле кверцетина гидрофиль-
ность может частично снизиться за счет образования 
внутримолекулярной водородной связи, где донор – 
гидроксильная группа в положении 4’, а акцептор 
– гидроксильная группа в положении 3’ [20], схема 3.  
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Схема 3. Внутримолекулярные водородные связи в молекуле 

кверцетина 
Scheme 3. Intramolecular hydrogen bonds in the quercetin molecule 

 
При этом введение третьей гидроксильной 

группы в положение 5’ уже не приведет к такому эф-
фекту вследствие занятости гидроксильной группы в 
положении 4’. Важно подчеркнуть, что анализ по 
картам относительного удерживания не уступает по 
надежности анализу по уравнению (1), поскольку ап-
проксимируемые по этому уравнению параметры 
прекрасно укладываются на линии трендов [13]. 

Отметим, что плоская структура молекулы 
кверцетина, несмотря на наличие стерического от-
талкивания между атомами колец С и В, стабили-
зируется увеличением угла между связями С3-С2 и 
С2-С1’ и образованием двух не совсем обычных во-
дородных связей, указанных на схеме между коль-
цами С и В (схема 3) [21]. Впрочем, желательно по-
нимать, что результаты квантово-химических рас-
четов нельзя воспринимать за истину в последней ин-
станции, хотя каких-то подсказок от метода можно 
добиться.  

Добавление ОН-групп в положение 3. На 
рис. 2 приведена хроматограмма, на которой пред-
ставлено разделение шести флавоноидов со специ-
ально выбранным строением.  

 

 
Рис. 2. Разделение дигидрокверцетина (1), аромадендрина (2), 

лютеолина (3), кверцетина (4), апигенина (5) и нарнгенина (6) 
в условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ. Колонка: 250×4.6 мм, 

Kromasil 100-5C18; подвижная фаза: 32 об. % ацетонитрила,  

2 об. % уксусной кислоты в воде, 1 мл/мин; температура 30 оС, 

запись при 280 нм 

Fig. 2. Separation of dihydroquercetin (1), aromadendrin (2), lute-
olin (3), quercetin (4), apigenin (5), and nargenin (6) under re-

versed-phase HPLC conditions. Column: 250×4.6 mm, Kromasil 

100-5C18; mobile phase: 32 vol. % acetonitrile, 2 vol. % acetic 

acid in water, 1 mL/min; temperature 30°C, recording at 280 nm 

На хроматограмме очень близкие времена 
удерживания имеют кверцетин и лютеолин, отли-

чающиеся наличием ОН-группы в положении 3 у 
кверцетина, хотя при этом удерживание этих со-
единений неожиданно мало различимо. Т.е. добав-
ление ОН-группы не приводит к росту гидрофиль-
ности сорбата! Тогда как гидрирование двойной 
связи С(2)=С(3) при переходе от кверцетина к ди-
гидрокверцетину вместо роста липофильности (как 
это происходит, например при ОФ ВЭЖХ жирных 
кислот и триацилглицеринов [5]) приводит к рез-
кому падению удерживания. Одним из вероятных 
объяснений таких эффектов может служить значи-
мость плоской (или близкой к плоской) структуры 
флавонолов и флавонов по сравнению с флавано-
нолами, удерживание которых может уменьшиться 
благодаря известной чувствительности стационар-
ных фаз к структуре сорбатов [22] с благоприятным 
плоским и неблагоприятным неплоским строениями. 
Учитывая, что апигенин удерживается сильнее лю-
теолина, имеющего на одну ОН-группу в кольце В 
больше, можно предположить, что удерживание 
кемпферола (также имеющего на одну ОН-группу в 
кольце В меньше по сравнению с кверцетином) бу-
дет близким к удерживанию апигенина. Это под-
тверждается литературными данными [23]. 

Гидрирование двойной связи С(2)=С(3) при 
переходе от апигенина к нарингенину мало сказы-
вается на удерживании флавоноидов, поскольку 
рост гидрофобности за счет гидрирования компен-
сируется падением удерживания за счет чувстви-
тельности обращенной фазы к форме сорбата, что 
следует из сопоставления удерживания дигидро-
кверцетина и кверцетина. 

Добавление ОН-групп в положение 5. Вы-
бор соответствующей пары весьма ограничен – 
только в работе [24] приведены факторы удержи-
вания необходимой пары флавоноидов : физетина 
(3,7,3’,4’-тетрагидроксифлавонола) и кверцетина 
(3,5,7,3’,4’-пентагидроксифлавонола) Удерживание 
кверцетина относительно физетина (т.е. влияние 
добавки ОН-группы в положение 5), рассчитанное 
по представленным в цитируемой работе  данным, 
указывает на увеличение липофильности вместо 
предполагаемого снижения вследствие добавления 
полярной ОН-группы: 

lgk(кверцетина) = 

= 1,361·lgk(физетина) + 0,179.  (3) 

Причина такого эффекта – образование 
устойчивой внутримолекулярной водородной связи 
(схема 3) между атомом водорода гидроксильной 
группы в положении 5 и кетогруппы в положении 4, 
резко снижающая гидрофильность обеих связыва-
емых групп.  
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ВЫВОДЫ 

Установлено, что добавление такой бес-
спорно полярной группы как гидроксильная в со-
став молекул флавоноидов не всегда приводит к 
росту гидрофильности и к падению удерживания в 
обращенно-фазовой хроматографии. Причиной та-
кого эффекта могут быть как стерические эффекты, 
сказывающиеся на удерживании сорбатов по из-
вестной чувствительности к форме сорбатов, так и 

снижение гидрофильности вследствие образования 
внутримолекулярных водородных связей. 
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