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Цель исследования – определение профиля антоцианов и оптимальных параметров их экстрагирования из плодов шикши 
черной. Материалы и методы. Объектами исследования служили высушенные плоды шикши черной. Для идентификации 
антоцианов плодов шикши черной использовали тандем ВЭЖХ и масс-спектрометрии, количественное содержание 
антоцианов в плодах шикши определяли с помощью дифференциальной спектрофотометрии. Результаты. Эксперимен-
тально определено содержание в плодах: дельфинидина, цианидина, петуинидина, пеонидина, мальвидина. Основны-
ми антоцианами плодов шикши являются цианидин-3-галактоза (33,068%), дельфинидина-3 галактоза (21,733%), маль-
видин-3-галактоза (15,374%). Экспериментальный подбор оптимальных параметров экстракции позволил определить 
необходимые условия для предельного извлечения антоцианов из сырья. Установлено, что максимальное количество 
антоцианов из плодов шикши извлекается при следующих условиях: экстрагент – спирт этиловый 70%-ный, содержа-
щий кислоту хлористоводородную; вес навески 1,0 г; размер частиц сырья 1,0 мм; соотношение сырья и экстрагента 
1:70; время экстракции 90 минут. Заключение. В плодах Empetrum nigrum, собранных в Камчатском крае, было идентифи-
цировано 8 антоцианов, содержание антоцианов в сухих плодах шикши черной составило 5,65 ± 0,04%. 
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Determination of the anthocyanine profile and optimal parameters of their 
extraction from Empetrum nigrum fruits
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Aim. To determine the profile of anthocyanins and optimal parameters of their extraction from Empetrum nigrum fruits. Materials 
and methods. Anthocyanins contained in the dried fruits of Empetrum nigrum were identified using HPLC and mass spectrometry. 
The anthocyanin content was determined using differential spectrophotometry. Results. Empetrum nigrum fruits were found 
to contain the following substances: delphinidin, cyanidin, petuinidin, peonidin, and malvidin. The main anthocyanins com-
prised cyanidin-3-galactose (33.068%), delphinidin-3-galactose (21.733%), and malvidin-3-galactose (15.374%). The necessary 
conditions for the maximum extraction of anthocyanins from Empetrum nigrum fruits were established to be as follows: the 
use of 70% ethyl alcohol containing hydrochloric acid as an extrant; a sample weight of 1.0 g; a particle size of 1.0 mm; the 1:70 
ratio of raw materials and extractant; an extraction time of 90 min. Conclusions. The Empetrum nigrum fruits grown in the Kam-
chatka region were found to contain eight anthocyanins were identified. The anthocyanin content comprised 5.65 ± 0.04%.
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Фитопрепараты на основе антоцианов являются пер-
спективными для снижения риска развития сердечно-
сосудистых и желудочно-кишечных заболеваний, ожи-
рения и диабета [1], поэтому исследование уникаль-
ных и малоизученных в фармакологическом аспекте 

антоциансодержащих дальневосточных растений яв-
ляется оправданным поиском дополнительных средств 
для предупреждения вышеназванных состояний. К та-
ким растениям можно отнести вечнозеленый стелю-
щийся кустарничек голарктических и арктических 
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областей семейства вересковых, с круглыми плодами 
и листьями, похожими на хвоинки – шикшу черную 
Еmpetrum nigrum [2].

Шикша (водяника, вороника) дикорастущее ягод-
ное растение, хорошо приспособленное к местным 
условиям, формирует ягоды черного цвета, в которых 
содержится многокомпонентный комплекс вторич-
ных соединений: антоцианы, флавоноиды, углеводы, 
эфирное масло, тритерпеновые сапонины, кумарины, 
дубильные вещества, витамин С, фенолкарбоновые 
кислоты [2, 3]. Антоцианы или антоцианины (водо-
растворимые гликозиды антоцианидинов) относятся 
к флавоноидам, находятся в вакуолях, представляют 
собой водорастворимые пигменты, придающие плодам 
черную окраску [4, 5].

Антиоксидантное, противовоспалительное и сосу-
доукрепляющее действие плодов шикши черной под-
тверждено в доклинических и клинических исследо-
ваниях. Они способны понижать уровень глюкозы 
в крови, проявляют противогрибковую и антимикроб-
ную активность [6, 7].

В результате исследования фармакотерапевтиче-
ской эффективности сока из плодов шикши черной 
подтвержден значительный потенциал его компо-
нентов для предотвращения сосудистых нарушений 
при аллоксановом диабете [8]. Однако дальнейшее 
изучение фармакологических эффектов антоцианов 
ограничено ввиду отсутствия данных об условиях их 
выделения из нативного лекарственного сырья.

Цель настоящей работы состояла в определении 
профиля антоцианов и оптимальных параметров их 
экстрагирования из плодов шикши черной.  

Материалы и методы

Объектами исследования служили высушенные 
плоды шикши черной. Заготовка плодов произведена 
в 2021 году на полуострове Камчатка в период созрева-
ния. Установлена подлинность и доброкачественность 
трех партий сырья. Ягоды шикши водянистые, слегка 
кислые, имеют вяжущий вкус, рН сока составляет 4,5.

Сочные плоды шикши черной содержат высокое 
количество воды, обеспечивающее высокий уровень 
биохимических процессов, поэтому сушили их быстро, 
с частым перемешиванием, при температуре 60–80 °С 
[9]. В сухих плодах определяли аналитическую влаж-
ность [10].

Для исследования профиля антоцианов использо-
вали сухие плоды шикши черной. Измельченный мате-
риал (1,0 г) экстрагировали 2 мл 70% метиловым спир-
том с добавлением 2% муравьиной кислоты в течение 
30 минут на ультразвуковой бане, затем выдерживали 
в темноте при комнатной температуре. Через 20 часов 
полученные экстракты центрифугировали (15 000 g, 
10 мин) и фильтровали через 0,45 мкм фильтр (ней-
лон, Millipore, Bedford, MA, USA). Аликвоту 1 мкл 
использовали для аналитической хроматографии. 
Высокоэффективную жидкостную хроматографию 

(ВЭЖХ) проводили на хроматографе 1260 Infinity 
(Agilent, США) с системой насосов высокого давления 
Quaternary Pump G1311С, автоинжектором G1329B, 
термостатом колонок G1316A и детектором на диодной 
матрице G1315D. Для разделения компонентов экс-
трактов использовали хроматографическую колонку 
с обращенной фазой Zorbax C18 (150×2,1 мм, 3,5 мкм, 
Agilent, США). Подвижная фаза состояла из растворов 
муравьиной кислоты (1%) в деионизированной воде 
(А) и в ацетонитриле (Б). Элюирование проводили 
при температуре 40 °С с постоянной скоростью потока 
растворителей 0,2 мл/мин с использованием следующе-
го градиента: 0% Б, 0–5 мин; 0–20% Б, 5–35 мин; 20–40% 
Б, 35–50 мин [11]. Длина волны детектирования соста-
вила 520 нм. УФ-спектры записывали в диапазоне длин 
волн от 200 до 800 нм. 

Для идентификации антоцианов использовали 
тандем ВЭЖХ и масс-спектрометрии (МС) Bruker HCT 
ultra PTM Discovery System (Bruker Daltonik, GmbH, 
Германия). Масс-спектрометрический сигнал запи-
сывали в режиме ионизации электрораспылением 
и регистрации положительных ионов в диапазоне зна-
чений m/z 100–800. Тандемную масс-спектрометрию 
проводили в автоматическом режиме при напряжении 
фрагментации 1 В.

Для определения содержания суммы антоцианов 
в плодах шикши черной была взята за основу фарма-
копейная методика стандартизации плодов аронии 
черноплодной по содержанию антоцианинов [9].

На процесс экстракции оказывают влияние мно-
жество факторов [12], поэтому экспериментально, 
эмпирически определяли оптимальные параметры 
извлечения антоцианов: экстрагент, соотношение сы-
рья и экстрагента, размер частиц, время экстракции.

Наиболее подходящими экстрагентами для ан-
тоцианов являются полярные растворители (водно-
спиртовые растворы) и подкислители [12]. Степень 
измельчения сырья также оказывает влияние на пол-
ноту экстрагирования, при этом диффузионные про-
цессы обеспечиваются выбором оптимального размера 
частиц [13].

Экстракция при нагревании способствует деграда-
ции антоцианов [11]. Извлечение проводили этиловым 
спиртом в кислой среде (1% соляная кислота) при по-
стоянном перемешивании, без нагрева (при комнатной 
температуре).

Количественное определение антоцианов в плодах 
шикши черной определяли по следующей методике: 
1,0 г сырья (точная навеска), измельченного до разме-
ра частиц, проходящего сквозь сито 1 мм, помещают 
в коническую колбу вместимостью 100 мл и прибав-
ляют 70 мл свежеприготовленного спирта этилового 
70%-го, содержащего раствор хлористоводородной 
кислоты (к 100 мл 70% этанола приливают по каплям 
1,0 мл концентрированной хлористоводородной ки-
слоты). Извлечение антоцианов проводят при ком-
натной температуре в течение 90 мин при постоянном 
перемешивании. Полученный экстракт фильтровали 



77PMJ 2022 No. 3 Original Researches

m/z = 493

m/z = 449

m/z = 465

m/z = 479

m/z = 463

m/z = 419

m/z = 433

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ая
 и

нт
ен

си
вн

ос
ть

26 28 30 32 34 36 38 min

1 2

3
4 5 6 7

8

50

200

150

100

250

300

0

26 28 30 32 34 36 38 min

mAU
1

2

3 4
5

6

7
8

через бумажный фильтр в колбу темного стекла (рас-
твор А).

В мерную колбу вместимостью 25 мл помещают 
1,0 мл раствора А, доводят объем раствора тем же 
растворителем до метки и перемешивают (раствор Б). 

Оптическую плотность раствора Б измеряют 
на спектрофотометре при длине волны 534 нм в кювете 
с толщиной слоя 10 мм. В качестве раствора сравнения 
используют спирт 70%-ный, содержащий хлористово-
дородную кислоту.

Количественное содержание антоцианов в исследу-
емых образцах рассчитывали по формуле:

 x =                                              ,   

где А – оптическая плотность раствора Б;
A1

1%
см – удельный показатель поглощения× цианидин-

3-О-гликозида при длине волны 534 нм, равный 100; 
а – навеска сырья, г; 
W – влажность сырья, %

Результаты экспериментов статистически об-
работаны согласно требованиям ОФС.1.1.0013.15 
«Статистическая обработка результатов химического 
эксперимента» ГФ XIV издания с использованием 
критерия Стьюдента (t) и c расчетом средних арифме-
тических и доверительного интервала (х ± ∆х), стан-
дартного отклонения (s) и относительной ошибки 
методов количественного определения (ε) [9].  

Результаты иccледования

Пол у ченно е  извле чение  а на лизир ов а ли 
с использованием аналитического оборудования ЦКП 
«Биотехнология и генетическая инженерия» ФНЦ 
Биоразнообразия ДВО РАН. ВЭЖХ-УФ профиль из-
влечения, записанный при λ = 520 нм (рис. 1 а), по-
казал наличие 8 компонентов, характеризующихся 
как антоцианы. Идентификацию компонентов про-
водили путем сравнения полученных данных: после-
довательности элюирования компонентов, УФ- и МС-
параметров (рис. 1, табл. 1) с ранее опубликованными 
для семейства Еmpetrum [14]. 

Для определения оптимальных параметров извле-
чения антоцианов из плодов шикши были выбраны 
экстрагенты следующей концентрации: спирт этило-
вый 40, 70 и 95%. Результаты эксперимента показывают 
целесообразность использования спирта этилового 
70% (табл. 2)

Для определения соотношения сырья и экстрагента 
использовали различные количества этанола при по-
стоянном весе навески (1,0 г) (табл. 3).

Изучение степени измельченности плодов шикши 
показывает, что максимальная экстракция антоцианов 
происходит при размерах частицы, проходящих сквозь 
сито с диаметром отверстий 1 мм (табл. 4). 

Извлечение антоцианов из плодов шикши проводи-
лось без нагревания, при постоянном перемешивании 
в течение 60, 90 и 120 минут.  

Результаты исследования показывают, что макси-
мальная экстракция антоцианов из плодов шикши 
происходит в течение 90 минут (табл. 5). 

В результате проведенных экспериментов установ-
лены оптимальные условия экстракции антоцианов 
из плодов шикши черной: экстрагент – спирт этиловый 
70%, размер частиц 1,0 мм, соотношение сырья и экс-
трагента 1:70, время экстракции 90 минут. 

Количественное содержание антоцианов в пересче-
те на цианидин-3-О-глюкозид в плодах шикши черной 
составляет 5,65 ± 0,04% (табл. 6).

Обсуждение полученных данных 

Антоцианы, содержащиеся в кожуре плодов шикши, 
активно препятствуют окислительному стрессу клеток 
организма, снижают перекисное окисления липидов, 
уменьшают проницаемость и хрупкость капилляров 
и укрепляют мембраны, обладают гипогликемической 
и гиполипидемической активностью [5, 6]. 

В экспериментах использовали экстракционные 
методы выделения антоциановых комплексов как на-
иболее информативные. Получение окрашенных форм 

Рис. 1. Профили ВЭЖХ-анализа метанольных экстрактов 
антоцианов плодов шикши черной: а – ВЭЖХ-УФ-профиль, 

зарегистрированный при длине волны детектирования 
λ = 520 нм; б – ВЭЖХ-МС-хроматограммы по выбранным 

ионам [M]+. Нумерация пиков соответствует представленной 
в таблицах.

а

б

A × 70 × 25 × 100
A1

1%
см × a × 1 × (100 – W)
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Таблица 1 
Список основных антоцианов, идентифицированных в плодах шикши черной методом ВЭЖХ­УФ­МС

Nо 
пика

tуд, 
мин.

λ мах, 
нм [M]+, m/z MС/МС-фрагментация, m/z Идентификация

1 28,8 522 465 303 дельфинидин-3-галактозид

2 31,1 514 449 287 цианидин-3-галактозид

3 33,1 525 479 317 петунидин-3-галактозид

4 33,7 515 419 287 цианидин-3-арабинозид

5 34,9 516 463 301 пеонидин-3-галактозид

6 35,9 525 493 331 мальвинидин-3-галактозид

7 36,7 518 433 301 пеонидин-3-арабинозид

8 37,6 527 463 331 мальвинидин-3-арабинозид

Таблица 2
Влияние концентрации этилового спирта на выход антоцианов из плодов шикши черной

Экстрагент Содержание антоцианов в пересчете на цианидин-3-О-глюкозид, %

Спирт этиловый 40% 4,26 ± 0,05

Спирт этиловый 70% 4,61 ± 0,01

Спирт этиловый 95% 3,64 ± 0,02

Таблица 3
Результаты эксперимента при изменении навески сырья, объема экстрагента

Соотношение навески 
и экстрагента Содержание антоцианов в пересчете на цианидин-3-О-глюкозид, %

1:20 4,31 ± 0,01

1:30 4,51 ± 0,01

1:50 4,67 ± 0,01

1:70 4,83 ± 0,03

1:100 4,46 ± 0,02

Таблица 4
Влияние размеров частиц сырья на выход антоцианов

Размер частиц сырья Содержание антоцианов в пересчете на цианидин-3-О-глюкозид,%

0,5 мм 2,09 ± 0,01

1,0 мм 4,63 ± 0,01

2,0 мм 1,67 ± 0,04

Таблица 5
Результаты продолжительности экстракции изучаемого сырья

Время экстракции Содержание антоцианов в пересчете на цианидин-3-О-глюкозид, %

60 минут 3,91 ± 0,02

90 минут 5,64 ± 0,04

120 минут 4,80 ± 0,02

Таблица 6 
Характеристика результатов определения количественного содержания антоцианов в плодах 
шикши черной в пересчете на цианидин­3­О­глюкозид с учетом наиболее оптимальных условий

Исследуемый объект n f x, % s s2 P, % t (P, f) ∆x ε, %

Плоды шикши черной  5 4 5,65 0,0284 0,0008087 95 2,78 0,04 0,62
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антоцианов зависит от кислотности создаваемой среды 
(pH ≤ 1). В сильнокислых растворах антоцианы нахо-
дятся в окрашенной флавилиевой форме, при повыше-
нии pH флавилиевая форма переходит в малоустой-
чивую бесцветную форму псевдооснования.  Именно 
окрашенные антоцианы проявляют высокую антиок-
сидантную активность [14].  

Для разделения смесей и идентификации антоци-
анов использовали тандем ВЭЖХ и масс-спектроме-
трии.

Из 20 наиболее известных антоцианидинов наибо-
лее широко распространены: пеларгонидин, цианидин, 
дельфинидин и мальвидин. 

В плодах шикши превалируют компоненты ци-
анидинового (33,068% ± 7,889%), мальвидинового 
(15,374% ± 1,640%) и дельфинидинового (21,733%) 
ряда, также обнаружены в незначительных коли-
чествах компоненты пеонидина (8,641% ± 2,504%) 
и петунидина (9,150%). 

Для определения суммарного содержания антоци-
анов в исследуемых образцах использовали спектро-
фотометрический метод с пересчетом на цианидин-
3-глюкозид (5,65 ± 0,04%). Во избежание гидролиза 
гликозидных связей в процессе экстракции не допу-
скается нагревание экстрагента. Полученный экстракт 
наряду с мономерными антоцианами также содержит 
их полимерные формы. Дифференциальный спектро-
фотометрический метод применяется для определения 
именно мономерных антоцианов в сырье [14].

Окрашенные флавилиевые формы антоцианов, 
устойчивые в сильнокислой среде, определяли при дли-
не волны 534 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм.

Изучение оптимальных параметров экстрагиро-
вания антоцианов подтверждает специфичность их 
для каждого вида сырья. В работе были изучены неко-
торые технологические параметры выхода антоцианов 
из плодов шикши. Лучшим экстрагентом является вод-
но-спиртовая смесь с содержанием спирта этилового 
70% при соотношении сырье/экстрагент 1:70. 

Оптимальным является измельчение плодов 
до размера частиц, проходящих сквозь сито ди-
аметром 1 мм. Более крупные частицы сырья со-
держат мелкие семена, которых в плодах (ягодо-
образной многокосточковой костянке) от 6 до 11 
штук. При измельчении сырья до частиц размером 
0,5 мм в процессе экстракции растительного мате-
риала происходит разрушение клеток балластных 
веществ и дальнейшее их набухание [6]. Наиболее 
результативной является экстракция антоцианов 
из плодов шикши на протяжении 90 минут. Более 
продолжительное время экстракции способствует 
набуханию нестабильных и реакционноспособных 
антоциановых пигментов [14].

Выводы 
В плодах шикши черной содержатся следующие 

компоненты антоцианов: дельфинидин-3-галакто-
зид (21,733%), цианидин-3-галактозид (33,068%), 

петунидин-3-галактозид (9,150%), цианидин-3-ара-
биноза (7,889%), пеонидин-3-арабиноза (2,504%), маль-
видин-3-галактозид (15,374%), пеонидин-3-арабиноза 
(2,504%), мальвидин-3-арабиноза (1,640%). 

Экспериментально найдены оптимальные условия 
экстракции антоцианов из плодов шикши черной: экс-
трагент – этанол 70%-ный; навеска 1,0 г; размер частиц 
1,0 мм; соотношение сырья и экстрагента 1:70; время 
экстракции 90 минут. 

Определено содержание антоцианов в пересчете 
на цианидин-3-О-глюкозид в плодах шикши черной – 
5,65 ± 0,04%. 
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