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Методом обращенно-фазовой ВЭЖХ на стационарной фазе SymmetryTM C18 определены 
параметры пиков 3-глюкозидов пяти антоцианидинов экстракта листьев Cercis canadensis в элюентах 
систем ацетонитрил–муравьиная кислота–вода и ацетонитрил–ортофосфорная кислота–вода при 
различных объемных концентрациях кислот. Установлено, что уменьшение концентрации кислот 
сопровождается ростом высоты эквивалентной теоретической тарелки пиков и уменьшением их 
площади в зависимости от строения антоцианов. Лучшими подвижными фазами можно считать 
смеси с возможно более высокой концентрацией кислоты (с рН 1 и менее), но вследствие неу-
стойчивости обычных «мономерных» С18 стационарных фаз при рН менее 2, используют менее 
кислые подвижные фазы, например, содержащие 10 об. % муравьиной кислоты (рН около 1.3) или 
2 об. % ортофосфорной кислоты (рН около 1.2). Снижение концентрации кислот до 6 и 1 об. % для 
муравьиной и ортофосфорной кислот обычно приемлемо, хотя при этом рН (около 1.5) также остается 
за пределами устойчивости традиционных обращенных фаз.
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Parameters of peaks of 3-glucosides of five anthocyanidins of Cercis canadensis leaf extract in the 
eluents of acetonitrile–formic acid–water and acetonitrile–orthophosphoric acid–water systems at various 
volume concentrations of acids were determined by the method of reverse–phase HPLC on SymmetryTM 
C18 stationary phase. It was found that a decrease in the acid concentration was accompanied by an increase 
in the height of the equivalent theoretical plate of peaks and a decrease in their areas, depending on the 
structure of anthocyanins. Mixtures with the highest possible acid concentration (ideally with the pH value of 
1 or less) can be considered the best mobile phases; however due to the instability of the usual “monomeric” 
C18 stationary phases at pH of below 2, less acidic mobile phases are used, for example, containing 10 
vol. % formic acid (pH of about 1.3) or 2 vol. % orthophosphoric acid (pH of about 1.2). Reduction of acid 
concentration to 6 and 1 vol. % for formic and orthophosphoric acids, respectively, is usually acceptable, 
although the pH value (about 1.5) also remains outside the stability limits of traditional reversed phases.
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ВВЕДЕНИЕ
Для разделения антоцианов изначально ис-

пользовали тонкослойную (чаще всего бумажную) 
хроматографию [1, 2]. К настоящему времени из-
вестно использование для этих целей капиллярного 
электрофореза [3] и противоточной хроматографии 
[4], но основным способом разделения антоцианов 
является высокоэффективная обращенно-фазовая 
жидкостная хроматография [5] и потенциально 
эффективная гидрофильная хроматография с 
принципиально иной селективностью разделения 
индивидуальных антоцианов [6, 7].

Для определения антоцианов используют чаще 
всего «мономерную» обращенно-фазовую ВЭЖХ 
[5]. Среди остальных флавоноидов антоцианы 
отличаются существованием нескольких рН-зави-
симых форм [8], из которых флавилиевая форма 
(I, схема 1) наиболее удобна, поскольку обладает 
окраской, позволяющей детектировать антоцианы 
в видимой области электромагнитного спектра 
на фоне сопутствующих экстрактивных веществ, 
обычно присутствующих в исследуемых образцах 
экстрактов. Но флавилиевая форма становится 
доминирующей только в сильнокислых подвижных 
фазах (при рН < 1), хотя такая кислотность подвиж-
ной фазы находится за пределами устойчивости 
традиционных обращенных стационарных фаз, для 
которых обычно декларируется диапазон рН от 2 до 
7. Следовательно, приходится использовать составы, 
при которых антоцианы не на 100 % находятся во 
флавилиевой форме. Однако на вытекающие из 
этого следствия (уменьшение площади пиков и 
уменьшение времени удерживания по сравнению 
с подвижными фазами с рН 1) в литературе прак-
тически не обращается внимание.

Схема 1. Формы антоцианов в кислых средах: 
I – флавилиевая, II – псевдооснование, III cis и 
III trans халконные формы

Scheme 1. Forms of anthocyanins in acidic me-
dia: I – flavylium, II – pseudobase; III cis and III trans
chalkones

Флавилиевая форма (I) в кислых средах (c
рН от 1 до 3) может находиться в равновесии с 
псевдооснованием (полукеталем, II), цис- и транс- 
халконными формами (III), схема 1. 

Первое и второе равновесия являются быстро 
устанавливающимся, тогда как переход от цис-халкона 

к транс-халкону относится к медленным процессам 
[9], требующим значительного времени для дости-
жения равновесия (более 6 ч – смесь оставляют 
на ночь). Поскольку в природе антоцианы могут 
существовать не только во флавилиевой форме, то, 
строго говоря, определение антоцианов сразу после 
экстракции (без выдержки в течение суток) может 
привести к заниженной оценке их содержания. Но 
этот факт игнорируется не только в руководствах по 
спектрофотометрическому определению [10, 11], но 
и в известных нам публикациях с использованием 
метода ВЭЖХ, хотя несовпадение полученных 
двумя различными методами (хроматографическим 
и спектрофотометрическим) результатов было 
установлено в работе [12]. 

Для разделения антоцианов в обращенно-фа-
зовой хроматографии используют обычные для 
метода органические модификаторы (ацетонитрил и 
метанол), подкисленные различными кислотами [5], 
среди которых важное место занимает муравьиная 
кислота. В наших работах было показано, что для 
стабильной работы хроматографической системы 
при применении спирта в качестве органических 
модификаторов подвижных фаз муравьиную кислоту 
следует заменить ортофосфорной [13]. Но решение 
вопроса о концентрации кислот и вытекающих из 
этого следствиях в литературе нами не найдено. 

Поэтому цель настоящего исследования – 
исследование влияния концентрации кислоты в 
подвижной фазе на такие параметры пиков, как 
времена удерживания и их площадь.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы и материалы. 

В работе использовали ацетонитрил (для 
ВЭЖХ, neoFroxx, Германия), муравьиную кислоту 
(ч., Химреактив, Россия), ортофосфорную кислоту 
(ч.д.а., Химреактив, Россия), дигидрат щавелевой 
кислоты (ч., Китай) и дистиллированную воду (ГОСТ 
Р 58144-2018, ООО «Титан-СМ», Россия). 

Экстракт антоцианов получали настаиванием 
в 0.1 М водном растворе соляной кислоты сушеных 
листьев багрянника канадского (Cercis canadensis) 
из коллекции ботанического сада НИУ БелГУ. 

Частичную очистку осуществляли методом 
твердофазной экстракции на концентрирующих 
патронах ДИАПАК С18 (БиоХимМак СТ, Москва). Для 
этого вначале патрон активировали пропусканием 
3 мл ацетона, затем кондиционировали пропусканием 
9 мл экстрагента. Наконец пропускали экстракт до 
появления окрашенного элюата. Антоцианы реэкс-
трагировали с патрона 3 мл раствора, содержавшего 
24 об % ацетонитрила и 30 об. % муравьиной кислоты 
в воде. Полученный реэкстракт сразу разбавляли 
водой в 3 раза. Проба содержала набор 3-глюкози-
дов пяти антоцианидинов: дельфинидина (Dp3Glu), 
цианидина (Cy3Glu), петунидина (Pt3Glu), пеонидина 
(Pn3Glu) и мальвидина (Mv3Glu) [14], растворенных 
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в смеси ацетонитрила, муравьиной кислоты и воды 
в объемном соотношении 8 : 10 : 72.

Хроматографическое оборудование. 
Разделение осуществляли на хроматографе 

Agilent Infinity 1260 (Agilent Technologies, США) с ди-
одно-матричным детектором. Хроматографическая 
колонка 150×4.6 мм SymmetryTMC18, 3.5 мкм; темпера-
тура термостата колонки 40 оС, запись хроматограммы 
при 515 нм. Хроматограммы записывали, хранили и 
обрабатывали ПО ChemStation (ChemStation, США), 
определяя времена удерживания, tR(i), площадь 
и ширину пиков на половине высоты, Δ1/2. Метчик 
мертвого времени – раствор щавелевой кислоты 
в подвижной фазе (детектирование при 240 нм).

Расчетные методы. Число теоретических 
тарелок хроматографической системы рассчитывали 
по времени удерживания вещества tRи ширине пика 
Δ0.5 на половине высоты по формуле:

Высоту теоретической тарелки определяли 
по формуле:

Разрешение двух последовательных пиков i
и j, если tR( j) >tR(i), рассчитывали по формуле:

График зависимости степени существования 
антоцианов во флавилиевой форме от рН растворов 
строили по заданному значению составной константы 
равновесия в программе MSExcel. 

Хроматограммы антоцианов строили, экс-
портируя CSV-файл хроматограммы в программу 
MSExcel с последующей доработкой в MSPaint.

Определение рН. Водородный показатель 
раствора при заданной объемной концентрации 
кислоты без органического модификатора опреде-
ляли потенциометрическим способом, используя 
стеклянный комбинированный электрод (ЭСК-10614) 
и рН-метр («Эксперт-рН», Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Зависимость доли флавилиевой формы 

антоцианов от рН растворов. Рассмотрим только 
два быстрых равновесия в схеме 1, исключая хи-
ноноидные структуры, образуемые отщеплением 
протона от флавилиевого иона, которые наблюда-
ются при рН более 4.

Равновесие гидратации с константой Kh с 
преобразованием флавилиевой формы (I) в форму 
псевдооснования (II) (см. схему 1) при пренебре-

жении коэффициентами активности может быть 
выражено уравнением:

откуда концентрация II может быть выражена через 
концентрацию I:

Концентрация псевдооснования (II) связана с 
концентрацией цис-халконной формы (III cis) через 
константу изомеризации Ki простым не зависящим 
от рН уравнением:

откуда концентрация IIIcis может быть также выра-
жена через концентрацию I:

Полная концентрация всех форм антоцианов 
[An] и доля флавилиевой формы α(i) при различных 
рН могут быть представлены уравнениями: 

Это уравнение может быть упрощено введением 
составной константы равновесия, K(i), характери-
стической для i-го антоциана, позволяющей связать 
долю флавилиевой формы с концентрацией протонов:

где в числителе числителя выше представленного 
уравнения концентрация ионов водорода обозначена 
маленькой, а не большой буквой H.

K(i) = (Ki + 1)·Kh·[H2O].

На рис. 1 показана зависимость доли флавили-
евой формы α(i) от рН для нескольких значений K(i). 

Из представленных данных следует, что не 
существует такого значения составной константы, для 
которого бы выполнялось требование [10] о том, что 
при рН 1 антоцианы находились бы исключительно 
во флавилиевой форме, а при рН 4.5 – исключи-
тельно в форме псевдооснования (в равновесии с 
халконными формами). Поскольку α(i) зависит от 
этой константы, то при спектрофотометрическом 
детектировании использование подвижных фаз с 
рН далеком от 1 не гарантирует корректного опре-
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деления соотношения концентрации различных 
антоцианов по площади пиков. 

В целом существование нескольких форм 
антоцианов в неизвестных пропорциях может при-
вести к:
а) неопределенной погрешности в определении 
площади пиков антоцианов из-за неконтролируемого 
соотношения между окрашенной и неокрашенными 
формами;
б) погрешностям в определении времени удер-
живания антоцианов, которое может зависеть не 
только от состава подвижной фазы для избранной 
стационарной фазы, поскольку удерживание псев-
дооснования меньше, чем флавилиевой формы, но 
и от времени от начала приготовления пробы до ее 
ввода в хроматограф, так как для полного перехода 
нефлавилиевых форм в флавилиевую требуется 
около суток [15].

Зависимость параметров хроматографи-
ческих пиков от объемной доли муравьиной 
кислоты в подвижной фазе. Вначале рассмо-
трим хроматографическую систему ацетонитрил 
– муравьиная кислота – вода, как наиболее часто 
используемую для разделения антоцианов методом 
обращенно-фазовой ВЭЖХ. На рис. 2 представлены 
три хроматограммы с различной концентрацией 
муравьиной кислоты (и ацетонитрила), из кото-
рых очевидно, что с уменьшением концентрации 
муравьиной кислоты действительно  происходит 
уширение пиков.

Учтем, что при этом изменение площади пика 
может зависеть не только от рН, но и от сольватохром-
ного эффекта. В работе [16] нами был предложен 
вариант оценки сольватохромного эффекта для 

антоцианов спектрофотометрическим методом, 
определяющий и тип изменения абсорбции (гипер- 
или гипохромный эффекты), но его использование в 
ВЭЖХ не возможно. В данной работе мы сопоставляли 
площадь пиков антоцианов в хроматографических 
условиях, при которых рост концентрации муравьи-
ной кислоты (как растворителя с сольватохромным 

Таблица 1
Относительные площади пиков антоцианов, записанные 
при 515 нм, для пяти различных составов подвижных 
фаз системы ацетонитрил – муравьиная кислота – вода

Table 1
Relative peaks area of anthocyanins recorded at 515 nm 
for five different compositions of mobile phases of the 
acetonitrile – formic acid – water system

Содержание CH3CN и HCOOH в элюентах, об. %

CH3CN 7 8.5 10 11.5 13

HCOOH 10 7.75 5.5 3.25 1

Антоциан Относительная площадь пиков, %

Dp3G 100 98.7 96.8 94.2 84.9

Cy3G 100 98.7 96.7 94.1 85.9

Pt3G 100 97.8 95.3 91.6 79.2

Pn3G 100 98.6 96.2 91.2 81.9

Mv3G 100 97.1 94.2 88.1 73.7

Среднее: 100 98.2 95.8 91.8 81.1

Рис. 1. Теоретическая зависимость доли флавилиевой 
формы антоцианов, a(i), от рН растворов при 
составной константе равновесий, K(i), равной 
1 – 0.001; 2 – 0.002; 3 – 0.005

Fig. 1. Theoretical dependence of fraction of flavylium form of 
anthocyanins, a(i), vs рН of solutions for the composite 
equilibrium constant, K(i), values of 0.001 (1); 0.002 (2) 
and 0.005 (3)

Рис. 2. Разделение 3-глюкозидов пяти антоцианидинов; 
дельфинидина (1), цианидина (2), петунидина 
(3), пеонидина (4) и мальвидина (5) в подвижных 
фазах системы СH3CN – HCOOH – H2O при составах: 
А – 7:10:83; Б – 11.5:3.25:85.25; В –13:1:85 об. %
Колонка: 150×4.6 мм SymmetryTM C18, 3.5 мкм; 
40 оС; 0.8 мл/мин; 515 нм

Fig. 2. Separation of 3-glucosides of five anthocyanidins, 
delphinidin (1), cyaniding (2), petunidine (3), peonidin (4) 
and malvidin (5), in mobile phases of СH3CN–HCOOH–
H2O system with the composition of 7:10:83 vol. % 
(А); 11.5:3.25:85.25 vol. % (Б) and 13:1:85 vol. % (В)
Column: 150×4.6 mm SymmetryTM C18, 3.5 mm; 
40 оС; 0.8 ml/min; 515 nm
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эффектом) в подвижной фазе комбинировали со 
снижением концентрации ацетонитрила (также с 
сольватохромным эффектом) для достижения более 
близких времен удерживания.  Это связано с тем, 
что для корректного сопоставления эффективности 
(по числу теоретических тарелок) хроматографи-
ческой системы измерения следует проводить при 
близких временах удерживания соответствующих 
веществ [17].

В табл. 1 представлено относительное измене-
ние площади пиков пяти антоцианов при изменении 
состава подвижной фазы.

Среднее уменьшение площади пиков при 
уменьшении концентрации муравьиной кислоты от 
10 до 1 об. % составило около 19 %. Но уменьшение 
площади пиков не одинаково для исследованных пяти 
компонентов - наибольшее относительное падение 
площади пика приходится на Mv3Glu – 26.3 %, а 
наименьшее – для Cy3Glu (13.1 %). Следовательно, 
при применении метода внутренней нормировки 
результаты будут зависеть от содержания муравьи-
ной кислоты в подвижной фазе.

В табл. 2 представлено изменение высоты 
эквивалентной теоретической тарелки (H) этих же 
антоцианов при аналогичных изменениях состава 
подвижной фазы. В этом случае среднее значение 
H при 10 об. % муравьиной кислоты в подвижной 
фазе для всех антоцианов составляет 20.1 мкм 
(от 16.5 мкм для Pn3Glu до 23.7 мкм Mv3Glu). При 
уменьшении содержания муравьиной кислоты от 10 
до 1 об. % H в среднем возрастает в 6.6 раза, а для 
Mv3Glu – в 9.6 раза, а разрешение (Rs) пиков Pn3Glu
и Mv3Glu уменьшается от 6.63 до 1.57, вследствие 
чего разделяющая способность хроматографи-

ческой системы резко снижается, но применение 
градиентного элюирования частично скрывает это 
уширение.

Анализируя полученные результаты по эф-
фективности хроматографической системы, можно 
сделать вывод о том, что уменьшение концентрации 
муравьиной кислоты ниже 6 об. % нежелательно, 
хотя рН элюента остается довольно низким (около 
1.5), выходя за пределы стабильности обычных 
мономерных С18-фаз.

Зависимость параметров хроматографиче-
ских пиков от объемной доли ортофосфорной 
кислоты в подвижной фазе. Замена муравьиной 
кислоты на ортофосфорную (рис. 3) также приводит 
к зависимости площади пиков и высоты эквива-
лентных теоретических тарелок от концентрации 
кислоты, как показано в табл. 3 и табл. 4. В этом 
случае снижение концентрации фосфорной кислоты 
ниже 1 об. % также нежелательно. 

Сопоставление зависимости высот эквива-
лентных теоретических тарелок от объемной доли 
муравьиной и ортофосфорной кислоты представлено 
на рис. 4.

Из экспериментальных данных следует, что 
одинаковые результаты получаются при содержании 
ортофосфорной кислоты в 5–6 раз меньшем по 
сравнению с муравьиной кислотой. Следовательно, 
едкая летучая муравьиная кислота может быть 

Таблица 2
 Высоты эквивалентных теоретических тарелок (мкм) и 
их относительное изменение при уменьшении концен-
трации HCOOH в элюенте

Table 2
 Heights of equivalent theoretical plates (μm) and their relative 
change with decreasing HCOOH concentration in the eluent

Содержание CH3CN и HCOOH в элюентах, об. %

CH3CN 7 8.5 10 11.5 13

HCOOH 10 7.75 5.5 3.25 1
Высоты теоретических тарелок, мкм, и их 

относительное изменение, %

Dp3G 21.7 
(1.0)

24.1 
(1.1)

30.6 
(1.4)

46.3 
(2.1)

100.9 
(4.6)

Cy3G 17.0 
(1.0)

18.8 
(1.1)

22.6 
(1.3)

31.6 
(1.9)

65.5 
(3.9)

Pt3G 21.6 
(1.0)

27.1 
(1.3)

39 
(1.8)

67.1 
(3.1)

171.6 
(7.9)

Pn3G 16.5 
(1.0)

19.7 
(1.2)

25.9 
(1.6)

39.8 
(2.4)

95.7 
(5.8)

Mv3G 23.7 
(1.0)

31.7 
(1.3)

48.4 
(2.0)

81.8 
(3.5)

227.2 
(9.6)

Среднее: 20.1 
(1.0)

24.3 
(1.2)

33.3 
(1.7)

53.3 
(2.7)

132.2 
(6.6)

Рис. 3. Разделение 3-глюкозидов пяти антоцианидинов; 
дельфинидина (1), цианидина (2), петунидина 
(3), пеонидина (4) и мальвидина (5) в подвижных 
фазах системы СH3CN – H3РО4 – H2O при составах: 
А – 12:2:86; Б – 12:0.5:87.5; В – 12:0.25:87.75 об. %
Колонка: 150×4.6 мм SymmetryTM C18, 3.5 мкм; 
40оС; 0.8 мл/мин; 515 нм

Fig. 3. Separation of 3-glucosides of five anthocyanidins, 
delphinidin (1), cyaniding (2), petunidine (3), peonidin (4) 
and malvidin (5), in mobile phases of СH3CN–H3РО4–H2O 
system with the composition of 12:2:86 vol. % (А); 
12:0.5:87.5 vol. % (Б) and 12:0.25:87.75 vol. % (В)
Column: 150×4.6 mm SymmetryTM C18, 3.5 mm; 
40 оС; 0.8 ml/min; 515 nm
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заменена ортофосфорной без потери разделяющей 
способности по отношению к последовательно 
элюирующимся антоцианам. При этом, как пока-
зывает анализ рН водных растворов этих кислот, 
использование подвижных фаз при рН около 1.5 (при 
содержании около 1 об. % ортофосфорной кислоты 
и около 6 об. % муравьиной кислоты) приводит к 
относительно небольшой потере разделяющей 
способности, которая может частично быть компен-

сирована, например, снижением скорости подачи 
подвижной фазы вдвое. 

Поправочные коэффициенты для площади 
пиков вследствие заметного уменьшения доли 
флавилиевой формы могут быть получены крат-
ковременным повышением содержания кислот 
до 10 об. % или до 1 об. % для муравьиной и ор-
тофосфорной кислот, соответственно, для записи 
соответствующих хроматограмм.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Вследствие нестабильности традиционных 

С18-обращенных фаз при рН < 2 приходится сни-
жать концентрацию кислоты в подвижных фазах, 
что приводит к дополнительному уширению пиков 
на хроматограмме и к уменьшению площади пиков, 
причем в различной степени для 3-глюкозидов раз-
личных антоцианидинов. В случае использования 
муравьиной кислоты хорошие результаты можно 
получить при её концентрациив подвижной фазе 
10 об. %, а при замене кислоты на ортофосфор-
ную - при концентрации 2 об. %. Но при снижении 
концентрации кислоты до 6 об. % в первом случае и 
1 об. % во втором качество хроматограмм остается 
приемлемым и эффективность системы может быть 
повышена снижением скорости подачи подвижной 
фазы, хотя при этом рН подвижной фазы (около 1.5) 
остается за пределами устойчивости традиционных 
обращенных фаз.
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Таблица 4
 Высоты эквивалентных теоретических тарелок (мкм) и 
их относительное изменение при уменьшении концен-
трации H3РО4 в элюенте

Table 4
 Heights of equivalent theoretical plates (μm) and their rela-
tive change with decreasing H3PO4 concentration in the eluent

Содержание CH3CN и Н3PO4 в элюентах, об. %

CH3CN 12 12 12 12 12

H3РО4 2 1.5 1 0.5 0.25

Высоты теоретических тарелок, мкм, и их 
относительное изменение*

Dp3G 33.7 
(1.0*)

38.2 
(1.1)

43.3 
(1.3)

60.1 
(1.8)

87.2 
(2.6)

Cy3G 21.7 
(1.0)

24.0 
(1.1)

26.3 
(1.2)

32.8 
(1.5)

46.2 
(2.1)

Pt3G 23.2 
(1.0)

27.3 
(1.2)

33.5 
(1.4)

53.3 
(2.3)

88.7 
(3.8)

Pn3G 16.6 
(1.0)

18.8 
(1.1)

22.0 
(1.3)

32.3 
(1.9)

50.6 
(3.0)

Mv3G 22.4 
(1.0)

28.9 
(1.3)

37.8 
(1.7)

70.1 
(3.1)

110.2 
(4.9)

Среднее: 23.5 
(1.0)

27.5 
(1.2)

32.6 
(1.4)

49.7 
(2.1)

76.6 
(3.3)

Таблица 3
Относительные площади пиков антоцианов, записан-
ные при 515 нм, для пяти различных составов подвиж-
ных фаз системы 12.0 об. % ацетонитрил – Н3PO4–вода

Table 3
 Relative peaks area of anthocyanins recorded at 515 nm 
for five different compositions of mobile phases of aceto-
nitrile (12.0 vol. %) – Н3PO4 – water system

Содержание CH3CN и Н3PO4 в элюентах, об. %

CH3CN 12 12 12 12 12

H3РО4 2 1.5 1.0 0.5 0.25

Антоциан Относительная площадь пиков, %

Dp3G 100 99.2 98.4 98.5 94.9

Cy3G 100 99.1 98.9 94.7 93.5

Pt3G 100 99.5 98.3 94.1 89.8

Pn3G 100 99.2 98.1 94.5 91.3

Mv3G 100 99.4 96.4 92.2 85.5

Среднее: 100 99.3 98.0 94.8 91.0

Рис. 4. Сопоставление зависимости высоты эквивалентной 
теоретической тарелки от объемной доли кислоты в 
элюентах на основе муравьиной (1) и ортофосфорной 
(2) кислот для цианидин-3-глюкозида

Fig. 4. Comparison of dependence of hight of the equivalent 
theoretical plate on the volume fraction of acid in 
mobile phases based on formic (1) and orthophosphoric 
(2) acids for cyanindin-3-glucoside
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