
ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2015, № 116

УДК 547.91

УФ-СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
ТРИТЕРПЕНОВЫХ САПОНИНОВ 

QUILLAJA SAPONARIA MOLINA 

Н. В. Мироненко1, Т. А. Брежнева1, В. Ф. Селеменев 1, А. А. Столповская2

1 Воронежский государственный университет
2 Научно-исследовательский институт СК

Поступила в редакцию 25.09.2014 г.

Аннотация. разработана методика УФ-спектрофотометрического определения тритерпеновых 
сапонинов Quillaja saponaria Molina. Установлена природа максимумов поглощения, построены со-
ответствующие градуировочные зависимости. Проведена метрологическая оценка полученных ре-
зультатов. 
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Abstract.  The technique of UF- spectrophotometry determination the triterpen saponins  by Quillaja 
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Возрастающее с каждым годом число син-
тетических препаратов не снижает перспективу 
использования природных соединений. Благода-
ря широкому спектру биологической активности 
(адаптогенное, антиоксидантное, противомикроб-
ное, диуретическое, гемолитическое, гипоглике-
мическое и др. действия) лидирующее положение 
среди подобных веществ занимают тритерпено-
вые сапонины Quillaja saponaria Molina, семей-
ства Rosaceaе [1]. Общая структурная формула 
приведена на рисунке 1. 

Водный экстракт из коры дерева Quillaja 
saponaria содержит около 30 индивидуальных 
сапонинов – производных квиллайевой кислоты, 
однако основную массу составляют соединения, 
структурные фрагменты которых приведены в та-
блице 1 [2-4]. 

В странах Европы и США разработан об-
ширный комплекс методов выделения и очистки 
сапонинов Quillaja saponaria, однако используе-
мые способы количественного определения до-

статочно противоречивы. Shuman M., а также 
Rodriquez-Diaz M. c сотрудниками, авторы работ 
[4-5], рассматривают возможность применения 
УФ-спектроскопии как одного из самых распро-
страненных и общедоступных методов и указы-
вают максимум поглощения 280±2 нм. В публи-
кациях [6-9] приводится максимум 205-210 нм, в 
зависимости от используемого растворителя сме-
щающийся до 220 нм, с плечом в области 280 нм. 
Исходя из вышеуказанного разработка методики 
количественного определения тритерпеновых са-
понинов Quillaja saponaria Molina методом УФ-
спектроскопии является целью настоящей рабо-
ты.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объектом исследования являлся товарный 

образец сапонина Quillaja saponaria Molina про-
изводства Бельгия. Состав образца и его чистоту 
определяли в предварительных экспериментах 
методом тонкослойной хроматографии. Исполь-
зовали систему растворителей хлороформ-мета-
нол-вода (62:32:6) [5,10]. Детектирующий реагент 
- концентрированная серная кислота капельно. 
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После проявления хроматографической пласти-
ны было обнаружено одно пятно со значением 
Rf=0.4, соответствующее одному из наиболее рас-
пространенных сапонинов экстракта из Quillaja 
saponaria Molina – сапонину Quil A-17 (табл.1).

исследования: область научных работ, проводи-
мых с тритерпеновыми сапонинами, чаще всего 
включает проведение полного или частичного 
гидролиза, а также получение производных, обла-
дающих различной биологической активностью 
[1-2,5]. Подобные манипуляции связаны непо-
средственно с углеводными остатками молекулы, 
количество и природа которых может значительно 
различаться в структурах индивидуальных сапо-
нинов. Поэтому особое внимание целесообраз-
но уделять функциональным группам наиболее 
устойчивой части молекулы – ее агликону.

Поскольку большинство тритерпеновых са-
понинов имеет максимум поглощения в области, 
типичной для этого класса соединений- 200-350 
нм, нами был снят УФ-спектр водного раствора 
сапонина Quil A-17 с концентрацией 0.13 мг/мл в 
указанном диапазоне длин волн (рис.2).

Таблица 1.
Структурные фрагменты в молекулах сапонинов –

производных квиллайевой кислоты

Индиви-
дуальный 
сапонин

R1 R2 R3

Молеку-
лярная 
масса, 
г/моль

Quil A-17 С9H12O9 С6H12O5
С5H10O5 
(апиоза) 2321

Quil A-18 С9H12O9 H С5H10O5 
(апиоза) 2174

Quil A-21 H H С5H10O5 
(апиоза) 2012

Quil A-22 H H С5H10O5
(ксилоза) 2012

Регистрацию спектральных характеристик 
осуществляли с помощью спектрофотометра СФ-
56. Исходные растворы сапонина готовили раство-
рением точной навески образцов с последующим 
приготовлением серии рабочих растворов путем 
разбавления исходных до нужной концентрации. 
Рабочий диапазон концентраций составил 0.05-
0.6 мг/мл.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Установление природы УФ-поглощения  и 

определения соответствующих функциональных 
групп соединений гликозидной природы являет-
ся необходимым условием для их дальнейшего 

Рис 1. Общая структурная формула сапонинов 
Quillaia saponaria Molina.

Рис. 2. УФ-спектр сапонина Quil A-17, С-0.13 
мг/мл.

На полученной кривой поглощения обнару-
жены два максимума различной интенсивности 
-  227 и  285  нм. Значение молярного коэффици-
ента (ɛ=5800 л/моль·см-1), а также данные литера-
туры [10-12] позволяют отнести максимум 227 нм 
к переходу n → σ* с переносом заряда в двойной 
связи конденсированной системы колец агликона-
квиллайевой кислоты. 

Для большинства гликозидных соединений 
аналогичный максимум приходится на 200-205 нм 
- область, сопоставимую с границей рабочего диа-
пазона большинства спектрофотометров. Однако 
в случае квиллайевой кислоты и ее различных 
производных наблюдается батохромный сдвиг до 
227 нм, обусловленный экзоцикличностью двой-
ной связи по отношению к общей системе колец, 
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а также эффектами сопряжения кислородсодер-
жащих групп, двойной связи и сверхсопряжения 
метильных групп [12-13] (рис.3). О возможном 
взаимном влиянии боковых групп (метильных, 
карбонильных), мезомерном и индуктивном эф-
фектах, формирующих сверхсопряжение в агли-
конах сапонинов тритерпеновой и стероидной 
природы, впервые указано в работе [14]. 

Область 270-290 нм, предположительно, соот-
ветствует переходу n →π поглощения альдегид-
ной группы агликона [11-12]. Известно, что при 
подкислении растворов карбонильных соедине-
ний указанный максимум, значения молярного 
коэффициента поглощения которого обычно не 
превышают  100 л/моль·см-1, исчезает из-за бло-
кировки неподеленной пары электронов кислоро-
да. Вид спектральных кривых водных растворов 
сапонина Quil A-17, снятых в диапазоне значений 
рН=2÷5 (рис.4), позволил отметить отсутствие яв-
ной зависимости от величины рН в данном диа-
пазоне как местоположения максимума, так и его 
интенсивности, что  в совокупности с аномально 
высокими для поглощения альдегидной группы 
значениями молярного коэффициента (ɛ=1900 л/
моль·см-1) подтверждает взаимное влияние СН3-
, СНО-группы, двойной связи и формирование 
единой полностью сопряженной хромофорной 
системы (рис.3) [12-15].

Рис. 3. Эффекты сопряжения (мезомерный и 
индуктивный) в молекуле агликона – квиллайевой 
кислоте.

 УФ-спектры сапонина, снятые в щелочной 
области значений рН=7-10 и в растворителях с 
диапазоном полярности Р=6.0-10.2, ограничен-
ном растворимостью образцов сапонина, также 
показали устойчивость обоих максимумов как по 
местоположению, так и по интенсивности.

Поскольку УФ-спектр сапонина Quil A-17 
имеет два четких, стабильных и достаточно раз-
деленных максимума поглощения, то необходимо 
статистически оценить пригодность каждого из 
них для количественного определения гликозидов 
группы Quillaja saponaria.

Используя полученные спектральные ха-
рактеристики и основываясь на результатах из-
мерения оптической плотности серии рабочих 
растворов сапонина были построены градуиро-
вочные зависимости при λ=227 нм и λ=287 нм в 
диапазоне концентраций 0.025-0.2 мг/мл и 0.1-
0.5 мг/мл соответственно. Получены следующие 
линейные калибровочные функции вида y=bx+a: 
А=6.01C-0.02 (1), А=2.19C-0.05(2). 

Для оценки градуировочных функций (про-
верки наличия и учета систематической ошибки) 
проверяли значимость коэффициентов a. С этой 
целью вычисляли дисперсию разности между 
опытными и рассчитанными значениями y(А) по 
следующей формуле [16]:
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 (3),

где Sy- остаточное стандартное отклонение, yi, 
∧

iy - 
расчетные и опытные значения оптической плот-
ности А, N – количество проведенных параллель-
ных измерений. 

Используя принцип распространения погреш-
ностей,  оценили влияние дисперсии значений 
А(y) на величины a и b и рассчитали их дисперсии 
Sa,b и доверительные интервалы Δa,b по следую-
щим формулам:

,    (4),        

,    (5),       
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Рис. 4. УФ-спектр сапонина Quil A-17, С-0.05 
мг/мл.
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 где ,  – опытные и среднее значения кон-
центрации сапонина. Для определения значимо-
сти констант использовали уравнение невзвешен-
ной регрессии Юдена, полученные результаты 
сравнивали с табличным значением t(P,f) [16,17]:

  (6),   
Значения регрессионных параметров кали-

бровочных кривых приведены в таблице 2.
   По результатам расчетов коэффициенты a 

не значимы в обеих градуировках, следовательно, 
экспериментальные шумы и другие случайные 
влияния не вносят ощутимого эффекта в сигнал. 
Сравнение дисперсии воспроизводимости S и 
дисперсии адекватности  Sy по критерию Фише-
ра [17], проведенное  на основании однородных 
значений стандартного отклонения результатов 
измерений и рассчитанных величин остаточных 
стандартных отклонений Sy, показало адекват-
ность выбранных градуировочных моделей. 

Полученные значения доверительных ин-
тервалов коэффициентов b позволили для пред-
ставленных градуировочных кривых построить 
регрессионные полосы, имеющие классический 
вид  - симметричные кривые, сужающиеся при 
приближении к средним значениям концентрации 
(рис.5). Пределы количественного определения 
рассчитывали по формуле:

  (7)
Для оценки качества градуировочных моде-

лей вычисляли стандартные отклонения, рабочий 
диапазон концентраций, относительную погреш-

УФ-спектрофотометрическое определение тритерпеновых сапонинов

ность, значения которых приведены в таблице 3. 
Отсутствие систематической погрешности, низ-
кая ошибка анализа (4.3% и 5.8%), высокий ко-
эффициент корреляции обеих градуировочных 
кривых свидетельствуют о высокой точности и 
правильности полученных результатов.

Таблица 2.
Значения регрессионных параметров градуировочных моделей (1) и (2).

Уравнение градуировки Sy·102 Sb·10 Sa·102 Db Da ta tb t(P,f) табл.

y=6.01x-0.02 3.1 2.6 2.9 0.72 0.01 0.6 23.1 2.78
y=2.19x-0.05 4.2 1.2 3.5 0.30 0.02 1.3 18.8 2.78

Таблица 3.
 Метрологические характеристики градуировочных кривых (1) и (2).

Градуировочные 
кривые S∙102 Sc∙103 r ε, %

Предел
обнаружения 

сапонинов, мг/мл

Рабочий
диапазон концентрации 

сапонинов, мг/ мл

А=(6.01±0.72)C (1) 4.3 5.2 0.99 4.3 0.012 0.03-0.25

А=(2.19±0.30)C (2) 3.6 8.6 0.98 5.8 0.037 0.10-0.50

Рис. 5. Полосы регрессии для градуировочных 
кривых (1) и (2). 

Условные обозначения: 
S-стандартное отклонение результатов 

(дисперсия воспроизводимости), мг/мл; Sc-
стандартное отклонение методики Sc=Sy/a, мг/мл; 
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r- коэффициент корреляции; ε, %- относительная 
ошибка метода.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана методика УФ-спектрофото-

метрического определения тритерпеновых са-
понинов Quillaja saponaria Molina. Рассчитаны 
метрологические характеристики полученных 
градуировочных кривых. 

Установлено, что при работе с растворами с 
концентрацией сапонинов менее 0.2 мг/мл целе-
сообразно определять оптическую плотность при 
λ=227 нм и рассчитывать их содержание по граду-
ировке (1), преимуществом которой является вы-
сокий коэффициент чувствительности и, как след-
ствие, низкий предел обнаружения. Несмотря на 
то, что относительная ошибка при расчете по гра-
дуировке (2) несколько выше (5.8%), при концен-
трации сапонинов свыше 0.1мг/мл рационально 
измерять оптическую плотность при λ=287 нм и 
использовать градуировку (2), поскольку разбав-
ление растворов до рабочих концентраций граду-
ировки (1) значительно увеличит относительную 
ошибку анализа (с учетом разбавления - 8-9%). 

Полученные экспериментальные результаты 
позволили успешно применять уравнения граду-
ировки для  определения тритерпеновых сапони-
нов методом УФ-спектрофотометрии не только в 
широком интервале концентраций, а также в сре-
дах с диапазоном рН=2-10 и в растворителях с ин-
тервалом полярности Р=6.0-10.2.
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