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Аннотация. Разработаны способы идентификации и количественного определения тритерпено-
вых сапонинов методами хроматографии и спектроскопии в видимой и ультрафиолетовой областях. 

Разработан способ идентификации методом ТСХ и оценена возможность его применения для 
количественного определения сапонинов в водных растворах. Выбор оптимальной элюирующей 
системы осуществлялся на основании расчетных параметров: селективности разделения a, высоты, 
эквивалентной теоретической тарелке H, числа теоретических тарелок N. С использованием ден-
ситограмм получена градуировочная зависимость концентрации сапонинов от площади пиков вида 
S=3600C-2646. Установлено, что метод ТСХ быстрый, нетрудоемкий и позволяет сразу идентифи-
цировать индивидуальные сапонины и определять их содержание в выделяемых фракциях. Данный 
метод целесообразно применять на этапах выделения и очистки сапонинов от примесных веществ. 

Отработана методика количественного анализа сапонинов с ванилином и серной кислотой. Мак-
симум поглощения наблюдался при длине волны 480 нм, которая была выбрана в качестве анали-
тической. Определение сапонинов через продукты взаимодействия с серной кислотой осложняется 
постоянной систематической ошибкой, высокой относительной погрешностью определения и низ-
ким коэффициентом детерминации. Методика может давать завышенные результаты, т.к. комплекс 
с серной кислотой могут образовывать и других органические соединения в исследуемых фракциях 
(липиды, стерины и т.д.). 

Был получен дифференциальный спектр поглощения водного раствора сапонина Mukorossi. 
Установлено, что дифференциальный минимум второй производной спектра при 229 нм обусловлен 
наличием свободных карбонильных групп в молекуле сапонина. Полосы при 227-230 нм соответ-
ствуют π-π* переходам и определяются только в областях больших концентраций, давая суммарный 
неразделенный максимум в общем спектре. Четкий и достаточно разделенный дифференциальный 
минимум при длине волны 229 нм позволяет количественно определить гликозиды группы Sapindus 
mukorossi. Относительно малое значение стандартного отклонения методики, низкая относительная 
погрешность, максимальный множественный коэффициент детерминации, сравнительно невысокая 
относительная ошибка анализа свидетельствует о высокой точности и правильности полученных 
результатов анализа сапонинов методом УФ-спектрофотометрии. Метод дифференциальной спек-
троскопии достаточно прост и позволяет селективно определять гликозиды в выделяемых фракциях. 
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Тритерпеновые гликозиды образуют одну из 
важнейших групп вторичных метаболитов расте-
ний. В течение последних десятилетий эти соеди-
нения были объектами пристального исследования, 
позволившего выявить их уникальное структурное 
многообразие и широкий спектр фармакологиче-
ской активности [1]. Обнаружение у тритерпено-
вых сапонинов рострегулирующих свойств, а так-
же их высокого содержания и скорости биосинтеза 

в интенсивно растущих органах и тканях свиде-
тельтвует о возможном участии этих веществ в ре-
гуляции физиолого-биохимических процессов, 
лежащих в основе роста, развития, стрессоустой-
чивости растений. К важным свойствам сапонинов 
можно отнести их комплексообразование со сте-
ринами клеточных мембран, которое приводит к 
увеличению их проницаемости и вызывает потерю 
важных физиологически активных веществ [2-4]. 
Связывание со стеринами обуславливает некоторые 
виды биологической активности сапонинов: их ти-
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отоксические [3, 4], антифунгальные свойства [3,5], 
токсичность к опухолевым клеткам [5, 6], а также 
гемолитическую активность. В Sapindus mukorossi 
также содержатся тритерпеновые сапонины. Это 
чрезвычайно ценное лекарственное растение, рас-
пространенное в тропических и субтропических 
регионах Азии [7]. Разработка методик идентифи-
кации и количественного определения сапонинов 
всегда вызывает определенные затруднения, вы-
званные наличием в составе действующих веществ 
не одного, а суммы индивидуальных сапонинов, 
отличающихся числом сахарных остатков, а зна-
чит, полярностью и растворимостью в различных 
растворителях. Присутствие в конечных фракциях 
сопутствующих соединений различного состава, 
а также разнообразие их молекулярных структур 
ограничивает применение уже известных способов 
их определения, но отработанных и успешно при-
меняемых на образцах сапонинов, выделенных из 
других растений. Цель настоящей работы - раз-
работать или усовершенствовать методики анализа 
сапонинов Sapindus mukorossi.

ОБЪЕКТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объектом исследования являлся образец сум-

мы сапонинов мыльного дерева mukorossi [7], 
структуры которых изображены на рис. 1. 

Средняя молекулярная масса сапонинов = 924 г/
моль, значение рН 1% водного раствора составляет 
5.9 ед. Растворимость в воде не превышает 40 мг/мл. 

(10×10см) с закрепленным слоем силикагеля нано-
сили с помощью микрошприца (V=10 мкл) водные 
растворы сапонинов Sapindus mukorossi.  Пластину 
подсушивали на воздухе, затем помещали в камеру 
со смесью растворителей: н-бутанол – вода – ук-
сусная кислота (4:5:1) (верхний слой); хлороформ 
– этанол – вода – уксусная кислота (30:20:3:0.2) 
(нижний слой); 40% р-р уксусной кислоты в хло-
роформе – этанол – вода (60:45:10); петролейный 
эфир – хлороформ – ацетон (20:20:5); петролей-
ный эфир – диэтиловый эфир – уксусная кислота 
(30:3.3:0.33); бутанол – этанол – аммиак (7:2:5); хло-
роформ – этанол – вода (18:11:2.7) (нижний слой); 
хлороформ – этанол (10:1) и хроматографировали 
при комнатной температуре восходящим методом 
[9-10]. Элюирование заканчивали по достижении 
подвижной фазы линии фронта, располагаемой на 
высоте 9 см. Затем пластины обрабатывали 25%-
ным раствором фосфорно-молибденовой кислоты 
и термостатировали при температуре 115 0С в те-
чение 5 минут.  Для количественного анализа ме-
тодом отдельных навесок готовили серию водных 
растворов сапонинов с концентрациями 1.0-3.0 мг/
мл и проводили операции, указанные выше [11]. 
Для количественной интерпретации данных ТСХ 
использовали программу Sorbfil TLC View.

Для регистрации спектральных характеристик 
(С=0.4-1.0 мг/мл) оптическую плотность водного 
раствора сапонина измеряли в кварцевых кюве-
тах с l=1.00 см на спектрофотометре Shumadzu 
UV-2401 (PC), Япония (шаг регистрации 0.1 нм, 
режим – slow).

Для определения гликозидов в видимой обла-
сти спектра брали навески 0.0025 – 0.0625 г, рас-
творяли в мерных колбах объемом 25 мл. Затем из 
каждой колбы брали аликвоту 5 мл и помещали 
в пробирку, приливали 3 мл концентрированной 
серной кислоты (98%) и добавляли точную наве-
ску (0.0200 г) ванилина. Полученный раствор, со-
держащий сапонины с концентрированной серной 
кислотой и ванилином, нагревали далее в течение 
10 минут на кипящей водяной бане [12]. Оптималь-
ное время нагрева и соотношение испытуемый 
раствор-кислота подбирали экспериментально. 
Наблюдали окрашивание раствора в бурый цвет. 
Затем раствор охлаждали. Оптическую плотность 
раствора сапонина измеряли в кварцевых кюветах 
с L=1.00 см на спектрофотометре [13-15].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В литературных источниках [11,12] не при-

ведены условия хроматографирования сапонинов 

Рис. 1. Структурные формулы сапонинов 
Sapindus mukorossi

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Исследование фракции проводили с использо-

ванием спектральных и хроматографических ме-
тодов анализа [8]. 

Определение сапонинов методом ТСХ (С=2.5 
мг/мл) выполняли на пластинах марки «Сорбфил» 
Россия (Краснодар). На стартовую линию пластины 
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данного вида, поэтому в задачи входила разработ-
ка методики идентификации и оценка возмож-
ности их количественного определения наиболее 
часто применяемым для анализа данных соедине-
ний методом ТСХ. 

Процесс разделения в тонкослойной хро-
матографии в основном зависит от подвижной 
фазы. Выбор её состава определяется элюиру-
ющей способностью растворителей, их поляр-
ностью, а также протонодонорными и протоно-
акцепторными свойствами [16-19]. Полярность 
подвижной фазы является ключевым свойством, 
позволяющим управлять хроматографически-
ми процессами [20, 21]. Изменение состава ПФ 
– наиболее экономичный способ повышения ка-
чества хроматографической методики. Получен-
ные хроматограммы, содержащие по три зоны 
сапонинов, использовали для расчета основных 
параметров хроматографирования (брали сред-
ние результаты) [22-25].

Выбор оптимальной элюирующей системы 
осуществляли на основании расчетных параме-
тров: селективности разделения a, высоты, эк-
вивалентной теоретической тарелке H, числа 
теоретических тарелок N. Указанные параметры 
рассчитывали по формулам (1)-(5).

 (1)

где a – селективность разделения, Rf – подвиж-
ность хроматографируемого компонента.

Поскольку было обнаружено три зоны са-
понинов, в качестве одного из факторов эффек-
тивности хроматографического разделения ис-
пользовали разрешающую способность, которую 
находили по формуле:

, (2)

где ΔX – расстояние между центрами пятен, 
мм; W – ширина пятна, мм.

Расчет числа теоретических тарелок N и высо-
ты H проводили по следующим формулам:

                                         (3)

 (4)
где L – расстояние от фронта растворителя до 
линии старта, мм; W – ширина пятна, мм. Поляр-
ность Снайдера рассчитывали по формуле:

                  (5)

где P' – индекс полярности Снайдера; P'1, P'2, P'3, … 
– индексы полярности Снайдера растворителя; a, 
b, c,… –  доля растворителя, n – число растворите-
лей в элюирующих системах. Результаты расчетов 
приведены в табл. 1.

Из данных таблицы следует, что самые высо-
кие значения числа теоретических тарелок наблю-
даются для подвижной фазы №3.

Сравнивая элюенты №3 и №4 можно отме-
тить, что уменьшение концентрации уксусной 
кислоты и этанола в системе сильно ухудшило 
эффективность хроматографической системы: 
величина N уменьшается в 3 раза, при этом рез-
ко увеличивается ВЭТТ, т.е. хроматографические 
зоны становятся более размытыми. Анализ фак-
тора – индекса полярности Снайдера показывает, 
что на изменение хроматографических характери-
стик влияет не столько его величина, сколько при-
рода компонентов ПФ. Например, для небольшой 
разницы величины индекса (4.93-5.05) число тео-
ретических тарелок меняется в несколько раз, т.е. 
общей закономерности не наблюдается.

Лучшее качество хроматографических зон до-
стигнуто в системе №1 (высокий индекс полярно-
сти Снайдера и показатель числа теоретических 
тарелок, низкий показатель ВЭТТ), но в данной 
системе были идентифицированы только две ин-
дивидуальные зоны сапонинов. Это позволяет 
предположить, что на разделение оказывает вли-
яние как природа растворителей, так и состав са-
понинной фракции.

Таблица 1
Значения хроматографических параметров разделяемых сапонинов в различных элюирующих системах

Система
Хроматографические параметры

Rf Rs N H, мм a P’

1 н-бутанол – вода – уксусная кислота (4:5:1) 0.40 5.33 769 0.068 2.59 7.260.63 1907 0.027

2 бутанол – этанол – аммиак (7:2:5)
0.22 4.00 310 0.258 2.18

6.150.38 1.00 1643 0.049 1.140.41 1913 0.042

3 40% р-р уксусной к-ты в 
хлороформе – этанол – вода (60:45:10)

0.55 2.00 818 0.064 1.20 5.050.67 2158 0.024

4 хлороформ – этанол – вода –уксусная 
кислота (30:20:3:0.2) 0.39 1.67 203 0.315 2.17 4.93
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Низкое значение шумов хроматограммы и вы-
сокий множественный коэффициент детермина-
ции позволяет считать оптимальным условием 
сглаживание треков по 3 точкам. С использовани-
ем денситограмм была построена градуировочная 
зависимость концентрации сапонина от площади 
пика вида S=3600C-2446, значения для которой 
получены с помощью программы Sorbfil TLC 
View.

В литературных источниках [26-28] была при-
ведена методика количественного анализа сапони-
на с ванилином и серной кислотой. Данный метод 
определения тритерпеновых сапонинов, как про-
стой, быстрый и достаточно удобный, был широ-
ко востребован для оценки сапониновых препара-
тов. Предложенная в литературе [27,28] методика 
не получила экспериментальной воспроизводи-
мости, поэтому одним из этапов исследования 
являлся поиск оптимальных условий определения 
сапонинов в видимой области спектра.

Нами были установлены оптимальные пара-
метры:

1. концентрация серной кислоты – 5М;
2. концентрация ванилина – 2.5 мг/мл; 
3. время нагревания на водяной бане – 10 ми-

нут;
4. время сохранения устойчивой окраски 

раствора – 60 минут.
Полученный раствор имел бурую окраску, ко-

торая была стабильна в течение часа. На рисунке 
3 представлены продукты взаимодействия сапо-
нинов с концентрированной серной кислотой и 
ванилином при нагревании.

Рис. 3. Продукты взаимодействия сапонинов 
с концентрированной серной кислотой и ванили-
ном [3].

Максимум поглощения наблюдался при дли-
не волны 480 нм, которая была выбрана в ка-
честве аналитической при разработке спосо-
ба количественного определения сапонинов. 
Получили уравнение градуировочного графика 
А=0.38С-0.23 (ε =160л/моль·см). 

Поскольку большинство тритерпеновых са-
понинов имеет максимум поглощения в области, 
типичной для этого класса соединений – 200-350 
нм, нами был снят спектр водного раствора сапо-
нина Mukorossi в указанном диапазоне длин волн 
(рис. 4).

Рис. 4. УФ-спектр сапонина Sapindus mukorossi 
(концентрация сапонина – 1-0.2 мг/мл, 2-0.4 мг/
мл, 3-1.0 мг/мл).

Отсутствие явно выраженных максимумов не 
позволяет сделать однозначного вывода о его при-
роде. Для подробного анализа спектров и повыше-
ния их чувствительности в случае исследования 
таких сложных молекул гликозидной структуры 
требуются дополнительные методы и приемы, од-
ним из которых является дифференциальная спек-
трофотометрия. На рисунке 5 представлен диффе-
ренциальный спектр сапонина.

Рис. 5. Дифференциальный спектр сапонина, 
С=1.0 мг/мл.

Дифференциальный минимум второй произ-
водной спектра при 229 нм обусловлен наличием 
свободных карбонильных групп в молекуле сапо-
нина [31-33]. Полосы при 227-230 нм соответству-
ют π -π* переходам и определяются только в об-
ластях больших концентраций, давая суммарный 
неразделенный максимум в общем спектре [34].
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Четкий и достаточно разделенный диффе-
ренциальный минимум при длине волны 229 нм 
позволяет количественно определить гликозиды 
группы Sapindus mukorossi.

Рис. 6. Градуировочная зависимость оптиче-
ской плотности от концентрации сапонина в во-
дном растворе при λ = 229 нм.

Градуировочная зависимость описывается 
уравнением А=0.43С + 0.04 (ε = 900 л/моль·см). В 
таблице 2 представлены основные метрологиче-
ские характеристики методик.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, метод ТСХ быстрый, нетрудо-

емкий и позволяет сразу идентифицировать инди-
видуальные сапонины и определить их содержание 
в выделяемых фракциях, а также их соотношение. 
Данный метод целесообразно применять на этапах 
выделения и очистки сапонинов от примесных ве-
ществ для получения наиболее достоверных и вос-
производимых результатов [35]. При низком преде-
ле количественного определения и значительных 
временных затратах на проведение анализа этот 
способ значительно уступает спектрофотометриче-
ским способам определения сапонинов. Методика 
определения в видимой области является унифи-
цированной для всех сапонинов и применяется в 
условиях отсутствия альтернативных способов ко-
личественного определения [36-38]. Определение 
сапонинов через продукты взаимодействия с серной 
кислотой осложняется постоянной систематической 
ошибкой, высокой относительной погрешностью 
определения и низким множественным коэффици-

Таблица 2
Сравнительная характеристика методов определения гликозидов Sapindus mukorossi

Методика Диапазон рабочих 
концентраций Предел обнаружения ɛ, % R2 Время 

анализа

Тонкослойная хроматография 5.0-25.0 мг/пр. 3.0 мг/пр. 12.0 0.89 1.5-2 часа

УФ-спектрофотометрия 0.10-2.50 мг/мл 0.03 мг/мл 0.5 0.99 20-30 минут

Спектрофотометрия в видимой 
области 1.0-3.3 мг/мл 0.5 мг/мл 4.0 0.71 1.5-2 часа

ентом детерминации. Методика может давать завы-
шенные результаты, т.к. комплекс с серной кислотой 
могут образовывать и других органические соеди-
нения в исследуемых фракциях (липиды, стерины 
и т.д.) [39,40]. К недостаткам следует отнести и не-
обходимость работы с концентрированной серной 
кислотой. Относительно малое значение стандарт-
ного отклонения методики, низкая относительная 
погрешность, максимальный коэффициент детер-
минации, сравнительно невысокая относительная 
ошибка анализа свидетельствует о высокой точно-
сти и правильности полученных результатов анали-
за сапонинов методом УФ-спектрофотометрии. Ме-
тод дифференциальной спектроскопии достаточно 
прост и позволяет селективно определить гликози-
ды в выделяемых фракциях. 

Работа выполнена при поддержке Министерства науки и выс-
шего образования РФ  в  рамках государственного задания ВУЗам в 
сфере научной деятельности на  2020-2022 годы, проект № FZGU-
2020-0044.
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DEVELOPMENT OF METHODS FOR IDENTIFICATION 
AND QUANTITATIVE DETERMINATION OF TRITERPENE 

SAPONINS SAPINDUS MUKOROSSI
N. V. Mironenko, T. A. Krysanova, V. F. Selemenev, A. S. Kalmykova

Voronezh State University

Abstract. Methods of identification and quantitative determination of triterpene saponins by 
chromatography and spectroscopy in the visible and ultraviolet regions have been developed.

A method of identification by the TLC method has been developed and the possibility of its application 
for the quantitative determination of saponins in aqueous solutions has been evaluated. The choice of the 
optimal elution system was carried out on the basis of the calculated parameters: separation selectivity, 
height equivalent to the theoretical plate, the number of theoretical plates. The calibration dependence of 
the saponin concentration on the peak area of the form S=3600C-2450 was obtained using densitograms. It 
is established that the TLC method is fast, labor-intensive and allows you to immediately identify individual 
saponins and determine their content in the isolated fractions. It is advisable to use this method at the stages 
of isolation and purification of saponins from impurity substances.

A method of quantitative analysis of saponins with vanillin and sulfuric acid has been developed. The 
absorption maximum was observed at a wavelength of 480 nm, which was chosen as an analytical one. The 
determination of saponins through products of interaction with sulfuric acid is complicated by a constant 
systematic error, a high relative error of determination and a low correlation coefficient. The technique can 
give overestimated results, because the complex with sulfuric acid can form other organic compounds in 
the studied fractions (lipids, sterols, etc.).

A differential absorption spectrum of an aqueous solution of saponin Mukorossi was obtained. It is 
established that the differential minimum of the second derivative of the spectrum at 229 nm is due to the 
presence of free carbonyl groups in the saponin molecule. The bands at 227-230 nm correspond to π-π* 
transitions and are determined only in areas of high concentrations, giving a total undivided maximum in 
the general spectrum. A clear and sufficiently separated differential minimum at a wavelength of 229 nm 
makes it possible to quantify the glycosides of the Sapindus mukorossi group. The relatively small value 
of the standard deviation of the technique, the low relative error, the maximum correlation coefficient, the 
relatively low relative error of the analysis indicates the high accuracy and correctness of the obtained 
results of the analysis of saponins by UV spectrophotometry. The method of differential spectroscopy is 
quite simple and allows the selective determination of glycosides in the isolated fractions.

Keywords: saponins, determination methods, spectroscopy, chromatography.
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