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Методом обращенно-фазовой тонкослойной хроматографии изучено удерживание и 
разделение сапонинов: олеаноловой кислоты, сапонина, глицирризиновой кислоты и хедеракозида в 
водно-спиртовых и модифицированных водно-мицеллярных подвижных фазах при варьировании 
концентрации поверхностно-активного вещества, природы и концентрации спирта как модификатора 
мицеллярных подвижных фаз. Найдены оптимальные условия разделения указанных сапонинов и 
разработаны методики определения олеаноловой и глицирризиновой кислот в растительных 
фармацевтических препаратах и пищевых продуктах.  

Ключевые слова: тонкослойная хроматография, сапонины, поверхностно-активные 
вещества, мицеллы, спирты. 
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Saponins to be representatives of natural high-molecular biologically active substances are widely 

used in food, pharmaceutical, cosmetic industries as natural surfactants. Analytical methods described for the 
determination of saponins in commercial and natural objects are based on HPLC with mass-spectrometric 
(MS), tandem MS with electrospay ionization, or UHPLC that are very expensive and considerable time 
costs. The aim of this work was to investigate the possibility to separate some saponins by simple and low 
cost TLC method using biodegradable and nontoxic aqua micellar mobile phases (MMP) and  MMP 
modified by different alcohols. Stock standard saponins solutions 2 mg/mL of glycyrrhizinic, oleanolic acids, 
saponin and hederakozid (Sigma, Fluka, USA) were prepared in ethanol.  The study was performed by 
reversed-phase liquid chromatography in the mode of ascending TLC on commercial plates RP-18, 
Polyamide-6 (both Merck, Germany), Sorbfil (Sorbopolymer, Russia), and HPLC on a column Luna C18(2) 
(150 × 4.6 mm, 5 µm, Phenomenex, USA). The detection and quantitative measurements of chromatograms 
in TLC were conducted using a Sorbfil videodensitometer (Sorbopolymer, Russia). Aqueous–organic MP 
containing propanol-1, propanol-2, butanol-1, butanol-2, and also micellar mobile phases containing cationic 
surfactant cetylpyridinium chloride (CPC), anionic surfactant sodium dodecyl sulfate (both from Synthesis 
PAV, Russia), or nonionic surfactant Triton X-100 (Merck, Germany) were studied. The experiment showed 
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that the best chromatographic behavior of saponins in aqua-organic mobile phases was observed for RP-18 
plates, whereas in MMP phases the saponins chromatographic spots were stayed at the start line. On addition 
of alcohols the spots were moved and the best separation of saponins was observed for CPC micelles with 
addition of 25% of buthanol-1. The reason for such effect of alcohols is, probably, that they form hydrogen 
bonds with molecules of the studied substances in the mobile phase, which reduces their retention on the 
stationary phase and intensifies the mobility of saponins. The usefulness of the proposed mobile phases for 
the separation and determination of  oleanolic and glycyrrhizinic acids in vegetable pharmaceutical 
preparations and foodstuff by TLC was shown. The results obtained by proposed TLC method are in 
agreement with HPLC ones.  

The retention and separation of four saponins in aqueous–alcoholic and aqueous–MMP containing 
cationic, anionic and nonionic micelles of surfactants and MMP modified with alcohols was studied by 
reversed-phase TLC on varying the concentration of surfactants and the nature and concentration of alcoholic 
modifiers of MMP. The optimal chromatographic system based on cetylpyridinium chloride micelles and 
butanol-1 was found. The proposed simple TLC procedure was used to determine oleanolic and 
glycyrrhizinic acids in vegetable pharmaceutical preparations and foodstuff. 

Keywords: thin-layer chromatography, saponins, surfactants, micelles, alcohol. 

Введение 

Сапонины представляют собой природные высокомолекулярные 
биологически активные вещества (БАВ) растительного происхождения с широким 
диапазоном терапевтического действия, основанного на противовоспалительной, 
антиаллергической, антиканцерогенной, антивирусной активности, активно 
применяемые в фармацевтической, косметической, пищевой промышленности в 
качестве натуральных поверхностно-активных веществ [1]. В растениях сапонины 
находятся в виде разнообразных гликозидов, содержащих до 10 и более глюкозных 
остатков, которые могут образовывать несколько сахарных цепочек и 
присоединяться в различные положения к молекуле агликона [1-3].  

Следует отметить, что в одном и том же биологическом материале могут 
присутствовать разные по составу смеси гликозидов сапонинов. Это определяет 
актуальность разработки способов их разделения и определения в каждом 
конкретном объекте и объясняет широкое применение хроматографических методов, 
позволяющих сочетать в одном цикле процессы разделения смесей сапонинов и 
определения их отдельных компонентов. Наиболее часто используют 
высокоэффективную жидкостную хроматографию (ВЭЖХ) [4-8] и её современные 
варианты – тандемную и ультра-ВЭЖХ-масс-спектрометрию [4, 9, 10].  

В меньшей степени распространена тонкослойная (ТСХ) хроматография с 
водно-органическими элюентами [11, 12], преимуществами которой являются 
простота анализа и достаточно высокая эффективность разделения веществ. 
Полностью отсутствуют сведения о возможности применения мицеллярных 
подвижных фаз (МПФ) для разделения и определения сапонинов методом ТСХ.  

В связи с этим целью настоящей работы явилось выявление аналитических 
возможностей МПФ при разделении некоторых сапонинов методом ТСХ, 
сопоставление их с характеристиками ТСХ на основе водно-органических 
подвижных фаз (ПФ), а также применение МПФ для разделения и определения 
сапонинов в фармацевтических препаратах и пищевых продуктах. Преимущество 
МПФ состоит в хорошей биоразлагаемости образующих их поверхностно-активных 
веществ (ПАВ), отсутствии их токсичности, канцерогенности и резкого запаха в 
отличие от ПФ на основе органических растворителей [13].  
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Эксперимент 

Объектами исследования служили тритерпеновые сапонины: олеаноловая 
кислота (Ол), сапонин (Сп), глицирризиновая кислота (Гл) и хедеракозид (Хд), 
структурные формулы которых представлены в табл. 1. Содержание основного 
вещества в коммерческих препаратах сапонинов (“Сигма”, “Флука”, США) 
составило более 95%. Стандартные растворы исследуемых сапонинов в этаноле с 
концентрацией 2.0 мг/мл готовили по точной навеске. Рабочие этанольные растворы 
получали разбавлением стандартных и хранили в холодильной камере при 
температуре +(2-4)0 С не более 10 дней. 

 
Таблица 1. Структурные формулы сапонинов 
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глицирризиновая кислота хедеракозид 
 
Применяли метод обращенно-фазовой восходящей ТСХ на коммерческих 

пластинах RP-18 (неполярная неподвижная фаза (НФ), “Мерк”, Германия), 
Полиамид-6 (слабополярная НФ, “Мерк”, Германия) и Сорбфил (полярная НФ, АО 
“Сорбполимер”, Россия) с УФ-индикатором (254 нм) и ВЭЖХ на жидкостном 
хроматографе “Стайер” фирмы “Аквилон” (Россия) на колонке (150×4.6 мм) Luna C-
18(2) 00F-4252-E0 (5 мкм) (Phenomenex, США), защищенной предколонкой 
Phenomenex C-18 (5 мкм). ВЭЖХ использовали только при анализе объектов. 
Детектирование и количественные измерения хроматограмм в ТСХ проводили на 
видеоденситометре Сорбфил (АО “Сорбполимер”, Россия) (при 254 нм) без 
предварительной обработки пластин химическими реагентами. 

Водно-органические ПФ содержали пропанол-1, пропанол-2, бутанол-1, 
бутанол-2 (все квалификации х. ч.). МПФ содержали катионное ПАВ хлорид 
цетилпиридиния (ЦПХ), анионное ПАВ додецилсульфат натрия (ДДСН) (оба НПО 
“Синтез ПАВ”, Россия) или неионное ПАВ тритон X-100 (TX-100) (“Мерк”, 
Германия). Все препараты ПАВ содержали не менее 96% основного вещества, их 
исходные водные растворы имели концентрацию 0.1 М.  

Для оценки удерживания, эффективности и селективности разделения 
исследуемых соединений в водно-органических и МПФ использовали подвижность 
хроматографических зон (Rf), число теоретических тарелок (N), высоту, 
эквивалентную теоретической тарелке (H), разрешение (Rs) и коэффициент 



 

 
Сумина и др. / Сорбционные и хроматографические процессы. 2014. Т. 14. Вып. 6 

 

951 

селективности (α). Пробоподготовку реальных объектов анализа проводили 
согласно [14]. 

Обсуждение результатов 

Водно-органические подвижные фазы. Методом ТСХ предварительно 
изучено влияние природы неподвижной фазы на хроматографирование исследуемых 
сапонинов в водно-спиртовых ПФ. Установлено, что лучшей НФ является 
неполярная RP-18, позволяющая получать компактные и разделенные зоны 
сапонинов и которая использовалась далее. На пластинах Полиамид-6 и Сорбфил 
исследуемые вещества остаются на линии старта.  

Изучение хроматографического поведения олеаноловой и глицирризиновой 
кислот на пластинах ТСХ в водно-спиртовых ПФ, содержащих пропанол-1, 
пропанол-2, бутанол-1, бутанол-2, показало, что независимо от природы спирта при 
увеличении его содержания в ПФ подвижность сорбатов растет (рис. 1), что 
соответствует литературным данным для подобных соединений [15-17], известным 
закономерностям обращенно-фазовой ТСХ и теории Хорвата [18]. Установлено, что 
Rf  глицирризиновой кислоты начинает расти при концентрации органического 
растворителя в ПФ более 10 об. %, а олеаноловой – более 30 об. % бутанола и 15 об. 
% пропанола в ПФ (рис. 1). Такое поведение связано, по-видимому, с вытеснением 
сапонинов с поверхности НФ, вследствие преимущественной адсорбции на ней 
молекул локализующихся растворителей, а также образованием спиртами 
водородных связей с сапонинами в ПФ, усиливающими перенос сорбатов [18, 19]. 
Подтверждением этому служит также рост подвижности сапонинов на неполярной 
НФ с увеличением количества ОН-групп и гидрофильности в ряду Ол < Сп < Гл < 
Хд (Rf: 0.10 < 0.43 < 0.50 < 0.72) (при 60 об. % бутанола-1). 
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Рис. 1. Зависимость подвижности олеаноловой (а) и глицирризиновой (б) 
кислот на пластинах RP-18 от природы и концентрации бутанола-1 (1), бутанола-2 

(2), пропанола-1 (3), пропанола-2 (4) в водно-органической ПФ (с  = 2.0 мг/мл). 
 
Анализ рис. 1 также показал, что при концентрации бутанола-1 и бутанола-2 

более 20÷30 об. % подвижность сапонинов при значениях Rf 0.6-0.8 выходит на 
плато, а зоны сапонинов становятся наиболее компактными. Из всех исследованных 
растворителей наилучшие хроматографические параметры (N, H, Rs) получены для 
водно-пропанольной ПФ с соотношением компонентов (40:60). 

Модифицированные мицеллярные подвижные фазы. Предварительное 
хроматографирование исследуемых сапонинов на RP-18 в водных МПФ показало, 
что независимо от природы и концентрации ПАВ в ПФ хроматографические зоны 
веществ остаются на линии старта. В связи с этим в соответствии с общими 
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рекомендациями [20-22] для улучшения хроматографических свойств исходных 
МПФ их модифицировали дополнительным введением в элюент органического 
растворителя. Оптимальным из исследуемых растворителей оказался бутанол-1, 
который вводили в концентрации 25 об. %. Следует заметить, что в отсутствие ПАВ 
при такой концентрации бутанола-1 Rf глицирризиновой кислоты была около 0.2, а 
олеаноловая оставалась на линии старта (рис. 1). 

На примере олеаноловой и глицирризиновой кислот установлено, что в 
присутствии бутанола-1 в МПФ, содержащих ЦПХ, ДДСН и ТХ-100, подвижность 
хроматографических зон веществ увеличивалась тем сильнее, чем больше была 
концентрация ПАВ в модифицированной МПФ (рис. 2). 
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Рис. 2. Влияние концентрации ПАВ на подвижность сапонинов на пластинах 
RP-18 в ПФ (25:75) бутанол-1 – водный раствор ПАВ. (с = 2.0 мг/мл). а) ДДСН, 
б) ЦПХ, в) ТХ-100. 1 – олеаноловая кислота, 2 – глицирризиновая кислота. 

 
Из рис. 2 также видно, что наиболее существенные изменения подвижности в 

области мицеллярных концентраций ПАВ наблюдались в ПФ, содержащих ЦПХ и 
ДДСН. Этот факт согласуется с известными литературными данными [23, 24] и 
результатами собственных исследований авторов [15, 25-27]. Наблюдаемые 
зависимости можно объяснить смещением вправо концентрационного равновесия 
Мц + R ↔ Мц(R), где Мц – мицелла, Мц(R) – мицелла ПАВ с солюбилизированным 
сапонином, т.е. усилением солюбилизации веществ и вытеснением ПАВ и сапонинов 
с поверхности сорбента молекулами спирта. 

Установлено, что основным результатом применения модифицированных 
органическим растворителем МПФ является образование сапонинами значительно 
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более компактных и разрешенных зон по сравнению с водно-органическими ПФ 
(табл. 2).  

 
Таблица 2. Параметры разделения сорбатов методом ТСХ на неполярной НФ в ПФ 
(25:75) бутанол-1 – вода (А) и модифицированной МПФ (25:75) бутанол-1 – водный 
раствор 2.0·10-І М ЦПХ (В) (n = 3, P = 0.95) 

ПФ Соединение N⋅10-3 H, мм ∆Rf Rs б 
Олеаноловая 

кислота 0.78 0.13 

А 
Глицирризиновая 

кислота 0.44 0.23 0.10 1.8 0.14 
Олеаноловая 

кислота 0.83 0.03 

В 
Глицирризиновая 

кислота 21 0.003 0.15 272 0.16 
 
Наибольшую компактность и четкость хроматографические зоны сапонинов 

имеют в ПФ на основе ЦПХ при концентрации 2.0·10-2 М. Результаты расчетов 
эффективности и селективности разделения смеси сапонинов (табл. 2) показывают, 
что значения N в растворе, содержащем ЦПХ, составляют для Ол – 0.83⋅103, Гл – 
21⋅103, что в ∼1.5 и ∼47 раз, соответственно, превышает значения N в водно-
бутанольной ПФ. Значение ∆Rf в модифицированной МПФ составляет ∼ 0.18, а в 
бутанольной ∼ 0.2, при этом олеаноловая кислота находится на линии старта. 

Следует отметить, что порядок элюирования сапонинов на RP-18 в 
модифицированной растворителем МПФ по сравнению с водно-органической 
остается неизменным: чем гидрофобнее сорбат, тем сильнее он удерживается 
неполярной неподвижной фазой, что соответствует изменению их гидрофобности в 
системе н-октанол – вода (табл. 3).  

 
Таблица 3. Подвижности (Rf) сапонинов в ТСХ на неполярной неподвижной фазе 
RP-18 в ПФ (25:75) бутанол-1 – вода (I) и модифицированной МПФ (25:75) бутанол-
1 – 2.0·10-І М водный раствор ЦПХ (II) (n = 3, P = 0.95) 

Соединение lgP* Rf (I) Rf (II) 
Олеаноловая 

кислота 
7.8 0 0.80 

Сапонин 6.2 0.1 0.91 
Глицирризиновая 

кислота 
4.8 0.18 0.94 

Хедеракозид 1.3 0.12 0.98 
* Расчёт индекса липофильности lgP проводился по атомно-связево-аддитивной 
схеме 

 
Установленный факт согласуется с поведением сорбатов в МПФ на полярных 

сорбентах [25, 28], что, возможно, связано с динамической модификацией 
(гидрофобизацией) полярной неподвижной фазы ионами ПАВ [28]. В данном случае 
полярность неподвижной фазы RP-18 не меняется и гидрофобные взаимодействия, 
играющие основную роль в сорбции, сохраняются. В целом это согласуется с 
представлениями теории мицеллярной жидкостной хроматографии [20-22, 29]. 
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Согласно данным авторов [24, 30], селективность разделения веществ в МПФ 
зависит от специфики их распределения между неподвижной фазой и водой (KSW), 
НФ и мицеллами (KSМ), а также распределения внутри самой ПФ, т.е. в системе вода 
– мицелла (KМW). Количественная оценка распределения в такой трехфазной системе 
позволяет выявить процесс, оказывающий основное влияние на разделение в 
мицеллярной жидкостной хроматографии. Результаты проведенного расчета для 
ТСХ, согласно [24, 30], даны в табл. 4. Сравнение коэффициентов распределения 
показывает, что в исследуемых мицеллярных ПФ процесс переноса сорбатов в 
мицеллы ПАВ в ПФ преобладает над их сорбцией на НФ, а значения коэффициентов 
распределения в МПФ зависят от гидрофобности сорбата: на пластинках RP-18 с 
увеличением числа гликозидных остатков в молекуле сапонинов (от олеаноловой 
кислоты к хедеракозиду) значения KMW увеличиваются. Также увеличиваются и 
энергии переноса сапонинов из воды в мицеллу ПАВ.  

 
Таблица 4. Коэффициенты распределения KMW, KSW, энергии переноса ∆Gпер 
сорбатов из воды в мицеллы ЦПХ и энергии адсорбции ∆Gадс реагентов на 
неполярной НФ, полученные методом ТСХ (n = 3, P = 0.95) 

Соединение KMW -∆Gпер, кДж/моль KSW 
-∆Gадс, 

кДж/моль 
KSM 

Олеаноловая кислота 5.9 4.4 0.23 3.6 0.04 
Сапонин 16 5.7 0.19 3.9 0.011 

Глицирризиновая кислота 49 9.6 0.12 4.8 0.002 
Хедеракозид 83 12 0.07 5.3 0.001 
 
Практическое применение мицеллярной ТСХ для определения сапонинов в 

объектах. С применением модифицированных бутанолом-1 МПФ разработаны 
методики определения олеаноловой и глицирризиновой кислот в лекарственных 
препаратах растительного происхождения и пищевых продуктах. Установлено, что 
величины подвижности олеаноловой и глицирризиновой кислот в индивидуальных 
препаратах, искусственной смеси и объектах совпадают, что способствует надежной 
идентификации и количественному определению обоих сапонинов (рис. 3). Согласно 
данным табл. 5 применение МПФ улучшило метрологические характеристики) 
определения сапонинов методами ТСХ и ВЭЖХ по сравнению с водно-органической 
ПФ.  

 
Таблица 5. Характеристики градуировочных графиков определения олеаноловой и 
глицирризиновой кислот методами ТСХ и ВЭЖХ (n = 3, P = 0.95) 

ПФ Метод 
Соеди-
нение 

Уравнение R2 
Линейный 
диапазон, 
мг/мл 

Ол y = 9.0⋅104 +7.1⋅104x 0.91 0.5 – 3.0 
ТСХ 

Гл y = 8.6⋅103 +4.5⋅103x 0.94 0.5 – 3.0 
Ол y = 5.9⋅103 + 1.4⋅104x 0.948 (0.1-0.6)⋅10-3 

Водно-
органи-
ческая ВЭЖХ 

Гл y = 5.6⋅103 + 7.6⋅103x 0.963 (0.1-0.6)⋅10-3 
Ол y = 1.3⋅104 + 1.0⋅104x 0.96 0.5 – 3.0 

ТСХ 
Гл y = 3.6⋅104 + 8.2⋅103x 0.99 0.5 – 3.0 
Ол y = 1.0⋅104 + 4.8⋅104x 0.993 (0.1-0.6)⋅10-3 

Мицелл-
лярная 

ВЭЖХ 
Гл y = 6.3⋅103 + 3.1⋅104

х 0.982 (0.1-0.6)⋅10-3 
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Рис. 3. Хроматограмма экстрактов исследуемых объектов и свидетелей на 

пластинах RP-18 с ПФ (25:75) бутанол-1 – водный раствор 2.0⋅10-2
 М ЦПХ. 1 – Гц,  

2 – Ол, 3 – смесь Гл и Ол (1:1), 4 – настойка корней солодки, 5 – экстракт корней 
солодки, 6 – экстракт свеклы столовой, 7 – экстракт сливы, 8 – экстракт баклажана, 

9 – экстракт картофеля. 
 
Из табл. 6 видно, что оба метода дают полностью сопоставимые результаты. 

На основании проведенных исследований установлено, что в этанольных растворах 
всех исследуемых образцов в разных количествах содержится глицирризиновая 
кислота и лишь в настойке корней солодки еще и олеаноловая кислота. 
Правильность идентификации исследуемых веществ подтверждена использованием 
свидетелей. Правильность количественного определения подтверждена методом 
“введено-найдено”. В методе ТСХ значения sr не превышали 0.12, в ВЭЖХ – 0.009. 
 
Таблица 6. Результаты определения олеаноловой и глицирризиновой кислот в 
объектах методами мицеллярной ТСХ и ВЭЖХ в ПФ бутанол-1 – водный раствор 
2.0⋅10-2

 М ЦПХ (25:75). (n=3, P=0.95) 
Ол Гл 

Объект Метод xср±∆x, 
мг/г 

sr 
xср±∆x, 
мг/г 

sr 

Корни солодки 
ТСХ 
ВЭЖХ 

- - 
2.4±0.2 

- 
0.06 

- 

Настойка корней солодки 
ТСХ 
ВЭЖХ 

0.7±0.2 
- 

0.08 
- 

2.3±0.2 
- 

0.08 
- 

Свекла столовая 
ТСХ 
ВЭЖХ 

- - 
3.1±0.3 

- 
0.12 

- 

Слива 
ТСХ 
ВЭЖХ 

- - 
1.3±0.2 

1.33±0.08 
0.08 
0.005 

Баклажан 
ТСХ 
ВЭЖХ 

- - 
0.9±0.3 

0.92±0.09 
0.11 
0.008 

Картофель 
ТСХ 
ВЭЖХ 

- - 
0.6±0.2 

0.64±0.08 
0.09 
0.009 
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Заключение 

Сравнение удерживания и разделения  четырех сапонинов олеаноловой 
кислоты, сапонина, глицирризиновой кислоты и хедеракозида в водно-спиртовых, 
водно-мицеллярных и модифицированных спиртами водно-мицеллярных 
подвижных фазах при варьировании концентрации ПАВ, природы и концентрации 
спирта показало, что наилучшие условия разделения возможны на пластинках RP-18 
и в модифицированных МПФ. Результаты изучения позволили разработать методики 
определения олеаноловой и глицирризиновой  кислот в некоторых растительных 
фармацевтических препаратах и пищевых продуктах.  

 
Работа выполнена при поддержке РФФИ, проект № 12-03-00450а 

и в рамках проектной части госзадания Минобрнауки, № 4.1212.2014/К. 
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