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Резюме
Введение. Современные фармакогностические исследования направлены на поиск растительных биологически активных индивидуальных 
соединений (далее – РБАИС), выделяемых из растительных экстрактов.
Цель. Изучение содержания стероидного сапогенина диосгенина в семенах пажитниках сенного в растительных экстрактах методом 
ВЭЖХ-УФ.
Материалы и методы. Объектом изучения являлось сырьё – семена пажитника сенного, производимых в качестве лекарственного 
растительного сырья ООО «Шалфей» (г. Иркутск). Проведены серии экстракции и хроматографического разделения методом ВЭЖХ-УФ.
Результаты и обсуждение. В данной работе была успешно оптимизирована методика экстракции диосгенина (после кислотного 
гидролиза диосцина 5 % водным раствором кислоты хлористоводородной при нагревании в течение не менее 4 часов на песчаной бане 
при мощности последней в 150 Вт) из сырья семян пажитника сенного с использованием 50 % водного раствора изопропанола, х.ч. Была 
предложена упрощённая методика хроматографического разделения диосгенина из экстрактов семян пажитника сенного с использованием 
изократического режима элюирования 99,9 % ацетонитрилом, х.ч. 
Заключение. Среднее содержание диосгенина (после кислотного гидролиза диосцина) в семенах пажитника сенного с учётом влажности 
сырья составляет (M ± σ) 5,3 ± 0,05 мг/г (95 % ДИ: 5,1–5,4 мг/г; n = 6).
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Abstract
Introduction. Modern pharmacognostic research is aimed at searching for plant biologically active individual compounds (RBAIS) isolated from 
plant extracts.
Aim. Study of the content of the steroid sapogenin diosgenin in fenugreek seeds in plant extracts by HPLC-UV method.
Materials and methods. The object of study was raw materials-fenugreek seeds produced as medicinal plant raw materials by LLC «Sage» (Irkutsk). 
Series of extraction and chromatographic separation by HPLC-UV method were performed.
Results and discussion. In this work, the method of diosgenin extraction was successfully optimized (after acid hydrolysis of dioscin with a 5 % 
aqueous solution of hydrochloric acid when heated for at least 4 hours in a sand bath at a power of 150 W) from raw fenugreek seeds using a 50 % 
aqueous solution of isopropanol, h.h. A simplified technique for chromatographic separation of diosgenin from fenugreek seed extracts using an 
isocratic mode of 99.9 % acetonitrile elution (h.h.) was proposed. 
Conclusion. The average content of diosgenin (after acid hydrolysis of dioscin) in fenugreek seeds, taking into account the humidity of raw materials, 
is (M ± σ) 5,3 ± 0,05 mg/g (95 % CI: 5,1–5,4 mg/g; n = 6).
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ВВЕДЕНИЕ
Современные фармакогностические исследо-

вания направлены на поиск растительных биологи- 
чески активных индивидуальных соединений (да-
лее РБАИС), выделяемых из растительных экстрак-
тов. Определяется то, что в растительных тканях и 
органах преобладают вещества с низкой молекуляр-
ной массой и являются, как правило, вторичными ме-
таболитами. К таким веществам относятся, например 
стероидные сапонины. Как показали ряд научных ис-
следований, стероидные гликозиды и их сапогени-
ны, в частности диосгенин, обладают противорако-
вым действием, оказывая цитотоксический эффект 
на клетки разных типов злокачественных опухолей, 
иммунотропным действием [1–2], гипогликемическим 
действием, нормализует уровень гормонов щитовид-
ной железы в эксперименте [3–4]. Вместе с тем влияя 
на функции желёз внутренней секреции эксперимен-
тальных животных и пролиферацию раковых клеток, 
диосгенин и другие стероидные сапогенины облада-
ют гипохолестеринемическим действием [5–6]. Сте-
роидные сапонины и их сапогенины оказывают губи-
тельное действие на разные виды моллюсков, а также 
на животных, дышащих жабрами [7]. Стероидный са-
погенин диосгенин используется в химико-фарма-
цевтической промышленности как исходный продукт 
для синтеза стероидных гормонов, для получения 
препарата «Полиспонин» (в составе сухого экстракта  
диоскореи ниппонской), и входит в состав сухих экст- 
рактов диоскореи ниппонской и якорцев стелющих-
ся, а также в состав комплексных смесей для пауэр-
лифтеров «Трибулус».

Диосцин и его агликон диосгенин являются ос-
новными хемосистематическими маркерами лекарст- 
венных растений диоскореи ниппонской (Dioscorea 
nipponica Mikino) и якорцев стелющихся (Tribulus 
terrestris L.).

Стероидный сапогенин диосгенин был идентифи-
цирован в сырье видов диоскореи (ямс), якорцев, юкк, 
спаржи и является довольно-таки распространён-
ным стероидным сапогенином в определённых ви-
дах растений, обнаружен в составе тканей некоторых 
представителей семейства бобовые.

Нами из сырья семян пажитника сенного (Trigonel-
la foenum-graecum L.) был выделен и идентифициро-
ван стероидный сапогенин диосгенин.

Цель работы – изучение содержания стероидно-
го сапогенина диосгенина в семенах пажитниках сен-
ного в растительных экстрактах методом ВЭЖХ-УФ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом изучения являлось сырьё – семена 

пажитника сенного, производимых в качестве ле-
карственного растительного сырья ООО «Шалфей» 
(г. Иркутск).

Основные реактивы

Ацетонитрил, ч.д.а., HPLC Gradient 99,9 % (Biochem 
Chemopharma, Франция).

Кислота хлористоводородная, х.ч. 37,3 % 
(ГОСТ 3118-77, АО «Ленреактив», Россия).

Спирт изопропиловый, х.ч., 99,9 % (ЗАО «ЭКОС-1», 
Россия).

Диосгенин, порошок-субстанция с чистотой не 
менее 98,5 % навеска 100 мг, серия 011118 (ООО «Фито-
панацея», Россия).

Вспомогательное оборудование

Весы аналитические электронные «Acculab ALC-
210d4» (Sartorius Group, США) с диаметром весовой ча-
ши 80 мм и максимальной нагрузкой 210 г.

Ванна ультразвуковая ВУ-09-«Я-ФП»-03 (ООО «Фер-
ропласт Медикал», Россия) с объёмом рабочей ёмкос- 
ти 2,7 л и резонансной частотой 40 кГц.

Шейкер лабораторный «Laboratory shaker type 
358S» (Elpan, Польша).

Центрифуга лабораторная ОПн-8 (ОАО НК «Дастан», 
Россия) со скоростью 8000 об/мин.

Мельница лабораторная ЛМ-202 (ООО «ПЛАУН», 
Россия).

Дозатор Proline Plus Sartorius Biohit с варьи-
руемым объёмом от 10 мкл до 100 мкл (Sartorius 
Corporate, Финляндия).

Дозатор Proline Plus Sartorius Biohit с варьируе-
мым объёмом от 0,1 мкл до 3 мкл (Sartorius Corporate, 
Финляндия).
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Дозатор Ленпипет с постоянным объёмом дозиро-
вания 1000 мкл (Thermo Fisher Scientific, США).

Методика исследования  
абсолютной влажности сырья

Перед хроматографическими исследования-
ми нами проведено исследование влажности рас-
тительного сырья – семян пажитника сенного в соот- 
ветствии с ОФС.1.5.3.0007.15 ГФ РФ 14 издания (2018 г.), 
том 2, стр.  2361 «Определение влажности лекарствен-
ного растительного сырья и лекарственных расти-
тельных препаратов» [8].

Методика и параметры 
хроматографирования

Параметры хроматографирования: градиент-
ный высокоэффективный жидкостный хроматограф 
«Стайер» (АО «Аквилон», Россия) с двумя прецизион-
ными насосами высокого давления серии I и серии II 
(для градиентных систем), динамическим смесителем 
«MS 16», контроллером термостата колонки «TS10» и 
дегазатором элюента «DG 18». Детектор спектрофо-
тометрический «UVV-104.1М» с рабочим диапазоном 
длин волн от 190 до 600 нм. Рабочая длина волны де-
тектора – 205 нм. Инжектор ручного типа «Rheodyne» 
с объёмом петли 20 мкл. Обращённо-фазовая колон-
ка «Luna, 250 × 4,6 мм, 3 мкм», заполненная сорбен-
том на основе гидрофобизированного силикагеля C18 
(Phenomenex, США). Подвижная фаза состояла из од-
ного растворителя – ацетонитрил, ч.д.а. 99,9 %, HPLC 
Gradient (Biochem Chemopharma, Франция). Скорость 
подачи мобильной фазы в изократическом режиме  – 
0,4 мл/мин. Температура колонки – 60 °С.

Объём вводимой пробы – 20 мкл. Петлю дозато-
ра объёмом 20 мкл промывали 3-кратным объёмом 
пробы.

Обработка хроматограмм. Обработку полу-
ченных хроматограмм производили в ручном режи-
ме с использованием автоматизированной систе-
мы «Мультихром» версии 3.4.02022, разработанной 
ООО «Амперсенд» (Россия).

Методика количественного определения

Количественное определение диосгенина в рас-
тительных экстрактах и в лекарственном расти-
тельном сырье с использованием внешнего стан-
дарта (ESM-метод) в «ручном» режиме подсчёта 
концентрации.

Расчёт количественного содержания диосгени-
на в растительных экстрактах осуществлялся ме-
тодом внешнего стандарта с использованием ра-
бочего раствора растительного государственного 
стандартного образца (далее – РГСО) с концентрацией  
250 мкг/мл, и производился по формуле:

 иссл. станд. аликв.
экстр.

станд. 1станд. 2 станд.
,

100 %

S a V P
C

S V V

⋅ ⋅ ⋅
=

⋅ ⋅ ⋅
(1)

где 100 % – множитель для сокращения процентов; 
aстанд. – навеска стандарта растительного вещества 
для приготовления раствора РГСО (точная навеска), 
20 мг; Cэкстр. – концентрация анализируемого вещест- 
ва в растительном экстракте, мг/мл; P – содержа-
ние чистого вещества в стандарте, не менее 98,5 %;  
Sиссл.  – площадь пика диосгенина в растительном 
экстракте, mAU ∙ с; Sстанд. – площадь пика рабоче-
го раствора РГСО диосгенина, mAU ∙ с; V1  станд. – объём 
растворителя для приготовления стандартного раст- 
вора РГСО, 20 мл; V2  станд.  – объём растворителя для 
приготовления рабочего раствора РГСО, до 10 мл;  
Vалив.  – объём аликвоты, пошедший на растворение, 
для приготовления рабочего раствора РГСО, напри-
мер, с концентрацией 250 мкг/мл, 2,5 мл.

Расчёт содержания диосгенина в сухом сырье:

экстр. сух.
иссл.

сух.1

100 %
,

(100 % %)

C V a
C

a a W

⋅ ⋅ ⋅
=

⋅ ⋅ −
(2)

где 100 % – сокращение процентов по показателю 
«влажность сырья»; a – навеска исходного раститель-
ного сырья, 500 мг; aсух. – масса сухого остатка сырья 
после кислотного гидролиза и упаривания (точное 
взвешивание), мг; aсух.  1  – навеска от сухого остатка 
сырья после кислотного гидролиза и упаривания, взя-
тая для последующего 2-го этапа пробоподготовки 
(точная навеска), мг; Cэкстр. – концентрация анализиру-
емого вещества в растительном экстракте, мг/мл; V  – 
объём раствора в виале, 10 мл; Сиссл. – содержание 
диосгенина в сухом сырье – семенах пажитника сен-
ного, мг/г.

Количественное определение диосгенина в ле-
карственном растительном сырье с использованием 
градуировочных растворов в «ручном» режиме под-
счёта концентрации.

Точную навеску РГСО диосгенина (порошок-суб-
станция с чистотой не менее 98,5 %) массой 20 мг 
растворяли в 20 мл комбинированного растворите-
ля состава: 16 мл 99,9 % ацетонитрила, ч.д.а. (Biochem 
Chemopharma, Франция), 2 мл воды деионизирован-
ной, 2 мл 99,9 % изопропанола, х.ч. (АО «ЭКОС-1», Рос-
сия) (8:1:1 по объёму). Это стандартный раствор РГСО 
диосгенина с концентрацией 1000 мкг/мл (1 мг/мл).

Приготовленный стандартный раствор РГСО  
диосгенина использовался для получения серии ра-
бочих (градуировочных) растворов РГСО диосге-
нина в диапазоне концентраций от 62,5 мкг/мл до  
1000 мкг/мл.

Методики пробоподготовки  
растительного сырья

По литературным данным наиболее широ-
ко используемым растворителем для экстракции 
из растительного сырья стероидных сапогенинов  
является метанол или его комбинации с другими 
органическими растворителями [9]. Однако мета-
нол ядовит и не все химические лаборатории имеют 
лицензию на использование метилового спирта в 
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своей деятельности. В ходе дальнейших изысканий 
оптимального органического растворителя для экст- 
ракции стероидных сапогенинов из растительного 
материала [10] показали наибольшую приемлемость 
для данной цели 50 % изопропанола в комбинации 
с озвучиванием в течение 10  минут. Однако подэтап 
кислотного гидролиза, содержащегося в экстрак-
тах гликозида диосцина, не был указан. Кислотный 
гидролиз необходим для разрыва О-гликозидной 
связи между гликоном и агликоном (диосгенином) 
с целью увеличения выхода диосгенина в процессе 
экстракции.

Экстракция стероидного сапогенина диосгенина 
для целей ВЭЖХ-УФ проводилась по методике в моди-
фикации [11–12].

Этап пробоподготовки №  1. Отбирали по 0,5  г 
измельчённых семян и последовательно добавляли в 
колбы для экстракции 8,5 мл 50 % изопропанола, х.ч., 
перемешивая на лабораторном шейкере «Laboratory 
shaker type 358S» (Elpan, Польша) после каждого до-
бавления в течение одного часа. Изопропанольный 
экстракт был подвержен гидролизу 5 % раствором 
кислоты хлористоводородной, ч.д.а. в 50 % изопропа-
ноле, ч.д.а. (10 мл 5 % раствора кислоты хлористово-
дородной, х.ч. и 10 мл 99,9 % изопропанола, х.ч.) в те-
чение 4  часов на песчаной бане при температуре 
70  °С при мощности 150  Вт. Суммарный объём экст- 
ракта до начала термического гидролиза составлял 
28,5 мл. По мере испарения изопропанола и умень-
шения объёма экстракта в процессе кислотного гид- 
ролиза на протяжении 4 часов в колбу добавляли 
смесь 10  мл 5 % раствора кислоты хлористоводород-
ной и 10  мл 99,9 % изопропанола. После проведения 
термического кислотного гидролиза надосадочную 
жидкость (изопропанольный экстракт) декантирова-
ли в фарфоровые чашки для упаривания остаточной 
жидкой фазы на песчаной бане до получения сухого 
остатка, не допуская подгорания последнего. Массу 
сухих остатков взвешивали на аналитических весах 
Acculab ALC-210d4 с точностью до четвёртого знака 
после запятой. В дальнейшем от каждой массы сухих 
остатков отбирали по 100 мг (точная навеска) сухого 
экстракта, помещали в виалы объёмом 10 мл.

Этап проподготовки №  2. В каждую виалу до-
бавляли по 10 мл 50 % изопропанола. В дальнейшем 
проводили экстракцию в виалах в ванне ультразву-
ковой ВУ-09-«Я-ФП»-03 (ООО  «Ферропласт Медикал», 
Россия) при комнатной температуре в течение 15 ми-
нут. Отбирали по 5 мл из каждой виалы надосадочной 
жидкости и фильтровали через фильтр с размерами 
пор 0,45  мкм. Отбрасывали первые 4 мл экстракта, и 
отбирали по 1 мл полученного фильтрата в пробир-
ку микроцентрифужную «эппендорф» с крышкой для 
центрифугирования объёмом 1,5 мл. Далее центри-
фугировали на центрифуге ОПн-8 (ОАО   НК  «Дастан», 
Россия) в течение 20  минут при 8000 об/мин и отби-
рали 1000 мкл надосадочной жидкости в виалу для  
ВЭЖХ-УФ анализа.

Методика определения времени  
удерживания диосгенина в заданных  
хроматографических условиях  
с использованием раствора РГСО диосгенина  
с концентрацией 250 мкг/мл

Для определения времени удерживания диосге- 
нина в данной хроматографической системе ВЭЖХ-УФ 
производили инжекцию раствора РГСО диосгенина с 
концентрацией 250 мкг/мл в колонку. Объём инжек-
ции составлял 60 мкл (3-кратное значение от объёма 
петли инжектора в 20 мкл). Фиксировали время появ-
ления наиболее выраженного пика в диапазоне вре-
мён от 0 до 30 минуты.

Рабочая длина волны была установлена на 205  нм 
для количественного анализа РГСО диосгенина при 
стабильности базовой линии, отсутствии пиковых по-
мех и максимальной степени поглощения диосге-
нином при заданной длине волны. Был выбран изо-
кратический режим элюирования для разделения 
диосгенина в образцах растительных экстрактов [со-
гласно паспорту анализа фитохимического стандар-
та диосгенина компании «Chromadex» (США), лот 
№ 00004916-351].

Методика проведения холостого опыта  
с использованием только подвижной фазы  
в изократическом режиме

Холостой опыт был проведён с использованием 
только подвижной фазы. Подвижная фаза состояла из 
одного компонента: ацетонитрил 99,9 %, ч.д.а. (фаза А).

В данных условиях методом ВЭЖХ-УФ РГСО не бы-
ло обнаружено. Следовательно, случайные и система-
тические ошибки исключались при последующих ка-
чественном и количественном анализах растительных 
экстрактов.

Методика проведения холостого опыта  
с использованием только  
комбинированного растворителя

Холостой опыт был проведён инъекцией в хро-
матографическую колонку лишь комбинированно-
го растворителя: 99,9 % ацетонитрил – вода деио-
низированная – 99,9 % изопропанол в соотношении 
8:1:1 с использованием изократического режима 
элюирования.

В данных условиях методом ВЭЖХ-УФ РГСО не 
было обнаружено. Следовательно, случайные и сис- 
тематические ошибки исключались при последую-
щих качественном и количественном анализах расти-
тельных экстрактов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Нами было проанализировано растительное сы-

рьё – семена пажитника сенного, по описанной вы-
ше методике. Предварительно была определена  
абсолютная влажность сырья семян пажитника сен-
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ного с использованием пакета статистической прог- 
раммы «Stata MP15». Переменные с целью проведения 
анализа 6 образцов семян пажитника сенного пред-
ставлены в таблице 1.

Таблица 1. Переменные для расчёта абсолютной влажности  
растительного сырья – семян пажитника сенного  
(Trigonella foenum-graecum L.)

Table 1. Variables for calculating the absolute moisture content  
of plant materials – seeds of hay fenugreek  
(Trigonella foenum-graecum L.)

Масса бюкса 
пустого с крышкой, 

доведённая  
до постоянного 

значения, г
Empty weight with 

lid, brought to a 
constant value, g

Масса сырья до 
высушивания, г
The mass of raw 
materials before 

drying, g

Масса сырья после 
высушивания, 
доведённого 

до постоянного 
значения, г

The mass of raw 
materials after 

drying, brought to a 
constant value, g

35,9140 2,0062 1,7907

34,4972 2,0048 1,7951

44,7062 2,0080 1,7894

33,0385 2,0008 1,7812

35,5304 2,0015 1,7860

30,8405 2,0036 1,7977

Значения абсолютной влажности рассчитывали  
по формуле без перевода в проценты:

W
m m

m
=

− 1 .

W1 = (2,0062 – 1,7907)/2,0062 = 0,1074.

W2 = (2,0048 – 1,7951)/2,0048 = 0,1046.

W3 = (2,0080 – 1,7894)/2,0080 = 0,1089.

W4 = (2,0008 – 1,7812)/2,0008 = 0,1098.

W5 = (2,0015 – 1,7860)/2,0015 = 0,1077.

W6 = (2,0036 – 1,7977)/2,0036 = 0,1028.

На основании детального описательного анали-
за переменной можно предварительно сделать вывод 
о том, что данные по абсолютной влажности имеют 
нормальное распределение.

Таким образом, метрологические характеристики 
по расчёту показателя абсолютной влажности сырья – 
семян пажитника сенного: средняя арифметическая 
(Mean) = 0,1069 или 10,69 % (95 % ДИ: 0,1041–0,1097). 
Стандартное отклонение (Std. dev.) = 0,0026606. Со-
держание влаги для семян пажитника сенного по  
Eur. Ph. Vol. 7.0 должно быть не более 12,00 %.

Идентификация и количественное определение 
стероидного сапогенина диосгенина осуществлялось 
методом ВЭЖХ-УФ с использованием ультрафиоле-
тового детектора при длине волны 205 нм с исполь-
зованием EMS-метода (метод внешнего стандарта) и 
«ручным» подсчётом содержания диосгенина в расти-
тельном сырье.

Согласно литературным данным, наибольшее ко-
личество диосцина и, следовательно, диосгенина со-
держится в семенах пажитника сенного. Одним из 
методов, позволяющих определить структуру сте-
роидных сапонинов, является кислотный гидролиз  
последних с образованием агликона сапогенина. В 
указанном методе ВЭЖХ-УФ время выхода диосгени-
на составляет 15 минут. Проводили хроматографиро-
вание лишь подвижной фазы (ацетонитрил 99,9 %, 
х.ч.), так и комбинированного растворителя. На  
хроматограммах отсутствовали пики диосгенина, что 
позволяет избежать возникновение в дальнейшем 
случайных и систематических ошибок при постановке 
EMS-методики ВЭЖХ-УФ анализа.

С целью автоматического подсчёта концентрации 
диосгенина в растительных экстрактах в программе 
«Мультихром» использовали серию градуировочных 
растворов РГСО диосгенина в диапазоне концентра-
ций от 62,5 до 1000 мкг/мл в вышеуказанных хрома-
тографических условиях.

Для идентификации диосгенина по времени вы-
хода в указанных хроматографических условиях и 
определения площади пика диосгенина с целью рас-
чёта концентрации диосгенина «ручным» способом в 
растительном экстракте методом внешнего стандар-
та с использованием раствора РГСО диосгенина с кон-
центрацией 250 мкг/мл производили инжекцию дан-
ного раствора в инжектор.

На рисунке 1 представлена хроматограмма раст- 
вора РГСО диосгенина с концентрацией 250 мкг/мл. 
При этом время выхода диосгенина в указанных хро-
матографических условиях составило 15,2 минут. В 
отчёте площадь пика рабочего раствора РГСО ди-
осгенина с концентрацией 250 мкг/мл составила 
2396,14 mAU ∙ с.

Рисунок 1. Хроматограмма стандартного раствора РГСО  
диосгенина в указанных хроматографических условиях с 
концентрацией 250 мкг/мл

Пик 1 – пик диосгенина

Figure 1. Chromatogram of a standard solution of RGSO diosgenin 
in the indicated chromatographic conditions with a concentration 
of 250 μg/ml

Peak 1 – Diosgenin Peak
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В результате анализа 1-го образца растительно-
го экстракта семян пажитника сенного в указанных 
хроматографических условиях была получена хрома-
тограмма, представленная на рисунке 2.

На рисунке 2 представлена хроматограмма рас-
тительного экстракта семян пажитника сенного. При 
этом время выхода диосгенина в указанных хроматог- 
рафических условиях – 15 минут. В отчёте програм-
мы «Мультихром» версии 3.4.02022, разработанной 
ООО «Амперсенд» (Россия), площадь пика диосгенина 
составила 833,47 mAU ∙ с.

Расчёт концентрации диосгенина после проведе-
ния 2 этапов пробоподготовки в растительном экст- 
ракте семян пажитника сенного ESM-методом.

иссл. станд. аликв.
экстр.

станд. 1станд. 2 станд.
.

100 %

S a V P
C

S V V

⋅ ⋅ ⋅
=

⋅ ⋅ ⋅

Cэкстр. = (Sиссл. ∙ aстанд. ∙ Vаликв. ∙ P)/(Sстанд. ∙ V1 станд. × 

× V2 станд. ∙ 100 %) = (833,47 ∙ 20 мг ∙ 2,5 мл × 

× 98,5%)/(2396,14 ∙ 20 мл ∙ 10 мл ∙ 100 %) = 0,08566 мг/мл.

Для последующих 5 образцов растительных экст- 
рактов проводились аналогичные расчёты.

Расчёт содержания диосгенина в сухом сырье:

экстр. сух.
иссл.

сух.1

100 %
.

(100 % %)

C V a
C

a a W

⋅ ⋅ ⋅
=

⋅ ⋅ −

Сиссл. = (Сэкстр. ∙ V ∙ aсух. ∙ 100 %)/(aсух. 1 ∙ a ∙ (100 % – W %)) = 

= (0,08566 мг/мл ∙ 10 мл ∙ 276 мг ∙ 100%)/(100 мг × 

× 500 мг ∙ (100 % – 10,74 %) = 0,005297 мг/мг 

или 5,297 мг/г ≈ 5,3 мг/г.

Для последующих 5 образцов растительных экст- 
рактов проводились аналогичные хроматографичес- 
кие исследования в указанных идентичных хроматог- 
рафических параметрах и расчёты.

Всего было проанализировано 6 образцов экст- 
рактов семян пажитника сенного с использованием 
комплекса пробоподготовки. Данные отражены в 
таблице 2.

Для оценки усреднённого содержания в семенах 
пажитниках сенного диосгенина с учётом влажности 
сырья использовали методы описательной статисти-
ки. Среднее содержание диосгенина (после кислот-
ного гидролиза диосцина) в семенах пажитника сен-
ного с учётом влажности сырья составляет (M ± σ) 
5,3 ± 0,05 мг/г (95 % ДИ: 5,1–5,4 мг/г; n = 6).

Таблица 2. Результаты анализа методом ВЭЖХ-УФ растительных экстрактов семян пажитника сенного  
с использованием комплекса пробоподготовки рассчитанные ESM-методом

Table 2. Results of HPLC-UV analysis of plant extracts of hay fenugreek seeds after complex sample preparation, calculated by ESM 
method

№ 
образца
Sample 

No.

Содержание диосгенина
Diosgenin content

Масса сухого остатка 
после кислотного 

гидролиза и упаривания, 
мг

Dry residue weight after 
acid hydrolysis and 

evaporation, mg

Навеска сухого остатка 
после кислотного 

гидролиза и 
упаривания, взятая для 

последующего 2-го этапа 
пробоподготовки, мг

A portion of the dry residue 
after acid hydrolysis and 

evaporation, taken for
subsequent 2nd stage

sample preparation, mg

Площадь пика 
образца,  

mAU ∙ с
The peak area 
of the sample, 

mAU ∙ s

Содержание в 
экстракте из семян 
пажитника сенного 
после двух этапов 
пробоподготовки 

(Сэкстр.), мг/мл
The content in the 

extract from the seeds 
of hay fenugreek after 
two stages of sample 

preparation (Sext.), mg/ml

Содержание в 
сухом исходном 
сырье – семенах 

пажитника сенного 
(Сиссл.), мг/г

Content in dry 
feedstock - seeds of 
hay fenugreek (Sissl.), 

mg/g

1 276,00 100 833,47 0,08566 5,3

2 283,50 102 800,45 0,08226 5,1

3 281,55 99,5 825,95 0,08488 5,4

4 273,45 101 830,45 0,08534 5,2

5 282,20 102 840,00 0,08633 5,4

6 275,50 100 828,25 0,08512 5,2

Рисунок 2. Хроматограмма растительного экстракта семян па-
житника сенного в указанных хроматографических условиях 

Пик 1 – пик диосгенина

Figure 2. Chromatogram of a plant extract of hay fenugreek seeds 
under the indicated chromatographic conditions

Peak 1 – Diosgenin Peak
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе была оптимизирована мето-

дика экстракции диосгенина (после кислотного ги-
дролиза диосцина 5 % водным раствором кисло-
ты хлористоводородной при нагревании в течение 
не менее 4 часов на песчаной бане при мощности  
последней в 150 Вт) из сырья семян пажитника 
сенного с использованием 50 % водного раствора  
изопропанола, х.ч. Была предложена упрощённая ме-
тодика хроматографического разделения диосгенина 
из экстрактов семян пажитника сенного с использо-
ванием изократического режима элюирования 99,9 % 
ацетонитрилом, х.ч.
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