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Введение. Золототысячник обыкновенный является типичным представителем отечественного лекарственного растительного сырья (ЛРС) травы золототысячника, поэтому существует необходимость в стандартизации требований к качеству ЛРС для данного вида сырья [1, 3, 4].

Стандартизованные требования к качеству травы золототысячника представлены в монографиях ведущих фармакопей: монография «Centaury» Европейской Фармакопеи (EP 8.4), монография «Tausendgüldenkraut» Немецкой Фармакопеи (DAB 10), монография «Centaury» Британской растительной фармакопеи (BHP) и статья «Трава золототысячника» Государственной Фармакопеи СССР (ГФ ХI) [3, 5, 6, 8]. В настоящее время в Государственной фармакопее Украины (ГФУ) отсутствует монография на траву золототысячника.
Одним из методов идентификации травы золототысячника в монографиях является метод тонкослойной хроматографии (ТСХ).

В ГФ ХI идентификация травы золототысячника методом ТСХ не представлена. По предварительным исследованиям [2] было установлено, что в условиях DAB 10 не наблюдается разделение хроматографических зон свертиамарина и рутина, а также время хроматографирования практически в три раза больше, чем в условиях EP 8.4.
Целью нашей работы является сравнение условий хроматографирования методик идентификации травы золототысячника методом ТСХ в соответствии с требованиями BHP и EP 8.4 [5, 6, 9].
Материалы и методы. Сырьем для исследований были 7 серий травы золототысячника, собранной в 2014 году, из разных регионов Украины.
При проведении идентификации травы золототысячника методом ТСХ в соответствии с требованиями BHP в качестве подвижной фазы используется система растворителей: этилацетат – муравьиная кислота безводная – ледяная уксусная кислота – вода (100: 11: 11: 27). Испытуемые растворы готовят следующим образом: к 1,0 г измельченного в порошок ЛРС добавляют 10 мл метанола, нагревают в течение 10-15 мин на теплой водяной бане и после охлаждения фильтруют. В качестве раствора сравнения используется 0,025 % раствор рутина в метаноле.
При проведении идентификации травы золототысячника методом ТСХ в соответствии с требованиями EP 8.4 в качестве подвижной фазы используется система растворителей: вода – муравьиная кислота безводная – этилформиат (4:8:88). Испытуемые растворы готовят следующим образом: к 1,0 г измельченного в порошок сырья добавляют 25 мл метанола, встряхивают в течение 15 мин и фильтруют. Фильтрат выпаривают досуха под вакуумом при температуре не выше 50 °С, полученный остаток переносят малыми количествами метанола до получения 5 мл раствора, который может содержать осадок. Раствор сравнения: 1 мг рутина и 1 мг свертиамарина растворяют в 1 мл метанола.
В монографии BHP на траву золототысячника идентификация методом ТСХ проводится с использованием маркера – рутина, относительно которого идентифицируют основные хроматографические зоны. Поскольку в сырье основным классом биологически активных веществ (БАВ) являются секоиридоидные гликозиды, которые обуславливают фармакологическую активность ЛРС [4, 7, 10], то для более полной идентификации было предложено использовать раствор сравнения из методики EP 8.4. Поэтому маркерными веществами были выбраны свертиамарин (представитель секоиридоидных гликозидов) и рутин (представитель флавоноидов).
В условиях EP 8.4 испытуемые растворы и раствор сравнения наносят на обычную аналитическую пластинку для ТСХ (Supelco Silica gel 60 F254 фирмы «Sigma-Aldrich») по 10 мкл и высушивают в течение 5-10 мин, затем помещают в хроматографическую камеру со смесью растворителей. Сначала детектирование характерных зон поглощения проводят в УФ-свете при длине волны 254 нм, затем опрыскивают раствором анисового альдегида, нагревают при температуре 100-105 ºС и просматривают при дневном свете. 
В условиях BHP испытуемые растворы и раствор сравнения наносят на обычную аналитическую пластинку для ТСХ (Supelco Silica gel 60 F254 фирмы «Sigma-Aldrich») по 20 мкл и высушивают в течение 5-10 мин, затем помещают в хроматографическую камеру со смесью растворителей. Проявление хроматограмм проводят 1 % раствором аминоэтилового эфира дифенилборной кислоты в метаноле и 5% раствором полиэтиленгликоля 4000 в 96% этаноле. Детектирование характерных хроматографических зон проводят в УФ-свете с длиной волны 365 нм.

Результаты и обсуждение. В условиях методики идентификации BHP в растворе сравнения наблюдается одна желто-оранжевая флуоресцирующая полоса. Таким образом, было установлено, что указанные хроматографические условия не подходят для разделения характерных хроматографических зон свертиамарина и рутина.

В испытуемом растворе наблюдается бирюзовая флуоресцирующая полоса с Rf около 1,5 и семь разных, близко расположенных желто-оранжевых флуоресцирующих полос, с Rf от 0,3 до 1,1, что соответствует требованиям BHP.
В условиях методики BHP недостатком является длительное время хроматографирования по сравнению с EP 8.4 (почти в 3 раза больше).

В соответствии с требованиями методики EP 8.4 при визуальном контроле на хроматограмме раствора сравнения наблюдается четкое разделение хроматографических зон рутина и свертиамарина. Все исследуемые образцы сырья имеют четко выраженные характерные зоны относительно рутина и свертиамарина, что подтверждает качество травы золототысячника.
Выводы. Исходя из вышеприведенных исследований, наиболее приемлемыми хроматографическими условиями разделения свертиамарина и рутина являются требования EP 8.4, а также в этих условиях проводится более полная идентификация характерных БАВ, которые входят в состав ЛРС травы золототысячника.
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