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НАТУРОТЕРАПИЯ

РАЗРАБОТКА И ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДИКИ ОЦЕНКИ  
ПОДЛИННОСТИ СБОРА ЖЕЛЧЕГОННОГО №3

О.В. Евдокимова
ГОУ ВПО Московская медицинская академия им. И.М. Сеченова (г. Москва)

РЕЗЮМЕ
В настоящее время особенно важна стандартизация средств растительного происхождения. Современные требования, 

предъявляемые к нормативной документации на лекарственные средства растительного происхождения, предполагают 
обязательное включение в национальные стандарты качества на лекарственное средство раздела «Качественные реакции». 
В данной статье предложена новая методика определения подлинности Сбора желчегонного №3 методом хроматографии  
в тонком слое сорбента, позволяющая идентифицировать этим методом 80 % компонентов сбора.

Ключевые слова: лекарственный растительный сбор, определение подлинности, хроматография в тонком слое сорбента.

ВВЕДЕНИЕ
Болезни желчного пузыря и желчевыво-

дящих путей (в первую очередь, хроничес-
кий холецистит и первичные дисфункции 
желчевыводящих путей) являются одними 
из наиболее распространенных и тяжелых 
заболеваний органов пищеварения. При этих 
заболеваниях назначают желчегонные средст-
ва и, в первую очередь, комплексные средства 
растительного происхождения, наиболее инте-
ресными из которых являются растительные 
сборы. Эти препараты обладают несомненными 
преимуществами – они эффективны и безопас-
ны, не вызывают привыкания, их рыночные 
цены ниже, чем на препараты синтетического 
происхождения. Поэтому желчегонные рас-
тительные препараты представляют интерес 
для всех слоев населения, включая малообес-
печенные. 

В настоящее время особенно важна стан-
дартизация средств растительного происхож- 
дения. Современные требования, предъявляе-
мые к нормативной документации на лекарст-
венные средства растительного происхожде-
ния, предполагают обязательное включение в 
национальные стандарты качества на лекарс-
твенное средство раздела «Качественные ре-
акции». В действующей документации на Сбор 
Желчегонный №3 [1] в раздел «Качественные 
реакции» включена методика определения ру-
тина, гиперозида и кверцетина методом ТСХ. 
Однако данная методика не позволяет уста-
новить подлинность (наличие тех или иных 
компонентов) сбора, а позволяет установить 
наличие только трех широко распространен-
ных в природе флавоноидов. 

Целью нашей работы являлось разработка 
методики обнаружения компонентов в Сборе 
Желчегонном №3 и ее валидация.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования служили модель-

ные и промышленные образцы Сбора Жел-
чегонного №3. Хроматографию в тонком слое 
проводили на пластинках «TLC Silica gel 60 
F254» Aluminium sheets (фирма MERCK, Гер-
мания) размером 100 x 100 мм. 

При разработке методики были исследова-
ны и подобраны оптимальные смеси для экс-
тракции веществ из сбора: 1. Этиловый спирт 
96 %; 2. Этиловый спирт 96 % – толуол (4:1);  
3. Этиловый спирт 96 % – толуол (1:1). 

Также были подобраны оптимальные ус-
ловия разделения, в том числе проанализи-
рованы подвижные фазы, используемые при 
анализе сырья, содержащего фенольные сое-
динения [2–4]: этилацетат – кислота муравь-
иная безводная – вода (65:15:20); этилацетат –  
кислота уксусная ледяная – вода (5:1:1); этила-
цетат – толуол – кислота муравьиная безвод-
ная – вода (60:20:10:4); этилацетат – толуол –  
кислота уксусная ледяная – вода (60:20:10:4); 
этилацетат – толуол – кислота муравьиная 
безводная – вода (60:10:10:4); этилацетат – то-
луол – кислота муравьиная безводная – вода 
(35:5:6:4).

В качестве растворов сравнения исполь-
зованы 0,5 % раствор рутина и 0,5 % раствор 
кверцетина в спирте этиловом 96 %, зоны, ко-
торых выполняли роль метчика на хромато-
грамме. В качестве детектирующего реагента 
использовали 1 % раствор дифенилборилокси-
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этиламина в спирте этиловом 96 % и 5 % раст-
вор полиэтиленгликоля.

Кроме того, были проанализированы под-
вижные фазы, используемые при анализе сы-
рья, содержащего липофильные соединения 
[2–4]: 1. Толуол – этилацетат (95:5); 2. Толуол – 
этилацетат – кислота уксусная ледяная – кис-
лота муравьиная безводная (38:2:3:2); 3. Толу-
ол – этилацетат – кислота уксусная ледяная –  
кислота муравьиная безводная (38:1:3:2);  
4. Толуол – этилацетат – кислота уксусная 
ледяная – кислота муравьиная безводная 
(38:0,5:3:2).

В качестве растворов сравнения исполь-
зованы 0,02 % раствор судана III в толуоле  
и 0,1 % раствор ментола в спирте этиловом  
96 %, зоны которых выполняли роль метчика 
на хроматограмме. В качестве детектирующе-
го реагента использовали 0,5 % раствор анисо-
вого альдегида.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенные исследования позволили 
установить, что наилучшее разделение фе-
нольных соединений Сбора Желчегонного 
№3 достигается в системе этилацетат – то-
луол – кислота муравьиная безводная – вода 
(35:5:6:4) в случае экстракции биологически 
активных веществ из сбора смесью этиловый 
спирт 96 % – толуол (4:1). 

После того, как фронт растворителя прой-
дет расстояние 8 см от линии старта, плас-
тинку вынимали из камеры, высушивали  
до удаления следов растворителей под тягой 
(при комнатной температуре) и просматрива-
ли в УФ-свете при длине волны 365 нм.

На хроматограмме раствора стандартных 
образцов (СО) рутина и кверцетина обнаружи-
валась зона желтого, зелено-желтого или жел-
то-зеленого цвета с R

f
 около 0,85 (кверцетин), 

принятая за R
s
 = 1,0.

 
На хроматограмме сбора обнаруживалась 

зона желто-зеленого или зеленого цвета с R
s
 око-

ло 0,5 (по кверцетину), зоны голубого цвета с R
s
 

около 0,8 и 0,9, зона фиолетового цвета с R
s
 око-

ло 1,0 (зона соответствует цветкам ромашки).
Затем пластинку нагревали при 100–105 оС 

в течение 5–10 минут и теплую обрабатывали 
последовательно 1% раствором дифенилбо-
рилоксиэтиламина в этаноле и 5 % раствором 
полиэтиленгликоля. Через 15 мин. после об-
работки пластину просматривали в УФ-свете 
при длине волны 365 нм.

На хроматограмме раствора СО рутина  
и кверцетина обнаруживалась зона желтого 
цвета с R

f
 около 0,85 (кверцетин), принятая за 

R
s
 = 1,0 и зона желтого цвета с R

s
 по кверцети-

ну около 0,2 (рутин).
На хроматограмме сбора обнаруживались 

зона желто-зеленого или зеленого цвета с R
s
 

(по кверцетину) около 0,05 (зона соответствует 
цветкам календулы), зоны зеленовато-желто-
го, желто-оранжевого или оранжевого цвета 
с R

s
 около 0,45 и 1,0; зоны голубого цвета с R

s
 

около 0,35, 0,6, 0,8 и 0,9 (зона соответствует 
листьям мяты перечной). Допускается наличие 
зоны желто-оранжевого или оранжевого цвета 
R

s
 (по кверцетину) около 0,2 и красной зоны  

с R
s
 около 0,25; а также наличие других зон.

Фотография хроматограммы фенольных со-
единений модельной смеси сбора и отдельных 
компонентов сбора представлена на рис. 1.

В связи с тем, что в состав Сбора Желче-
гонного №3 входят 5 компонентов (Ромашки 
цветки, Мяты перечной листья, Ноготков цвет-
ки, Тысячелистника трава и Пижмы цветки),  
а приведенная выше методика позволяет иден-
тифицировать наличие только трех компонен-
тов (Ромашки цветки, Мяты перечной листья, 
Ноготков цветки), нами предложено проводить 
определение подлинности компонентов сбора 
по липофильным веществам методом ТСХ.

Проведенные исследования позволили ус-
тановить, что наилучшее разделение липо-
фильных соединений Сбора Желчегонного №3 
достигается в системе толуол – этилацетат –  
кислота уксусная ледяная – муравьиная кис-
лота безводная (38:0,5:3:2) в случае экстракции 
веществ из сбора смесью этиловый спирт 96 % –  
толуол (4:1).

После того, как фронт растворителя прой-
дет расстояние 8 см от линии старта, плас-
тинку вынимали из камеры, высушивали до 
удаления следов растворителей под тягой (при 
комнатной температуре).

Затем хроматограмму обрабатывали рас-
твором анисового альдегида и нагревали  
в сушильном шкафу 2–3 мин. при 100–105 оС.  
Хроматограмму сразу просматривали при 
дневном свете. 

На хроматограмме раствора СО судана III 
и ментола обнаруживали зона фиолетового, 
фиолетово-голубого, синего или голубого цвета  
с R

f
 около 0,6 (судан III), принятая за  R

s
 = 1,0 и 

зона фиолетовая цвета с R
s
 около 0,65 (ментол).

На хроматограмме сбора обнаруживали 
зоны фиолетового цвета с R

s
 около 0,65; 0,75; 
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Рис. 1. Фотографии хроматограммы фе-
нольных соединений модельной смеси 
сбора и компонентов сбора.
А – хроматограмма в УФ-свете до обра-
ботки 1 % раствором дифенилборилок-
сиэтиламина в этаноле и 5 % раствором 
полиэтиленгликоля.
Б – хроматограмма в УФ-свете после об-
работки 1% раствором дифенилборилок-
сиэтиламина в этаноле и 5% раствором 
полиэтиленгликоля: 
1. Листья мяты перечной; 
2. Трава тысячелистника; 
3. Рутин и кверцетин; 
4. Цветки ромашки; 
5. Цветки пижмы; 
6. Модельная смесь сбора Желчегонного 
№3; 
7. Цветки календулы. 
Система растворителей: этилацетат – то-
луол – кислота муравьиная безводная –  
вода (35:5:6:4); пластинка «TLC Silica 
gel 60 F254» Aluminium sheets (фирма 
MERСK, Германия); расстояние пробега 
растворителя 8 см.

Рис. 2. Фотография хроматограммы ли-
пофильных соединений модельной сме-
си сбора и компонентов сбора в дневном 
свете: 
1. Листья мяты перечной; 
2. Трава тысячелистника; 
3. Рутин и кверцетин; 
4. Цветки ромашки; 
5. Цветки пижмы; 
6. Модельная смесь сбора Желчегонного 
№3; 
7. Цветки календулы. 
Система растворителей: толуол – этила-
цетат – кислота уксусная ледяная – му-
равьиная кислота безводная (38:0,5:3:2); 
пластинка «TLC Silica gel 60 F254» 
Aluminium sheets (фирма MERСK, Гер-
мания); расстояние пробега растворителя 
8 см.

0,80 и 1,40, зона бледно-фиолетового цвета  
с R

s
 около 1,20 (зона соответствует траве ты-

сячелистника).
Фотография хроматограммы липофильных 

соединений модельной смеси сбора и отдельных 
компонентов сбора представлена на рис. 2.

Предложенная методика позволяет иденти-
фицировать в Сборе Желчегонном №3 траву 
тысячелистника среди 5 компонентов сбора. 

Валидация разработанных методик прово-
дилась по специфичности и пригодности хро-
матографической системы. Специфичность 
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методик оценивалась по совпадению хрома-
тографических профилей различных серий 
сбора, по основным зонам между собой и их 
соответствие описанию методики. Количество 
испытуемых серий сбора было не менее трех. 
Хроматографические профили различных се-
рий совпали по основным зонам между собой  
и соответствуют описанию методики. 

В качестве показателя пригодности хрома-
тографической системы в случае идентифика-
ции фенольных соединений выбрали разреше-
ние между характерными зонами стандартных  
образцов рутина и кверцетина с R

s
 около 0,2  

и R
s
 около 1,0, соответственно. Значение раз-

решения между указанными зонами составило 
не менее 10,0. 

В качестве показателя пригодности хрома-
тографической системы в случае идентифика-
ции липофильных веществ выбрали разреше-
ние между характерными зонами стандартных 
образцов судана III и ментола с R

s
 около 1,0  

и R
s
 около 0,65; соответственно. Значение раз-

решения между указанными зонами составило 
не менее 2,0.

ВЫВОДЫ
1. Разработана и валидирована методика 

определения фенольных соединений в Сбо-
ре Желчегонном методом ТСХ, позволяющая 
обнаружить 3 компонента сбора – Ромаш-
ки цветки, Мяты перечной листья, Ноготков 
цветки. Полученные результаты включены  
в проект ФСП  Фитогепатол® №3 ОАО «Крас-
ногорсклексредства».

2. Разработана и валидирована методика 
определения липофильных веществ в Сборе 
Желчегонном методом ТСХ, позволяющая об-
наружить 1 компонент сбора – Тысячелистни-
ка траву. Полученные результаты включены  
в проект ФСП Фитогепатол® №3 ОАО «Крас-
ногорсклексредства».

3. Цветки пижмы не были идентифицирова-
ны ни одной из двух методик, т.к. их содержа-
ние в сборе составляет 8 % и их биологически 
активные вещества маскируются компонента-
ми других составляющих сбора.
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