МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

ГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ КАЧЕСТВА ЛЕКАРСТВЕННОГО СРЕДСТВА

ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ


Листья березы                                                                  ФС 
Folia betulae                                                                      Взамен ВФС 42-2487-95
 

Cобранные в период вегетации (июнь-июль) и высушенные листья березы бородавчатой – Betula pendula Roth (Betula verrucosa Ehrh.)и березы пушистой – Betula pubescens Ehrh., сем. Березовые – Betulaceae.

Подлинность

Внешние признаки. Цельные и измельченные листья. Сырье представляет собой цельные или частично измельченные (кусочки листьев различной формы, проходящие сквозь сито с отверстиями диаметром 7 мм) листья простые, черешковые, без прилистников. Листовые пластины ромбические, треугольные или треугольно-яйцевидные по форме длиной от 3,0 до 6,5 см, шириной от 2,0 до 5,5 см. Черешки гладкие, длиной от 1,5 до 2,0 см и диаметром 0,5-0,7 мм. Верхушка листа заостренная, основание клиновидное, округлое. Край листовой пластинки дважды остропильчатый. Жилкование перистое. Листовая пластинка слабо опушенная по всей поверхности с обеих сторон (B. pubescens) или почти голая, с редкими волосками по краю ближе к верхушке и по жилкам с нижней стороны (B. pendula), золотисто-желтые блестящие железки по всей поверхности с обеих сторон листовой пластинки и на черешке.
Цвет листьев с верхней стороны зеленый, коричневато-зеленый, с нижней стороны светло-зеленый, серо-зеленый, светлый коричневато-зеленый. 

Запах слабый. Вкус водного извлечения горьковатый.
Порошок. Порошок представляет собой кусочки листьев, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 0,5 мм. Цвет зеленый. Запах  слабый. Вкус слегка горьковатый.
Макроскопические признаки. Цельные и измельченные листья. Листовая пластина дорзовентрального типа. Столбчатый мезофилл двух-, трехслойный. Эпидермис верхней стороны листа сложен из клеток геометрически правильных многоугольников (4-6-угольные). 
Клетки эпидермиса нижней стороны листовой пластинки в очертании более извилистые, размерами сравнимы с клетками верхнего эпидермиса или несколько мельче.

Устьичный аппарат анамоцитного типа. Околоустьичные клетки в числе 4-8, чаще 6. Устьица расположены преимущественно с нижней стороны листовой пластинки. 
В обкладочной паренхиме жилок листовой пластинки локализованы крупные ромбической формы монокристаллы и мелкие друзы.

В эпидермисе крупные железистые трихомы, расположенные с обеих сторон листа, чаще по жилкам. Железки с крупными бесцветными головками, размером от 50 до 100 мкм. Головки сложены из большого количества клеток и расположены лучами от центра. Кутикула над головкой мощная, чешуйчатая, нередко отслаивается, обнажая клетки, формирующие головку трихомы. Клетки ножки железок, как правило, окрашены пигментом темно-коричневого цвета (рис.1-4). Кутикула обусловливает глянцевую, слегка шершавую поверхность листа. 

По жилкам и по краю листовой пластинки встречаются простые одноклеточные волоски с толстыми стенками, расширенным основанием и заостренной верхушкой. Вблизи жилок видны друзы оксалата кальция.
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Рисунок – 1 Морфолого-анатомические особенности сырья листьев березы:
1 – верхний эпидермис; 2 – продолговатые железки; 3 –  железка на поперечном сечении; 4 – листовая пластинка на поперечном сечении; 5 –жилка верхнего эпидермис; 6 – округлые железки; 7 – устьичные аппараты  нижнего эпидермиса; 8 – проводящий пучок на поперечном сечении; 9 – монокристаллы и друзы в жилке листа; 10 – волоски по краю (ув. × 40); 11 – волоски по краю (ув. × 100); 12 – волоски по жилке
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Рисунок 2 – Микроскопия листьев березы измельченных (d=7 мм). Фрагменты листовых пластинок с железками:А – Фрагменты листовых пластинок (ув. × 20); Б – Фрагмент листовой пластинки с железками (ув. × 40). 1 –фрагменты мезофилла; 2 – жилки; 3 – эфиромасличные железки
Порошок. Представляет собой сильно измельченные листья березы с размером частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 0,5 мм. 
Эпидермис частиц сложен из клеток геометрически правильных (4-6-угольных). Устьичные аппараты крупные, анамоцитного типа. Околоустьичные клетки в числе 4-8, чаще 6. В обкладочной паренхиме жилок листовой пластинки в значительном количестве локализованы крупные ромбической формы монокристаллы и мелкие друзы (рис. 4). В эпидермисе встречаются железистые трихомы. Железки с крупными бесцветными многоклеточными головками, сложенными из радиально ориентированных клеток. Клетки ножки округлые и окрашены пигментом темно-коричневого цвета. Фрагменты жилок и тканей листовых пластинок могу содержать простые одноклеточные волоски, друзы оксалата кальция, пыльцевые зерна округлой формы (рис. 3).
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Рисунок 3– Микроскопия порошка листьев березы (d= 0,5 мм):
А – Общий вид порошка (ув. × 40); Б – фрагмент порошка с пыльцой (ув. × 100)
1 – фрагменты жилок; 2 – друзы; 3 – проводящие элементы жилки; 
4 – фрагменты листовых пластинок; 5 – пыльцевые зерна; 6 – клетки мезофилла
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Рисунок 4 – Микроскопия порошка листьев березы (d= 0,5 мм). Эпидермис:
А – Фрагмент эпидермы листовой пластинки (ув. × 400); Б – фрагмент эпидермы над жилкой (ув. × 400). 1 – устьице; 2 – клетки эпидермы; 3 – складки кутикулы; 4 – клетки эпидермы над жилкой; 5 – монокристаллы
Определение основных групп биологически активных веществ
1. 0,006 мл извлечения, приготовленного для качественной реакции 
№ 1, наносят микропипеткой на линию старта хроматографической пластинки  рядом 0,01 мл раствора СО гиперозида в спирте 70 %. Пластинку с нанесенными пробами помещают в камеру, которую предварительно насыщают не менее 1 ч смесью растворителей: хлороформ-спирт-вода 26:16:3, и хроматографируют восходящим способом.

Когда фронт растворителей пройдет около 8 см, пластинку вынимают из камеры, сушат на воздухе в течение 5 мин и просматривают в УФ-свете при длине волны 254 нм. На хроматограмме должно обнаруживаться доминирующая зона адсорбции фиолетового цвета (гиперозид) на уровне зоны адсорбции СО гиперозида с Rf  около 0,5. Допускается наличие других зона адсорбции.
Хроматограмму опрыскивают свежеприготовленным раствором диазобензолсульфокислоты, помещают в сушильный шкаф и выдерживают при температуре 110 °С в течение 5 мин. На хроматограмме должно проявиться доминирующая зона адсорбции желтовато-оранжевого цвета с Rf около 0,5, допускается наличие других зон адсорбции (рутина и других флавоноидов).

Примечания
1. Приготовление раствора СО гиперозида. См. раздел «Количественное определение». 
2. Подготовка хроматографических пластинок. Пластинки разрезают поперек линий накатки соответственно на 3 части размером 10 х 5 см и перед использованием активируют в сушильном шкафу при 110 °С в течение 1 ч. 
3. Приготовление раствора диазобензолсульфокислоты. 0,01 г диазобензолсульфокислоты растворяют в 10 мл натрия карбоната раствора 10 %. Раствор используют свежеприготовленным. 
4. Проверка пригодности хроматографической системы. Хроматографическая система считается пригодной, если выполняются следующие условия: на хроматограмме водно-спиртового извлечения листьев березы, а также рутина и гиперозида, используемых для проверки пригодности хроматографической системы, четко делятся зоны адсорбции рутина и гиперозида. Rf  основной зоны адсорбции (гиперозида) на хроматограмме испытуемого раствора должна быть около 0,5.

2. В колбу вместимостью 50 мл помещают 1 г измельченного сырья с размером частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 1 мм, прибавляют 10 мл спирта 40 % и нагревают с обратным холодильником при умеренном кипении на электроплитке с закрытой спиралью в течение 15 мин. Извлечение фильтруют через бумажный фильтр с красной полосой. К 1 мл извлечения прибавляют 10 капель кислоты хлористоводородной концентрированной, 0,015 г магния металлического и нагревают на кипящей водяной бане в течение 3 мин. Через 5 мин появляется розовое окрашивание (флавоноиды). 
Числовые показатели. Цельные листья. Содержание суммы флавоноидов в пересчете на гиперозид должно быть не менее 2 %, влажность не более 10 %, золы общей не более 7 %, золы, нерастворимой в хлористоводородной кислоте не более 2 %, других частей растения не более 2 %, органической примеси не более 1 %, минеральной примеси не более 3 %.

Измельченные листья. Содержание суммы флавоноидов в пересчете на гиперозид должно быть не менее 2 %, влажность не более 10 %, золы общей не более 7 %, золы, нерастворимой в хлористоводородной кислоте не более 2 %, органической примеси не более 1 %, минеральной примеси не более 3 %.

Порошок листьев. Содержание суммы флавоноидов в пересчете на гиперозид должно быть не менее 2 %, влажность не более 12 %, золы общей не более 8 %, золы, нерастворимой в хлористоводородной кислоте не более 2,5 %, органической примеси не более 1 %, минеральной примеси не более 3 %.

Количественное определение. Аналитическую пробу березы листьев измельчают до величины частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 1 мм. Около 1,0 г (точная навеска) помещают в коническую колбу вместимостью 200 мл с притертой пробкой, прибавляют 100 мл спирта 50 % и взвешивают на тарирных весах с точностью ± 0,01 г. Колбу с содержимым присоединяют к обратному холодильнику и нагревают на кипящей водяной бане в течение 2 ч. После охлаждения до комнатной температуры колбу взвешивают, доводят ее содержимое спиртом 50 % до первоначальной массы, перемешивают и фильтруют через бумажный фильтр. 1 мл полученного извлечения помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, прибавляют 1 мл алюминия хлорида раствора 2 % в спирте 95 % и доводят объем спиртом 95 % до метки. Через 30 мин измеряют оптическую плотность раствора на спектрофотометре при длине волны 412 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм.


В качестве раствора сравнения используют раствор, состоящий из 1 мл извлечения, доведенный спиртом 95 % до метки в мерной колбе вместимостью 25 мл. 

Параллельно измеряют оптическую плотность раствора СО гиперозида, приготовленного аналогично испытуемому раствору.
Содержание суммы флавоноидов в пересчете на гиперозид в сырье в процентах (Х) вычисляют по формуле:
 

     D x   mo x 1 x 100 х 25 х 100            

           X   =  -------------------------------------- ,  где:

                    Do  x 1 x 50 x 25 x m x  (100-W)                         

D – оптическая плотность испытуемого раствора;

D0 – оптическая плотность раствора СО гиперозида;
m0  – масса СО гиперозида, г;

m  – масса испытуемого образца сырья, г.

W – влажность, %. 


Содержание сумы флавоноидов в пересчете на гиперозид в сырье должно быть не менее 2,0 %.
Примечание
Приготовление раствора СО гиперозида. Около 0,02 г (точная навеска) СО гиперозида  растворяют в мерной колбе вместимостью 50 мл в 35 мл спирта 70 % при периодическом помешивании, доводят объем раствора тем же спиртом до метки (раствор А). 1 мл раствора А помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл доводят объем раствора до метки спиртом 95 % (раствор Б). Срок годности раствора 1 месяц.
Тяжелые металлы. Определение проводят согласно ОФС «Определение содержания тяжелых металлов и мышьяка в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препаратах».

Радиоактивность. Определение проводят согласно ОФС «Определение содержания радионуклидов лекарственном растительном сырье».

Остаточные количества пестицидов. Определение проводят согласно ОФС «Определение содержания остаточных пестицидов в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препаратах». 

Микробиологическая чистота. Определение проводят согласно ОФС «Микробиологическая чистота».

Упаковка, маркировка и транспортирование. Осуществляется с требованиями ОФС «Упаковка, маркировка и транспортирование лекарственного растительного сырья».

Хранение. Хранение ЛРС осуществляется с требованиями ОФС «Хранение лекарственного растительного сырья и лекарственных растительных препаратов».
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