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ФС 42-
Folia ginkgo




                   Вводится впервые

Настоящая фармакопейная статья распространяется на собранные в течение вегетационного периода и высушенные листья многолетнего культивируемого древесного растения гинкго двулопастного – Ginkgo biloba L. семейства гинкговые – Ginkgoaceae.
Подлинность

Внешние признаки. Цельное сырье. Представляет собой цельные или частично измельченные черешковые листья без прилистников светло-зелёного, желтовато-зеленого или желтого  цвета,  в очертании листовой пластинки веерообразные, на верхушке двулопастные с дихотомическим жилкованием и нисбегающим основанием, кожистые, голые, слегка гофрированные по краю. Размер листьев варьирует от 4 до 10 см. Изредка встречаются части укороченных побегов не превышающие 10% от общей массы сырья. 
Листовая пластинка как правило рассечена и имеет сверху более или менее глубокий V-образный вырез, рассекающий пластинку на 2 симметричные половинки, у некоторых листьев значительно. 
Запах характерный, вкус специфический, кисловатый, слегка вяжущий с горьким послевкусием. 
Измельчённое сырьё. Представляет собой фрагменты цельнокрайних листовых пластинок, черешков различной величины и формы, проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 7 мм. Цвет сырья зелёный, желтовато-зеленый или желтый, запах характерный, вкус специфический, кисловатый, слегка вяжущий с горьким послевкусием.

Микроскопические признаки. Цельное и измельченное сырье. При рассмотрении на поверхности осветленной листовой пластинки гинкго двулопастного отчётливо видны места дихотомического разветвления жилок, а также вытянутые по форме, разной протяжённости вместилища выделений. Ширина вместилищ одинаковая, равная приблизительно 0,2 мм, а длина варьирует в пределах от 2,7 мм и до 7 мм (рис. 1). Очевиден характер расположения вместилищ: они чередуются с жилками листовой пластинки. 

Клетки верхнего эпидермиса листовой пластинки с поверхности имеют неправильную, несколько вытянутую форму, с сильно извилистым краем и чётковидно утолщенными стенками (рис. 2). Клетки нижнего эпидермиса не отличаются по форме от клеток верхнего, однако их стенки не имеют ярко выраженных пор и утолщены равномерно (рис. 2). Скученные по несколько (от 2 до 4) устьица располагаются только на нижней стороне листа и несколько углублены (рис. 2). Углубленные в мезофилл, они окружены четырьмя–семью околоустьичными клетками, не отличающимися от остальных клеток эпидермиса (рис. 2). Замыкающие клетки устьиц содержат крахмал, дающий характерную реакцию на йод (рис. 3).

На поперечном срезе листовой пластинки видно, что эпидермис с обеих сторон листа кутинизирован (рис. 4). Под эпидермисом находится мезофилл. Мезофилл рыхлый, с небольшими межклетниками, состоит из однотипных паренхимных клеток почти всегда округлой, изодиаметрической формы. Клетки богаты хлоропластами, а также в них содержится крахмал в виде мелких включений (рис. 3). В мезофилле встречаются вместилища выделений (рис. 4). Каждое вместилище выстлано слоем живых клеток эпителия, которые выделяют секрет непосредственно в полость вместилища.

Эпидермальные клетки черешка листа, расположенные над жилкой прозенхимной формы, сильно вытянутые вдоль жилки, а между жилками более или менее паренхимные. На поперечном срезе черешка располагаются два пучка, ограниченные клетками паренхимы, также обнаружены вместилища выделений (рис. 5).  Клетки хлоренхимы черешка округлой изодиаметрической формы (рис. 5). Под эпидермисом находится двух-, трёхслойная гиподерма, состоящая из плотно сомкнутых клеток  с сильно утолщенными одревесневшими оболочками (рис. 5). На продольном срезе черешка в основной паренхиме локализованы крупные друзы, а между гиподермой и ксилемой наблюдается скопление друз небольшого размера (рис. 5).  Ксилема черешка представлена кольчатыми сосудами и трахеидами с окаймленными порами (рис.  5).  
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	Рисунок 1.  Осветленная листовая пластинка гинкго двулопастного:

А – увеличение (х 40); Б – увеличение (х 20);

Обозначения: 1 – дихотомическое разветвление жилки; 2 – жилка листа; 3 – вместилища выделений; 4 - листовая пластинка.


	[image: image2.jpg]




	Рисунок 2.  Эпидермис листовой пластинки гинкго двулопастного: А – верхний эпидермис (х 400); Б – нижний эпидермис (х 400).

Обозначения: 1 – клетка эпидермиса; 2 – клеточная стенка эпидермиса; 3 – устьичный аппарат.
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	Рисунок 3.  Продольный срез листовой пластинки гинкго двулопастного (х 400):

А – листовая пластинка до окраски раствором Люголя; Б – листовая пластинка после окраски раствором Люголя.

Обозначения: 1 – нижний эпидермис; 2 – мезофилл; 3 – устьице; 4 – проводящие элементы ксилемы; 5 – друза.
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	Рисунок  4.  Вместилище выделений листовой пластинки гинкго двулопастного. Поперечный срез (х 400).

Обозначения: 1 – верхний эпидермис; 2 – выстилающие клетки; 3 – полость вместилища; 4 – хлоренхима; 5 – нижний эпидермис.
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	Рисунок 5.   Черешок листа гинкго двулопастного, радиальный срез. Окраска раствором сернокислого анилина: А – черешок листа (х 40); Б – черешок листа (х 100).

Обозначения: 1 – эпидермис; 2 – гиподерма; 3 – хлоренхима; 4 – смоляной ход; 5 – пучок;   6 – флоэма; 7 – ксилема; 8 – друза; 9 – эндодерма.



Определение основных групп биологически активных веществ.  
1. Ультрафиолетовый спектр раствора Б (см. раздел «Количественное определение») в области от 190 нм до 500 нм имеет основной  максимум поглощения при 270 нм + 2 нм (флавоны – изогинкгетин и др.), «плечо» в области 350-360 нм (рис. 6).
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Рисунок  6. Электронный спектр раствора испытуемого раствора Б.

2. Тонкослойная хроматография.  0,01 мл  извлечения (см. раздел «Количественное определение» наносят микропипеткой в точку на линию старта хроматографической пластинки и рядом наносят 0,01 мл раствора СО рутина. Хроматографическую пластинку с нанесенной пробой помещают в вертикальную камеру, которую предварительно насыщают не менее 24 ч смесью растворителей: хлороформ(метиловый спирт(вода (26:14:3), и хроматографируют восходящим методом. Когда фронт растворителей пройдет около 8 см, пластинку вынимают из камеры, сушат на воздухе в течение 5 мин и просматривают в ультрафиолетовом свете при длине волны 254 нм. На хроматограмме должны появиться  два доминирующих пятна фиолетового цвета с величинами Rs около 1,2 (никотифлорин) и 2,0  (гинкгетин) относительно пятна  СО рутина. При проявлении хроматограммы извлечения свежеприготовленным щелочным раствором диазобензолсульфокислоты обнаруживается доминирующие пятна желто-оранжевого цвета с величиной Rs около 1,2 (никотифлорин) и 2,0  (гинкгетин) относительно пятна  СО рутина. 
Примечания
1. Подготовка пластинок. фроматографические пластинки  разрезают поперек  линий накатки на 3 части  размером  5 х 10 см  и  перед использованием  активируют  в сушильном шкафу при температуре 110 ОС в течение 1 ч.
2. Проверка пригодности хроматографической системы.
Хроматографическая   система   считается   пригодной,   если выполняются  следующие  условия: 

   - на хроматограмме СО рутина четко видно одно пятно;

   - чувствительность  обнаружения рутина 0,15 мкг;

    - Rf    пятна рутина должно  быть  около  0,4. 
3. Приготовление стандартного раствора. Около 0,02 г (точная навеска) рутина помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, растворяют в 30 мл 70% этилового спирта при нагревании на водяной бане. После охлаждения содержимого колбы до комнатной температуры доводят объем раствора 70% этиловым спиртом до метки. Срок годности раствора 1 мес.

4. Раствор для опрыскивания. Диазобензолсульфокислоты водный раствор.  
3. Цианидиновая реакция.  К 1 мл полученного извлечения  (см. раздел «Количественное определение») прибавляют цинк металлический (1 таблетка) или 0,1 г порошка магния, затем  прибавляют 1 мл концентрированной хлористоводородной кислоты; постепенно появляется розовое окрашивание (флавоноиды).
Числовые показатели. Цельное сырье. Содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин не менее 0,5 %, влажность не более 12 %, золы общей не более 10 %, золы, нерастворимой в хлористоводородной кислоте, не более 5 %, частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 2 мм, не более 5%, органической примеси не более 0,5 %, минеральной примеси не более 0,5 %.
Измельченное сырье. Содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин не менее 0,5 %, влажность не более 12 %, золы общей не более 10 %, золы, нерастворимой в хлористоводородной кислоте, не более 5 %, частиц, не проходящих сквозь сито с диаметром отверстий 7 мм, не более 10 %, частиц, проходящих сквозь сито с диаметром отверстий 2 мм, не более 10 %, органической примеси не более 0,5 %, минеральной примеси не более 0,5 %.

Количественное определение. В колбу со шлифом вместимостью 50 мл помещают около 1 г (точная навеска) измельченного сырья (пробу сырья измельчают до размера частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 2 мм), приливают 30 мл спирта 70% и взвешивают на тарирных весах с точностью до ±0,01 г. Колбу с содержимым присоединяют к обратному холодильнику и нагревают на кипящей водяной бане в течение 1 ч. После охлаждения до комнатной температуры колбу взвешивают, доводят ее содержимое спиртом 70% до первоначальной массы, перемешивают и фильтруют через бумажный фильтр (красная полоса)  (испытуемый раствор А). 1 мл испытуемого раствора А помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, прибавляют 2 мл 2 % раствора хлорида алюминия в 95% спирте и доводят объем раствора 95% спиртом до метки (испытуемый раствор Б). В качестве раствора сравнения используют раствор, состоящий из 1 мл испытуемого раствора А, доведенного до метки 95% этиловым спиртом в мерной колбе, вместимостью 25 мл (раствор сравнения Б). Измерение оптической плотности осуществляют на спектрофотометре при длине волны 406 нм. Параллельно измеряют оптическую плотность раствора СО рутина при длине волны 406 нм, приготовленного по аналогии с испытуемым раствором (см. примечание). Измерение оптической плотности проводят через 40 мин после приготовления всех растворов.
Примечание
Приготовление раствора рутина - стандартного образца. Около 0,025 г (точная навеска) рутина помещают в мерную колбу на 50 мл, растворяют в 30 мл 70% этилового спирта при нагревании на водяной бане. После охлаждения содержимое колбы охлаждают до комнатной температуры и доводят 70% этиловым спиртом до метки (раствор А рутина). 1 мл раствора А рутина помещают в мерную колбу на 25 мл, прибавляют 1 мл 2 % спиртового раствора алюминия хлорида и доводят до метки 95% спиртом (испытуемый раствор Б рутина). В качестве раствора сравнения используют раствор, состоящий из 1 мл раствора А рутина, помещенного в мерную колбу на 25 мл и доведенного 95 % спиртом до метки (раствор сравнения Б рутина).
Содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин в процентах (X) вычисляют по формуле:
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D – оптическая плотность испытуемого раствора;
Do – оптическая плотность раствора СО рутина;
m – масса сырья, г;
mо – масса СО рутина, г;
W – потеря в массе при высушивании, %.
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 в 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 в соответствии с требованиями ОФС «Упаковка, маркировка и транспортирование лекарственного растительного сырья».

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