МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

ГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ КАЧЕСТВА ЛЕКАРСТВЕННОГО СРЕДСТВА

ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ
Плоды черёмухи                                        ФС  42-                          

Fructus рadi                                                Взамен ФС 36 ГФ СССР XI издания 
___________________________________________________________________
Собранные в период полного созревания и высушенные плоды многолетнего дикорастущего и культивируемого растения черёмухи обыкновенной – Padus avium Mill. семейства розоцветных – Rosaceae. 
Подлинность
Внешние признаки. Плоды - костянки шарообразной или продолговато - яйцевидной формы, иногда к верхушке несколько заостренные, диаметром до 8 мм, морщинистые, без плодоножек, с округлым белым рубцом на месте ее отпадания. Внутри плода содержится одна округлая или округлояйцевидная, очень плотная, светло - бурая косточка диаметром до 7 мм с одним семенем. Поверхность плодов морщинистая, косточки - поперечно - ребристая.
Цвет плодов черный, матовый, реже блестящий, иногда с беловато - серым или красноватым налетом на складках. Запах слабый. Вкус сладковатый, слегка вяжущий. Вкус водного извлечения вяжущий. 
Микроскопические признаки. Эпидермис состоит из многоугольных прямостенных клеток. Кутикула прозрачная, хорошо отделяется от паренхимы. Устьица овальные, встречаются по всей поверхности плода, окружены 7-8 клетками эпидермиса (аномоцитный тип). Характерным диагностическим признаком является наличие скоплений клеток, заполненных бурым содержимым (цвет обусловлен накоплением антоцианов), окружающих устьичный аппарат. Клетки паренхимы тонкостенные, многоугольные, заполнены красным содержимым, плотно прилегают друг к другу.
	[image: image1.jpg]



А
	[image: image2.jpg]



Б

	Рисунок 1 - Микроскопия поверхности эпидермиса (А ув. × 500; Б ув. × 400)

Видны прямостенные многоугольные клетки эпидермиса
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Рисунок 2 - Клетки эпидермиса (вид сбоку) (ув. × 500)
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Рисунок 3 - Устьица антомоцитного типа (ув. × 500)
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	Рисунок 4 - Скопление клеток, заполненных бурым содержимым

(цвет обусловлен накоплением антоцианов), окружающих устьичный аппарат

(А ув. × 1000; Б ув. × 800)
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	Рисунок 5 - Клетки паренхимы тонкостенные, многоугольные, заполнены красным содержимым, плотно прилегающие друг к другу

(увеличение А х 500, Б х1000)



Определение основных групп биологически активных веществ
1. Высокоэффективная жидкостная хроматография
На хроматограмме испытуемого раствора, времена удерживания основного пика цианидин-3-глюкозида должно совпадать со временем удерживания пика цианидин-3-глюкозида стандартного образца и составлять около 8,5. 

Испытуемый раствор в количестве 1,0 μl подвергают хроматографическому разделению методом высокоэффективной жидкостной хроматографии в следующих условиях: колонка стальная, например Reprosil-Pur C18-AQ или аналогичная.
Подвижная фаза: (А) – муравьиной кислоты раствор водный 1 %, (Б) – ацетонитрил в градиентном режиме элюирования. 

Скорость подвижной фазы – 0,25 мл/мин;

Температура колонки + 35 оС;
Длина волны детектирования: 510 нм;
Состав подвижной фазы программируют:
Таблица 1 - Условия градиентного элюирования антоцианов черёмухи обыкновенной
	Время, мин
	А,%
	Б,%

	0
	90
	10

	10
	80
	20

	20
	70
	30

	30
	50
	50

	40
	10
	90


На хроматограмме испытуемого спиртового раствора плодов черёмухи обыкновенной время удерживания основного пика цианидин-3-глюкозида должно совпадать со временем удерживания пика на хроматограмме стандартного образца цианидин-3-глюкозида (510 нм). Кроме того, наблюдается пик меньшей интенсивности, соответствующий цианидин-3-рутинозиду (антоцианы).
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Рисунок 7 - Хроматограмма спиртового извлечения плодов черёмухи обыкновенной и стандартного образца цианидин-3-глюкозида (детекция диодно-матричная 
λ = 510 нм)

Примечания
1. Приготовление раствора СО цианидин-3-глюкозида. (См. раздел «Хроматография» п. 1).

2. Приготовление подвижной фазы А. 10 мл муравьиной кислоты концентрированной (хч) помещают в мерную колбу вместимостью 1000 мл, доводят объём раствора водой сверхочищенной (HPLC) до метки и перемешивают.
3. Приготовление подвижной фазы Б. Для хроматографии используют ацетонитрил для хроматографии.

4. Проверка пригодности хроматографической системы. Хроматографическая система считается пригодной, если выполняются следующие условия: эффективность хроматографической системы, рассчитанная по пику цианидин-3-глюкозида на хроматограмме раствора СО соответствующего вещества должна быть не менее 5000 теоретических тарелок.

2. УФ-спектр
Аналитическую пробу плодов черёмухи измельчают до величины частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 3,0 мм. Около 1,0 г предварительно измельченного и просеянного сквозь сито с диаметром отверстий 3 мм сырья помещают в плоскодонную колбу вместимостью 150 мл, прибавляют 
25 мл растворителя - хлористоводородной кислоты раствора 1 % в спирте 95%, присоединяют обратный холодильник и нагревают на водяной бане с температурой 80 ̊С в течение 30 минут. Затем колбу охлаждают до комнатной температуры и содержимое колбы сливают декантацией в мерную колбу вместимостью 100 мл. Экстракцию повторяют еще трижды указанным выше способом. Извлечения каждый раз декантируют в ту же мерную колбу. Объем фильтрата в мерной колбе доводят до метки хлороводородной кислоты раствора 1% в спирте 95%, и встряхивают (раствор А). 
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В мерную колбу ёмкостью 25 мл помещают 2 мл раствора А, добавляют 2 мл алюминия хлорида раствора 5% и доводят до метки растворителем (раствор Б). Измеряют оптическую плотность раствора Б на спектрофотометре в диапазоне длин волн λ = 450 – 600 нм, в качестве раствора сравнения используют алюминия хлорида раствора 5%
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Рисунок 8 - УФ-спектр поглощения антоцианов плодов черёмухи обыкновенной с использованием шифт-реактива алюминия хлорида (батохромный сдвиг на схеме показан зелёным цветом)

УФ-спектр поглощения испытуемого раствора Б в интервале длин волн от 450 до 600 нм должен иметь максимум поглощения при длине волны 575±5 нм (батохромный сдвиг) по сравнению с раствором Б без добавления алюминия хлорида, имеющего максимум поглощения при 535±5 нм (антоцианы).
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3. Тонкослойная хроматография

Аналитическую пробу плодов черёмухи измельчают до величины частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 3,0 мм. Около 2,0 г измельчённых плодов помещают в круглодонную колбу со шлифом вместимостью 100 мл, прибавляют 50 мл хлористоводородной кислоты раствора 1 % в спирте 95 %,  встряхивают и нагревают с обратным холодильником при температуре 50 °С на ультразвуковой водяной бане в течении 60 минут. Полученное извлечение сливают декантацией. Раствор упаривают в вакууме до половины объёма. На линию старта хроматографической пластинки размером 10×15 см в виде полосы длиной 10,0 мм, шириной 2,0 мм, наносят 5,0 мкл полученного раствора и 5,0 мкл раствора стандартного образца вещества – свидетеля цианидин-3-глюкозида. Пластинку помещают в камеру предварительно насыщенную парами со смесью растворителей этилацетат-уксусная кислота ледяная-муравьиная кислота-вода (100:10:10:25) и хроматографируют восходящим методом. Когда фронт растворителей пройдёт 14 см от линии старта, пластинку вынимают из камеры, сушат при комнатной температуре в течение 15 минут и просматривают при естественном или искусственном освещении. На хроматограмме испытуемого раствора должны обнаруживаться зоны адсорбции на уровне зоны адсорбции на хроматограмме раствора стандартного вещества цианидин-3-глюкозида красного цвета с Rf  около 0,5-0,6. При проявлении парами зона адсорбции синеет. На хроматограмме испытуемого раствора кроме основной зоны адсорбции допускается наличие двух дополнительных зон адсорбции красного цвета (антоцианы).
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Рисунок 6 - Хроматограмма антоцианов плодов черёмухи обыкновенной

Примечания. 
Приготовление раствора СО цианидин-3-глюкозида. 10 мг СО цианидин-3-глюкозида помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 80 мл 1 % раствора кислоты хлороводородной в спирте 95 %, доводят объём раствора этим же растворителем до метки и перемешивают.

Приготовление подвижной фазы. В мерный цилиндр пипеткой помещают 
10 мл этилацетата (хч), по 1 мл уксусной кислоты ледяной и муравьиной кислоты и 2,5 мл воды очищенной. Всё тщательной перемешивают и заливают в хроматографическую камеру.
4. Аналитическую пробу плодов черёмухи обыкновенной измельчают до размера частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 1 мм. Около 1,0 г измельчённых плодов помещают в колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 50 мл воды очищенной и нагревают на водяной бане в течение 30 минут, фильтруют через бумажный фильтр. К 2 мл водного извлечения прибавляют 1 мл 1 % раствора железо-аммониевых квасцов и встряхивают. Раствор при этом окрашивается в темно-зелёный цвет, а при стоянии выпадает темный, почти черный осадок (фенольные соединения). 

Числовые показатели. Антоцианов в пересчёте на цианидин-3-глюкозид не менее 0,5 %; дубильных веществ не менее 1,7 %; влажность не более 14 %; золы общей не более 5 %; золы, нерастворимой в 10 % хлористоводородной кислоты, не более 1 %; плодов, пригоревших и повреждённых насекомыми, не более 3 %; плодов недозрелых и бурых не более 3 %; других частей черёмухи (плодоножек, в том числе отделённых при анализе, и веточек) не более 3 %; органической примеси не более 1 %; минеральной примеси не более 0,5%.
Количественное определение
1. Содержание дубильных веществ. Определение содержания дубильных веществ в сырье проводят согласно ОФС «Определение содержания дубильных веществ в лекарственном растительном сырье» метод 1. Содержание дубильных веществ в плодах черёмухи должно быть не менее 1,7 %.
2. Содержание антоцианов. Аналитическую пробу плодов черёмухи обыкновенной обрабатывают на шаровой мельнице для отделения околоплодника от семян. Полученный околоплодник измельчают до величины частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 3,0 мм. Около 1,0 г предварительно измельченного и просеянного сквозь сито с диаметром отверстий 3 мм околоплодника помещают в плоскодонную колбу вместимостью 150 мл, прибавляют 25 мл растворителя - хлороводородной кислоты раствора 1% в спирте 95%, присоединяют обратный холодильник и нагревают на водяной бане с программируемой температурой 80 °С в течение 30 минут. Затем колбу охлаждают до комнатной температуры и содержимое колбы сливают декантацией в мерную колбу вместимостью 100 мл. Экстракцию повторяют еще трижды указанным выше способом. Извлечения каждый раз декантируют в ту же мерную колбу. Объем фильтрата в мерной колбе доводят до метки хлороводородной кислоты раствором 
1 % в спирте 95 % и встряхивают (раствор А).
Для проведения количественного определения антоцианов готовят два буфрных раствора с рН 1,0 (№1) и рН 4,5 (№2). В две колбы ёмкостью 25 мл помещают по 2,0 мл раствора А. Одну колбу заполняют до метки буферным раствором с рН 1,0, другую буферным раствором с рН 4,5 (растворы Б). Измеряют оптические плотности растворов из первой и второй колб при длинах волн 510 нм и 700 нм (рис. 1). В качестве растворов сравнения используют соответствующие буферные растворы.
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Рисунок 9 - рН-дифференциальный спектр поглощения антоцианов черёмухи обыкновенной (УФ-спектр в буферном растворе №1 показан синим, в буферном растворе №2 зелёным)
Содержание суммы антоцианов в пересчете на цианидин-3-глюкозид в процентах (Х) вычисляют по формуле:

[image: image14.png]D= (Dsio0— D00 )pu10



 [image: image16.png]~(Ds10—  D700)pas




Х = [image: image18.png]D XMp XWy XW5X100
X Ixm XV x10%(100—5)




13
где, 
W1– общий объем извлечения из сырья, мл;

W2 – объём разведения, мл
m - масса сырья, г;
V- аликвота, взятая для разбавления, мл;
MM – молярная масса цианидина-3-глюкозида, равная 449,17;

l – толщина кюветы, см;

ε – молярный коэффициент поглощения, равный 26900.

B – влажность, %.
Примечание
Приготовление буферного раствора с рН 1,0. 1,49 г КСl растворяют в 100 мл воды очищенной. Смешивают 25 мл раствора KCl с 67 мл 0,2 М раствора HCl. Регистрируют  значение рН на потенциометре и  доводят 0,2 М раствором HCl до 1,0.

Приготовление буферного раствора с рН 4,5. 1,64 г натрия ацетата растворяют в 100 мл воды, доводят 0,2 М раствором HCl до рН 4,5.
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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