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МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

ГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ КАЧЕСТВА ЛЕКАРСТВЕННОГО СРЕДСТВА

ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ


Почки березы                                                  ФС 42 – 
Gemmae betulaе                                               Взамен ФС 41 ГФ СССР XI издания
 

Требования фармакопейной статьи распространяются на собранные до распускания в зимне-весеннее время (январе – апреле) и высушенные листовые почки березы повислой (березы бородавчатой) – Betula pendula Roth (Betula verrucosa Ehrh.), семейство березовых – Betulaceae.
Подлинность

Внешние признаки. Почки удлиненно-конические, заостренные или притупленные, часто клейкие (рис. 1). Почечные чешуи расположены черепицеобразно, плотно прижаты по краям, слегка реснитчатые (нижние короче верхних и иногда с несколько отстающими кончиками); длина почек 3-7 мм, в поперечнике – 1,5-3 мм. Цвет почек коричневый, у основания иногда зеленоватый. Запах бальзамический, приятный. Вкус слегка вяжущий, смолистый.
Микроскопические признаки. При рассмотрении поперечных срезов почки видно почкосложение по типу полуобъемлющее. В центре поперечного среза почки видны крупные зачатки листьев в количестве не более 2 или 3. По характеру листосложения – складчатые. Между фрагментами крупных складчатых чешуй локализованы поперечные сечения мелких не складчатых, ровной формы, сложенных пополам. На срезах в базальной части, рядом с основанием почки, складчатые фрагменты зачатков листьев отсутствуют. В центре поперечного сечения базальной части почки заметны фрагменты двух черешков. Поперечные сечения черешков округлые с углублением в верхней части. Проводящие элементы черешка представлены одним закрытым коллатеральным пучком С-образной формы (рис. 5).
Поверхность зачатков листьев, их черешков и кроющих чешуй опушена щитковидные железками. Головки железок многоклеточные округлые восьми-девятиклеточные. Клетки головки тонкостенные, прозрачные с каплями эфирного масла. Ножка железки крупная, многоклеточная, состоит из овальных или слегка вытянутых клеток, заполненных бурым содержимым. 
Помимо щитковидных железок на поверхности зачатков листьев имеются простые одноклеточные бичевидные волоски с сильно утолщенной, иногда лигнифицированной клеточной стенкой. Протопласт бичевидных волосков аморфный бурого или темно-желтого цвета. 
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Рисунок 1 – Кроющих чешуй на поперечных срезах. А – фрагмент почки (х100), 
Б – окраска раствором Судана III (х100), В – простой волосок на кроющей чешуе (х400), Г – пигментированный мезофилл кроющей чешуи (х400), Д – фрагмент с проводящим пучком (х400), Е – чечевичка внешней эпидермы (х400), 
Ж – внутренние кроющие чешуи (х400), З – кутикула чешуй, окраска раствором Судана III (х400), И – чечевичка внутренней эпидермы чешуи (х400).
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Рисунок 2 – Железистые трихомы кроющих чешуй. А – Основание кроющей чешуи с внутренней стороны (х40), Б – конусовидные железки (х100), В – фрагмент чешуи у основания, поперечный срез (х100), Г – конусовидная железка, окраска раствором Судана III (х400), Д – грибовидная железка (х400), Е – конусовидная железка, поперечный срез (х400).

Кроющие чешуи почек опушены слабее. На поперечных сечениях кроющих чешуй диагносцируются простые бичевидные волоски. Локализованы по краю. Железистые трихомы на кроющих чешуях локализованы у их основания. Железки имеют конусовидную форму. Они в 2-2,5 раза крупнее грибовидных. Клетки, составляющие головку конусовидных железок, ее головку от самого основания трихомы. Сердцевина железки – ножка на продольном сечении имеет треугольные очертания и состоит из мелких, слегка вытянутых клеток, заполненных бурым содержимым. 

Мезофилл зачатков листьев на поперечном сечении однороден и представлен тонкостенными клетками округлой иногда продолговатой формы с зернистым протопластом желто-зеленого цвета. Эпидермис зачатков листьев тонкостенный, слабо кутинизированный. Непосредственно под эпидермой в мезофилле локализованы многочисленные друзы и монокристаллы оксалата кальция. В мезофилле зачатков листьев, ближе к базальной части почки имеются многочисленные проводящие пучки коллатерального типа. Проводящие элементы ксилемы на поперечном сечении имеют многоугольную форму, их стенки лигнифицированы.
Эпидермис чешуй с внешней стороны сильно кутинизирован. Полости клеток пигментированнны. Под эпидермой локализован блок пластинчатой колленхимы. На внешней и внутренней поверхностях почечных чешуй, в эпидерме, изредка отмечаются сформированные чечевички. Этот признак характерен особенно для краевых чешуй. Мезофилл кроющих чешуй сложен заметно более крупными, чем у зачатков листьев, округлыми клетками. Протопласт клеток мезофилла пигментирован. Характер пигментации зависит от локализации чешуй. В мезофилле краевых чешуй пигментация сильнее. Мезофилл внутренних чешуй практически не пигментирован. Проводящие пучки кроющих чешуй мелкие, с малым количество проводящих элементов. 

Фрагменты почки склеены между собой смолистым веществом.
При рассмотрении чешуи с поверхности видно, что эпидермальные клетки наружной стороны чешуи более толстостенные, чем внутренней. 
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Рисунок 3 – Кроющие чешуй с поверхности. А – край внутренней  чешуи (х100), 
Б – трихомы края внутренней чешуи (х400), В – устьица края чешуи (х400), 
Г – эпидермис внутренней чешуи (х400), Д – друзы под эпидермой (х400), 
Е – устьица внешней чешуи (х400), Ж – край внешней чешуи (х100), З – трихомы края внешней чешуи (х400), И – эпидермис края внешней чешуи (х400).

На верхушке и по краю чешуй, эпидермис опушен простыми одноклеточными волосками; по краю они более толстостенные и значительной длины. Устьица располагаются с наружной стороны чешуй. Сквозь эпидермис внутренней стороны просвечивают узкие проводящие пучки со спиральными элементами ксилемы и многочисленные мелкие друзы. У внутренних чешуй стенки эпидермальных клеток утолщены только в нижней части чешуи. 

На зубцах края зачатков листьев локализованы крупные конусообразные железки аналогичные описанным ранее для кроющих чешуй. Поверхность зачатков листьев густо опушена многочисленными, крупными железки бурого цвета в различных стадиях развития.
С нижней стороны эпидермиса листового зачатка наблюдаются устьица. По жилкам зачатка листьев и его краям, особенно у основания листочков расположены простые одноклеточные бичевидные волоски, аналогичные волоскам чешуй. Сквозь эпидермис просвечивают друзы оксалата кальция.
Определение основных групп биологически активных веществ
1. Аналитическую пробу почек измельчают до однородной массы. Около 0,5 г измельченных почек помещают в колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 10 мл спирта 70 % и нагревают с обратным холодильником на кипящей водяной бане в течение 15 мин. Колбу с содержимым охлаждают до комнатной температуры, после чего ее выдерживают в морозильной камере не менее 1 часа при ‑ 18 ºС. Содержимое колбы быстро фильтруют через бумажный фильтр (испытуемый раствор).

На линию старта хроматографической пластинки  размером 100 × 100 мм в виде полос длиной 10 мм, шириной не более 3 мм наносят последовательно в одну полосу 3 мкл (0,003 мл) раствора стандартного образца (СО) судана III и 3 мкл (0,003 мл) раствора СО судана красного G, в другую полосу 10 мкл (0,01 мл) испытуемого раствора. 

Пластинку сушат при комнатной температуре в течение 10 мин, затем помещают в камеру, выложенную изнутри фильтровальной бумагой (предварительно насыщенную не менее 30 мин), со смесью растворителей толуол-этилацетат-муравьиная кислота безводная (95:5:2) и хроматографируют восходящим способом.
После того как фронт растворителей пройдет расстояние 8 см от линии старта, пластинку вынимают из камеры, высушивают до удаления следов растворителей под тягой (при комнатной температуре). 

Затем пластинку обрабатывают раствором анисового альдегида и нагревают в сушильном шкафу 2-3 мин при 100-105 ºС. Хроматограмму сразу просматривают при дневном свете.

На хроматограмме растворов СО судана III и СО судана красного G  должны обнаруживаться: зона адсорбции розового, розово-фиолетового или фиолетового цвета с Rf около 0,4-0,6, принятая за Rs=1,0 (судан красный G), и зона голубого, сине-голубого, серо-синего, фиолетово-синего или серо-фиолетового цвета с Rs около 1,2-1,3 (судан III).

На хроматограмме испытуемого раствора должны обнаруживаться следующие зоны адсорбции липофильных соединений (компонентов эфирного масла): зон адсорбции фиолетового, сине-фиолетового или серо-фиолетового цвета с Rs около 0,2-0,3, 0,3-0,4, 0,6-0,7, 0,8, 1,1-1,3; зона розового, розово-фиолетового или фиолетового цвета с Rs около 1,0-1,1; допускается обнаружение дополнительных зон адсорбции (липофильные соединения).

	Примечание
1. Приготовление 0,02 % раствора СО судана III. Около 0,002 г судана III (CAS №85-86-9 или другого, аналогичного качества) растворяют в 10 мл толуола. Хранят в прохладном, защищенном от света месте. Раствор годен в течение 3 мес.

2. Приготовление 0,025 % раствора СО судана красного G. Около 0,0025 г судана красного G (не ниже реагентной чистоты, Евр. Ф.) растворяют в 10 мл спирта 96 %. Хранят в прохладном, защищенном от света месте. Раствор годен в течение 6 мес.

3. Приготовление раствора анисового альдегида. Смешивают последовательно: 0,5 мл анисового альдегида (не ниже реагентной чистоты), 10 мл уксусной кислоты ледяной, 85 мл спирта 96 % и 5 мл серной кислоты концентрированной. Хранят в прохладном, защищенном от света месте. Раствор годен в течение 30 сут.

4. Оценка пригодности хроматографической системы. Рассчитывают разрешение между зонами с Rs=1,0 (по судану красному G) и около 1,2-1,3 на хроматограмме растворов СО судана III и СО судана красного G по формуле:


[image: image4.wmf],

)

(

2

2

1

1

2

b

b

R

R

W

W

t

t

R

+

-

×

=


где:

tR1 ‑ расстояние от линии старта до середины зоны с Rs=1,0,  мм;

tR2 ‑ расстояние от линии старта до середины зоны с Rs около 1,2-1,3, мм;

Wb1, Wb2 ‑ расстояние между верхней и нижней границами каждой из указанных зон (ширина зон), мм.

Разрешение должно быть не менее 1,5.


2. На линию старта хроматографической пластинки наносят микропипеткой в одну точку 2 мкл профильтрованного извлечения (см. Раздел «Количественное определение», метод 1), во вторую точку  наносят 10 мкл раствора стандартного образца (СО) пиностробина. Пластинку с нанесенными пробами высушивают на воздухе в течение 5 мин, затем помещают в камеру, предварительно насыщенную в течение 1 часа смесью растворителей хлороформ - этиловый спирт 96 % (9:1), и хроматографируют восходящим способом до прохождения фронта растворителя около 10-15 см. Пластинку вынимают из камеры, отмечают положение фронта растворителя, сушат на воздухе в течение 10 мин. Хроматограмму опрыскивают раствором диазобензолсульфокислоты, помещают в сушильный шкаф и выдерживают при температуре 100-105 0С в течение 2 мин. На хроматограмме препарата должно появиться отчетливое пятно желто-оранжевого цвета (пиностробин) на уровне СО пиностробина (Rf около 0,8) и оранжевое пятно (пиноцембрин) с величиной Rs около 0,9 (относительно СО пиностробина); допускается наличие других окрашенных пятен.

Примечание. 
1. Подготовка пластинок. Хроматографические пластинки разрезают поперек линий накатки на 3 части размером 10х5 см и высушивают в сушильном шкафу при температуре 100-105 0С в течение 1 часа.

2. Приготовление раствора диазобензолсульфокислоты. 0,01 г диазобензолсульфокислоты растворяют в 10 мл 10 % раствора натрия карбоната. 

Раствор используют свежеприготовленным. 

3. Приготовление раствора СО пиностробина. Около 0,02 г (точная навеска) ГСО пиностробина помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 80 мл спирта 96% и растворяют при нагревании (70-80 0С). Содержимое колбы охлаждают и доводят объем раствора до метки 96 % спиртом. Тщательно перемешивают. Срок годности раствора 30 суток. 

3. Цианидиновая реакция (проба Chinoda). К 1 мл извлечения (см. раздел «Количественное определение») прибавляют 10 капель концентрированной соляной кислоты и 5-10 мг металлического магния. Образуется красно-малиновое окрашивание.
Числовые показатели. Суммы флавоноидов в пересчете на лютеолин не менее 5 %; эфирного масла не менее 0,2 %; влажность не более 10 %; золы общей не более 4 %; золы, нерастворимой в хлористоводородной кислоте не более 0.7%; веточек, в том числе отделенных при анализе, не более 8 %; почек, тронувшихся в рост и распустившихся, не более 2 %; органической примеси не более 1 %; минеральной примеси не более 0,5 %.

Количественное определение: 
Метод 1. Аналитическую пробу сырья измельчают до размера частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 3 мм. Содержание эфирного масла определяют в 20,0 г измельченного сырья методом 1. Время перегонки 2 ч.

Метод 2. Около 1,0 г (точная навеска) почек помещают в колбу с притертой пробкой вместимостью 100 мл и добавляют 40 мл спирта 70 %. Колбу закрывают пробкой, взвешивают (погрешность + 0,01 г), присоединяют к обратному холодильнику и нагревают на кипящей водяной бане в течение 1 часа. Содержимое колбы охлаждают до комнатной температуры, взвешивают и доводят спиртом 70 % до первоначальной массы. Извлечение фильтруют через бумажный фильтр с красной полосой, отбрасывая первые 10 мл; 5 мл профильтрованного экстракта помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, доводят объем раствора до метки 96 % этиловым спиртом и тщательно перемешивают (раствор А). 1 мл полученного раствора А помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, приливают 2 мл 2 % раствора алюминия хлорида в 95 % этиловом спирте и доводят объем 95 % этиловом спиртом до метки и перемешивают (раствор Б). Через 30 мин измеряют оптическую плотность раствора на спектрофотометре при длине волны (= 418 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм.

В качестве раствора сравнения используют 1 мл раствора А, помещенный в мерную колбу вместимостью 50 мл и доведенный 95 % этиловым спиртом до метки.

Параллельно определяют оптическую плотность раствора, приготовленного из раствора А СО лютеолина аналогично испытуемому раствору, при длине волны (= 418 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. 

Содержание суммы флавоноидов в пересчете на лютеолин в процентах (X) вычисляют по формуле:

           D x   mo x  40 х 25х50х1х1х100            

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

                    Do  x m x 1х 5х 1х 50х 50 x (100-W)                         

где
D – оптическая плотность испытуемого раствора (раствор Б);

Do –оптическая плотность раствора Б СО лютеолина;

a   – навеска сырья в г;

ao  – навеска СО лютеолина в г;

W – потеря в массе при высушивании сырья в %.

Примечание 
1. Приготовление раствора СО лютеолина. Около 0,02 г (точная навеска) СО лютеолина (ВФС 42-1709-87) помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, прибавляют 35 мл спирта 96 % и растворяют при нагревании (70-80 °С). Содержимое колбы охлаждают и доводят объем раствора до метки 96 % спиртом. Тщательно перемешивают (раствор А). Срок годности раствора А – 30 суток.

Тяжелые металлы. Определение проводят согласно ОФС «Определение содержания тяжелых металлов в лекарственном растительном сырье»

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». 

Микробиологическая чистота. В соответствии с ГФ XII, часть 1, ОФС «Микробиологическая чистота».

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

Хранение. Хранение ЛРС осуществляется с требованиями ОФС «Хранение ЛРС».
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