МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

ГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ КАЧЕСТВА ЛЕКАРСТВЕННОГО СРЕДСТВА

ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ
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Трава фиалки                                ФС 42-

Herba[image: image2.jpg]


 violae                                   Взамен ФС 62 ГФ СССР XI издания
Собранная в фазу массового цветения и высушенная трава одно- или двулетних дикорастущих травянистых растений фиалки трехцветной – Viola tricolor L., и фиалки полевой – Viola arvensis Murr.,- сем. фиалковых – Violacea, используемая для приготовления лекарственных средств.
Подлинность

Внешние признаки. Цельное сырье. Цельные или частично измельченные олиственные стебли с цветками и плодами разной степени развития, отдельные стебли, листья, цветки, плоды. Стебли простые или ветвистые, слаборебристые, внутри полые, длиной до 25 см. Листья очередные, обычно черешковые, простые, с двумя крупными лировидными перисторассеченными или перистораздельными прилистниками; нижние – широкояйцевидные, верхние – продолговатые, по краю тупозубчатые, или крупногородчатые, длиной до 6 см, шириной до 2 см. Цветки одиночные, неправильные. Чашечки из 5 зеленых овальных или ланцетовидных чашелистиков. Венчик из 5 неравных лепестков, нижний крупнее остальных со шпорцем у основания. У фиалки полевой лепестки короче чашечки или почти равны ей, у фиалки трехцветной – лепестки длиннее чашечки. Плод – одногнездная продолговато-яйцевидная коробочка, раскрывающаяся тремя створками. Семена мелкие, овальные, гладкие. 
Цвет листьев зеленый, стеблей – зеленый или светло-зеленый, верхних лепестков у фиалки трехцветной – темно-фиолетовый, светло-фиолетовый или синий, у фиалки полевой – светло-желтый или белый, иногда слабо-фиолетовый, средних лепестков у фиалки трехцветной – фиолетовый, сине-фиолетовый или желтый, у фиалки полевой – светло-желтый, нижних лепестков у фиалки трехцветной – желтый с 5-7 темными продольными полосами, по краю фиолетовый, у фиалки полевой – желтый, у основания с 5-7 темными продольными полосами, по краю светло-желтый; семян – светло-коричневый. Запах слабый. Вкус водного извлечения сладковатый, слизистый.

Измельченное сырье. Кусочки стеблей, листьев, цветков, плодов различной формы, проходящие сквозь сито с отверстиями размером 7 мм. Цвет кусочков листьев, стеблей, чашечки – зеленый или светло-зеленый; кусочков элементов цветков у фиалки трехцветной – синий, фиолетовый, желтый, у фиалки полевой – желтый, светло- желтый, белый, иногда слабо-фиолетовый; семян светло-коричневый. Запах слабый. Вкус водного извлечения сладковатый, слизистый. 
Порошок. Кусочки стеблей, листьев, цветков, плодов, проходящие сквозь сито с отверстиями размером 2 мм. 
Цвет от светло-зеленого до зеленого с вкраплениями различной окраски, свойственной цветкам – от беловатой, светло-желтой до синей и фиолетовой. Запах слабый. Вкус водного извлечения сладковатый, слизистый. 
Микроскопические признаки. Цельное, измельченное сырье. При рассмотрении препаратов листа и чашелистика обоих видов с поверхности видно, что клетки верхнего эпидермиса со слабоизвилистыми клетками, нижнего с более извилистыми. Устьица расположены на верхнем и нижнем эпидермисе, окружены 3-4 околоустьичными клетками (аномоцитный тип). Замыкающие клетки устьиц имеют почковидную форму. Волоски двух типов – простые и головчатые. Простые волоски одноклеточные, нежно-бородавчатые, с толстыми стенками, расширены у основания и заострены на конце, располагаются преимущественно на жилках и по краю листа. Головчатые волоски с многоклеточной головкой на широкой многоклеточной ножке, встречаются только по краю листа, в углублениях между зубцами. В мезофилле листа видны многочисленные крупные друзы оксалата кальция. При рассмотрении лепестков с поверхности видны клетки верхнего эпидермиса с сосочковидныеми выростами. На эпидермисе средних и нижних лепестков, у основания, располагаются длинные одноклеточные тупоконечные волоски с тонкими стенками. На нижнем лепестке, при входе в шпорец располагаются извилистые длинные одноклеточные бугорчатые волоски. В паренхиме нижней части лепестков встречаются друзы оксалата кальция. 
Клетки эпидермиса стебля прямые, вытянутые по длине. Волоски эпидермиса стебля простые, многоклеточные, заостренные на верхушке.

Порошок. При рассмотрении порошка обоих видов под микроскопом видны: фрагменты клеток эпидермиса листьев и чашелистиков с извилистыми стенками и с устьицами аномоцитного типа, окруженными 3-4 околоустьичными клетками, замыкающие клетки устьиц имеют почковидную форму; простые одноклеточные, толстостенные, нежно-бородавчатые волоски с расширенным основанием и заостренной верхушкой; фрагменты мезофилла листа с многочисленными друзами оксалата кальция; фрагменты венчика цветка с извилистыми эпидермальными клетками, сосочковидными выростами клеток эпидермиса, длинными одноклеточными извилистыми бугорчатыми волосками и друзами оксалата кальция в паренхиме; редкие обрывки спиральных и сетчатых сосудов и групп волокон из стебля.
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Определение основных групп биологически активных веществ
1. УФ-спектр. 
1,0 мл полученного извлечения (см. раздел «Количественное определение флавоноидов», раствор А) помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл и доводят до метки спиртом 70 % (раствор Б). Измеряют оптическую плотность раствора Б на спектрофотометре в диапазоне длины волн 230-450 нм. В качестве раствора сравнения используют спирт 70 %. УФ- спектр полученного раствора имеет максимум поглощения при 270±5 нм, 345±5 нм (фенольные соединения)
2. Тонкослойная хроматография

На линию старта хроматографической пластинки размером 100(100 мм наносят 30 мкл полученного извлечения из травы фиалки (см. раздел «Количественное определение флавоноидов», раствор А.), рядом 5 мкл 0,1 % раствора стандартного образца рутина (раствор А1). Пластинку с нанесенными пробами высушивают на воздухе в течение 5 мин., помещают в камеру с системой растворителей: этилацетат-кислота муравьиная-вода (70:15:15) и хроматографируют восходящим способом (смесь растворителей готовят и заливают в камеру непосредственно перед хроматографированием). Когда фронт растворителя пройдет 10 см, пластинку вынимают из камеры, высушивают в вытяжном шкафу в течение нескольких мин. и просматривают в УФ-свете при длине волны 360 нм. 
На хроматограмме стандартного образца рутина должна обнаруживаться темно-коричневая зона адсорбции рутина, принятая за RS=1,0.

На хроматограмме испытуемого раствора должна обнаруживаться темно-коричневая зона адсорбции с RS (по рутину) около 1,0 и темно-коричневые зоны адсорбции с RS (по рутину) около 0,28, около 0,72, около 1,26, около 1,38 (флавоноиды).
Примечание
Испытуемый раствор А, полученный для количественного определения (см. раздел «Количественное определение флавоноидов»).

Раствор А1 стандартного образца рутина (см. раздел «Количественное определение флавоноидов»).
Тест на пригодность хроматографической системы.
Хроматографическая система считается пригодной, если в указанных условиях на хроматограмме проявляются 5 основных зон: одна – на уровне зоны СО рутина, остальные – с Rs около 0,28, Rs около 0,72, Rs около 1,26, Rs около 1,38, имеющие темную флуоресценцию в УФ свете при длине волны 360 нм. 

Система для хроматографирования со смесью растворителей: этилацетат-муравьиная кислота-вода (70:15:15) должна быть свежеприготовленная.

3. К 5 мл испытуемого раствора А (см. раздел «Количественное определение флавоноидов») прибавляют 3 мл алюминия хлорида раствора 5 % в спирте 70 %, раствор окрашивается в желто-зеленый цвет (флавоноиды).
4. К 5 мл испытуемого раствора А (см. раздел «Количественное определение полисахаридов») прибавляют 15 мл спирта 95 %; выпадает объемистый осадок (полисахариды).
Числовые показатели
Цельное сырье. Суммы флавоноидов в пересчете на рутин не менее 
1 %, суммы полисахаридов не менее 8 %, экстрактивных веществ, извлекаемых водой, не менее 30 %, влажность не более 14 %, золы общей не более 13 %, золы, нерастворимой в хлористоводородной кислоте, не более 3 %, пожелтевших листьев и стеблей не более 7 %, других частей растения (плодов, створок плодов) не более 3 %, частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 0,5 мм не более 5 %, органической примеси не более 3%, минеральной примеси не более 
1 %.

Измельченное сырье. Суммы флавоноидов в пересчете на рутин не менее 
1 %, суммы полисахаридов не менее 8 %, экстрактивных веществ, извлекаемых водой, не менее 30 %, влажность не более 14 %, золы общей не более 13 %, золы, нерастворимой в хлористоводородной кислоте, не более 3 %, пожелтевших кусочков листьев и стеблей не более 7 %, других частей растения (плодов, створок плодов) не более 3 %, частиц, не проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 7 мм, не более 10 %; частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 0,5 мм, не более 10 %; органической примеси не более 3 %, минеральной примеси не более 1 %.

Порошок. Суммы флавоноидов в пересчете на рутин не менее 1 %, суммы полисахаридов не менее 8 %, экстрактивных веществ, извлекаемых водой, не менее 30 %, влажность не более 14 %, золы общей не более 13 %, золы, нерастворимой в хлористоводородной кислоте, не более 3 %, частиц, не проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 2 мм, не более 10 %; частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 0,25 мм, не более 10 %.

Количественное определение. 

1. Определение суммы флавоноидов. Аналитическую пробу сырья измельчают до размера частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 1 мм. Около 1,0 г (точная навеска) измельченного сырья, помещают в колбу со шлифом вместимостью 250 мл, прибавляют 100 мл спирта 70 % и взвешивают с погрешностью ± 0,01 г. Колбу присоединяют к обратному водяному холодильнику, нагревают на кипящей водяной бане в течение 45 мин, периодически встряхивая для смывания частиц сырья со стенок. Колбу с содержимым искусственно охлаждают до комнатной температуры, взвешивают и при необходимости доводят до первоначальной массы спиртом 70 %. Извлечение фильтруют через бумажный фильтр, смоченный тем же спиртом, отбрасывая первые 10 мл фильтрата (раствор А). 
2 мл полученного извлечения (раствора А) помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, прибавляют 5 мл алюминия хлорида раствора 5 % в спирте 70 % и через 10 мин 1 мл кислоты уксусной раствора 3 %. Объем раствора доводят тем же спиртом до метки и оставляют на 30 мин (раствор Б).

Раствор сравнения для испытуемого раствора Б. К 2,0 мл раствора А прибавляют 1 мл кислоты уксусной раствора 3%, доводят спиртом 70 % до метки в мерной колбе вместимостью 25 мл и перемешивают (раствор сравнения готовится параллельно с раствором Б).
Раствор стандартного образца рутина. Около 0,1 г (точная навеска) стандартного образца рутина помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 85 мл спирта 70 % и нагревают на водяной бане до полного растворения. Затем охлаждают, доводят объем раствора до метки тем же спиртом и перемешивают (раствор А1). Срок годности раствора 3 месяца.

1,0 мл раствора А1 помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, прибавляют 5,0 мл алюминия хлорида раствора 5 % в спирте 70 % и через 10 мин 1 мл раствора кислоты уксусной 3 %. Объем раствора доводят тем же спиртом до метки, перемешивают и оставляют на 30 мин (раствор Б1). Раствор должен быть свежеприготовленным.

Раствор сравнения для стандартного раствора. К 1,0 мл стандартного раствора А1 добавляют 1 мл кислоты уксусной раствора 3 %, доводят спиртом этиловым 70% до метки в мерной колбе вместимостью 25 мл и перемешивают (раствор сравнения готовится параллельно с раствором Б1).

Оптическую плотность испытуемого раствора Б и раствора стандартного образца Б1 измеряют через 30 мин на спектрофотометре при длине волны 
(410±2) нм в кювете с толщиной слоя 10 мм, используя растворы сравнения для испытуемого раствора и стандартного образца.

Содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин и абсолютно сухое сырье в процентах (Х) вычисляют по формуле:
А × ао × 100× 100 × Р× 100

Х = -------------------------------------------;

Ао × а × 2 × 100 × (100 - W)

где: А – оптическая плотность испытуемого раствора;

Ао – оптическая плотность раствора стандартного образца рутина; 

ао – навеска стандартного образца рутина, г;

а – навеска сырья, взятая для анализа, г;

W – влажность, %;
Р – содержание основного вещества в стандартном образце в десятичных долях.

Примечание
Спирт 70%. 70 мл спирта этилового помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают.
Алюминия хлорид раствор 5% в спирте 70%. 5 г алюминия хлорида растворяют в 40 мл спирта 70 % в мерной колбе вместимостью 100 мл, доводят объем раствора тем же спиртом до метки и перемешивают.

2. Определение полисахаридов. Аналитическую пробу сырья измельчают до размера частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 2 мм. Около 
10,0 г (точная навеска) измельченного сырья помещают в колбу вместимостью 250 мл, прибавляют 100 мл воды, колбу присоединяют к обратному холодильнику и кипятят при перемешивании на электрической плитке в течение 30 мин. Экстракцию водой повторяют еще два раза по 100 мл в течение 30 мин. каждый раз. Объединенные водные извлечения центрифугируют с частотой вращения 
5000 об/мин в течение 10 мин и декантируют в мерную колбу вместимостью 
500 мл через 5 слоев марли, вложенной в стеклянную воронку диаметром 66 мм и предварительно смоченной водой. Марлевый фильтр промывают водой и доводят объем раствора водой до метки (раствор А).
25 мл раствора А помещают в центрифужную пробирку, прибавляют 100 мл спирта 96 %, перемешивают, подогревают на водяной бане при температуре 60 °С в течение 5 мин. Через 30 мин содержимое центрифугируют с частотой вращения 5000 об/мин в течение 30 мин. 

Надосадочную жидкость фильтруют под вакуумом при остаточном давлении 13-16 кПа через высушенный до постоянной массы при температуре 100-105 °С стеклянный фильтр ПОР 16 диаметром 40 мм. Затем осадок количественно переносят на тот же фильтр и промывают 15 мл смеси спирта 96 % и воды (3:1). Фильтр с осадком высушивают сначала на воздухе, затем при температуре 
100-105 °C до постоянной массы.

Содержание полисахаридов в пересчете на абсолютно сухое сырье в процентах (X) вычисляют по формуле:

(m2-m1) × 500 × 100 × 100

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

а× 25 × (100-W)

m1 – масса фильтра, г;

m2 – масса фильтра с осадком, г; 

а – навеска сырья, г;

W – влажность, %;

3. Определение экстрактивных веществ. В соответствии с требованиями ОФС «Определение содержания экстрактивных веществ в лекарственном растительном сырье». Масса навески сырья 1,0 г. Экстрагент – вода очищенная.

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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Рисунок 1- 1 – фрагмент эпидермиса листа с простыми одноклеточными нежно-бородавчатыми волосками и устьичным комплексом аномоцитного типа (ув. × 200), 2 – фрагмент края листа с головчатым волоском (ув. × 200), 3 – фрагмент эпидермиса листа с жилкой и друзами оксалата кальция (ув. × 200), 4 – Фрагмент эпидермиса лепестков венчика цветка с тупоконечными простыми одноклеточными волосками (ув. × 200), �5 – фрагмент верхнего эпидермиса лепестков венчика цветка с сосочковидными выростами (ув. × 200), 6 – фрагмент эпидермиса стебля с простыми многоклеточными волосками (ув. × 200), 7 – фрагмент эпидермиса чашечки цветка с простыми одноклеточными нежно-бородавчатыми волосками (ув. × 200), 8 – фрагмент эпидермиса лепестков венчика цветка с извилистыми длинными одноклеточными бугорчатыми волосками (ув. × 200).
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