МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

ГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ КАЧЕСТВА ЛЕКАРСТВЕННОГО СРЕДСТВА

ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ

_____________________________________________________ 
Цветки бессмертника песчаного                     ФС 42 – 

Flores helichrysi arenarii                                    Взамен ФС 9 ГФ СССР XI издания

 

Cобранные до распускания цветков и высушенные корзинки дикорастущего многолетнего травянистого растения бессмертника (цмина) песчаного – Helichrysum arenarium (L.) Moench, сем. Астровых – Asteraceae.
Подлинность

Внешние признаки. Cырье представляет собой щитковидные соцветия состоящие из 20-35 мелких корзинок, или части этих соцветий, иногда отдельные корзинки и цветки. Корзинки по форме шарообразные или слабо-вытянутые, одиночные или по несколько вместе, диаметром 4-5 мм каждая, с остатками беловойлочных цветоносов (осевых частей соцветия) длиной не более 1см. Цветков в корзинке может быть, как правило, от 30 до 45. Цветки расположены на голом цветоложе и окружены многочисленными неплотно прижатыми листочками обертки. Все цветки в корзинке трубчатые обоеполые, с хохолком; отгибы венчика пяти-зубчатые. Обертка корзинки 3-4-рядная состоит из черепитчато-расположенных, лепестковидных, неплотно прижатых, выпуклых листочков лимонно-желтого цвета. Листочки обертки сухие, пленчатые, блестящие, неоднородные по форме: наружные – широко ланцетовидные; внутренние – линейные. Все листочки обертки с пленчатым краем и бурой полоской посередине. Цветоложе корзинок плоское или слегка выпуклое, мелко-ямчатое. Цветки корзинки, как правило, морфологически различимы и выделяются на срединные и краевые.
Краевые цветки немногочисленные (обычно в числе 5-7) пестичные или обоеполые, с длинной узкой трубкой околоцветника; венчики по форме ните​видные, 5- зубчатые, лимонно-желтого цвета. 

Срединные цветки многочисленные, мелкие, в 1,5-2 раза мельче краевых; они обоеполые, трубки их венчиков 5-зубчатые и с 3-4 дополнительными менее выраженными зубцами, обычно желтые или оранжевые.
Цвет листочков обертки самих корзинок лимонно-желтый, а венчиков цветков – лимонно-желтый или оранжевый. 
Запах сырья слабый, ароматный. Вкус водного извлечения пряно-горький
Микроскопические признаки. При рассмотрении цветков с поверхности видна завязь с многочисленными прозрачными многоклеточными волосками (рис. 1). Волоски густо покрывают завязь, наклонены косо вверх к венчику и заполнены неструктурированным содержимым. Волоски состоят, как правило, из двух клеток основания. Завязь цветка имеет кольцевое основание, образованное прямоугольными толстостенными клетками. Клетки вытянуты в горизонтальной плоскости (перпендикулярно к завязи). Стенки клеток с хорошо развитой кутикулой, утолщены больше снаружи кольца. Хохолок на верхушке завязи цветка состоит из многочисленных, крупных, торчащих вверх и сросшихся друг с другом у основания щетинок. На некоторых щетинках видны зерна пыльцы. Щетинки хохолка слагаются из длинных прозенхимных клеток. В сухом сырье в полостях этих клеток обнаруживаются блестящие, четырехугольные монокристаллы призматического вида (рис. 4). При рассмотрении околоцветника видно, что на зубцах трубчатого венчика имеется хорошо выраженная бахромчатость, которая состоит из сосочковидных выростов (рис. 2). По всей поверхности околоцветника, встречаются эфиромасличные железки. Строение эфиромасличных железок (рис. 5) типично для семейства астровых. Они многоклеточные, их выделительные клетки расположены двумя рядами в 3-4 яруса (вид сбоку); при рассматривании сверху, железки видны в виде овальных образований с поперечной перегородкой, заполненные желтоватым содержимым. 
Пыльца округлой форы с шиповатой экзиной (рис 5). При рассмотрении листочков обертки видно, что эпидермис листочка обертки с поверхности состоит из вытянутых клеток с заметными порами в клеточных стенках. В суженной части листочки обертки опушены. Волоски многочисленные, простые по форме бичевидные. Они состоят из нескольких клеток – одной-двух коротких базальных клеток и одной очень длинной конечной. 
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	Рисунок 1 – Волоски завязи цветка

(ув. × 100)

	Рисунок 2 – Сосочковидные выросты срединного цветка (ув. × 400)
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	Рисунок 3 – Кристаллы щетинок

(ув. × 400)
	Рисунок 4 – Устьица обвертки соцветия (ув. × 400)
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	Рисунок 5 – Эфиромасличные железки и пыльца на венчике срединного цветка (ув. × 400)


Определение основных биологически активных веществ
1. УФ-спектр. 
Около 1,0 г (точная навеска) измельченного до размеров частиц 2 мм сырья помещают в колбу с притертой пробкой вместимостью 
100 мл, прибавляют 50 мл 70 % этилового спирта и взвешивают. Колбу с содержимым присоединяют к обратному холодильнику и нагревают на кипящей водяной бане в течение 1 часа. Затем содержимое колбы охлаждают, доводят массу колбы с содержимым до первоначальной, фильтруют через бумажный фильтр с красной полосой (см. раздел «Количественное определение»).
1 мл извлечения помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, доводят объём раствора спиртом 95 % (раствор А). 5 мл раствора А помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, доводят объём раствора спиртом 95 % (раствор Б) и регистрируют электронный спектр на спектрофотометре в области от 190 до 500 нм. В качестве раствора сравнения используют этиловый спирт.

В УФ-спектре водно-спиртового извлечения обнаруживаться два наиболее характерных максимумов поглощения в области 295±2 нм и 332±3 нм. Кроме того, в УФ-спектре водно-спиртового извлечения должны наблюдаться два минимума поглощения в области 265±3 нм и 315±3 нм (рис. 6) (флавоноиды).
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Рисунок 6 – УФ-спектр раствора извлечения из цветков бессмертника песчаного (1:12500).
2. На линию старта хроматографической пластинки микропипеткой наносят 0,02 мл водно-спиртового извлечения (см. раздел «Качественные реакции», пункт 1). Рядом микропипеткой наносят 0,01 мл раствора СО изосалипурпозида (раствор А) (см. примечание «Приготовление раствора стандартного образца изосалипурпозида», раздел «Количественное определение»). Хроматографическую пластинку помещают в камеру, которую предварительно насыщают в течение 2 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 видимом свете. На хроматограмме извлечения на уровне зоны адсорбции СО изосалипурпозида обнаруживается доминирующая зона адсорбции светло-желтого цвета с величиной Rf около 0,5. При просмотре хроматограммы в УФ-свете при длине волны 254 нм на уровне зоны адсорбции СО изосалипурпозида обнаруживается доминирующее флуоресцирующая зона адсорбции желтовато-фиолетового цвета. Затем хроматограмму проявляют щелочным раствором диазобензолсульфокислоты и нагревают при 100-105 °С. При этом зона адсорбции изосалипурпозида приобретает оранжевую окраску; допускается наличие других пятен, в частности, салипурпозида (величина Rf около 0,6), нарингенина (величина Rf около 0,8), а также хлорогеновой кислоты (величина Rf около 0,2) (флавоноиды).
Примечания
1.Подготовка пластинок. Хроматографические пластинки разрезают поперек линий накатки соответственно на 3 части размером 15 х 5 см или на 2 части 10×5 см и перед использованием активируют в сушильном шкафу при 100-105 °С в течение 1 ч. 

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

Раствор используют свежеприготовленным. 

3. Проверка пригодности хроматографической системы. Хроматографическая система считается пригодной, если наблюдается четкое деление пятен основных флавоноидов, а именно изосалипурпозида (Rf около 0,5), салипурпозида (Rf около 0,6), нарингенина (Rf около 0,8), хлорогеновой кислоты (Rf около 0,2). 
3. Около 1,0 г сырья измельченного до размеров частиц 2 мм помещают в колбу с притертой пробкой вместимостью 10 мл и прибавляют 2 мл спирта 
70 %. Колбу с содержимым присоединяют к обратному холодильнику и нагревают на кипящей водяной бане в течение 30 мин. Затем содержимое колбы охлаждают, фильтруют через бумажный фильтр с красной полосой. К 
1 мл полученного извлечения прибавляют цинк металлический 0,1 г порошка магния, после прибавляют 1 мл концентрированной хлористоводородной кислоты; постепенно появляется оранжевое окрашивание (флавоноиды).
Числовые показатели. Содержание суммы флавоноидов в пересчете на изосалипурпозид не менее 6 %; влажность не более 12 %; золы общей не более 8 %; золы, нерастворимой в хлористоводородной кислоте не более 4 %; соцветий с остатками стеблей длиной свыше 1 см не более 5 %; остатков корзинок (цветолож с обертками) не более 5 %; измельченных частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 2 мм не более 5 %; органической примеси не более 0,5 %; минеральной примеси не более 0,5 %.
Количественное определение. Аналитическую пробу сырья измельчают до размера частиц с отверстиями диаметра 2 мм. Около 1,0 г (точная навеска) сырья помещают в колбу с притертой пробкой вместимостью 100 мл, прибавляют 50 мл спирта 70 % и взвешивают. Колбу с содержимым присоединяют к обратному холодильнику и нагревают на кипящей водяной бане в течение 1 часа. Затем содержимое колбы охлаждают, доводят массу колбы с содержимым до первоначальной, фильтруют через бумажный фильтр с красной полосой. 

1 мл извлечения помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, добавляют 2 мл алюминия хлорида раствора 2 %, доводят объём раствора спиртом 95 % (раствор А комплекса) и через 30 мин измеряют оптическую плотность при длине волны 418 нм. В качестве раствора сравнения используют раствор А, полученный аналогичным образом, но без добавления хлорида алюминия. 

Параллельно аналогичным образом проводят опыты с СО изосалипурпозида (см. раздел «Количественное определение», примечание «Приготовление раствора СО изосалипурпозида»).

Содержание суммы флавоноидов (Х) в цветках бессмертника песчаного в пересчете на изосалипурпозид рассчитывают по формуле:
             D * mо * V *V1 * 100 * 100            D * mo * 50 * 50 * 100 * 100

Х = ----------------------------------------- = ------------------------------------,

           m * Dо * Vо * V2 * (100 – W)           m * Do * 25 * 25 * (100 – W)

где:
D – оптическая плотность испытуемого раствора при длине волны 

 418 нм;

Dо – оптическая плотность раствора СО изосалипурпозида при длине 
 волны 418 нм;

V – объем извлечения, мл;

Vо – объем раствора СО изосалипурпозида, мл;

V1 – объем раствора А, мл;
V2 – объем раствора А СО изосалипурпозида, мл;

m – масса сырья в граммах, г;

mо – масса СО изосалипурпозида, г;

W – влажность, %.
Примечание
Приготовление раствора стандартного образца (СО) изосалипурпозида: около 0,025 г (точная навеска) СО изосалипурпозида растворяют в мерной колбе вместимостью 25 мл в небольшом количестве спирта 95 % и доводят объем раствора тем же спиртом до метки (раствор А). В мерную колбу вместимостью 25 мл помещают 1 мл приготовленного раствора А и доводят объем спиртом 95 % до метки (раствор Б). 

1 мл раствора А помещают в мерную колбу ёмкостью 25 мл, добавляют 
2 мл алюминия хлорида раствора 2 %, доводят объём раствора спиртом 95 % и через 30 мин измеряют  оптическую плотность при длине волны 418 нм, используя в качестве раствора сравнения – раствор Б СО изосалипурпозида. Растворы используют свежеприготовленными.

В случае отсутствия СО изосалипурпозида можно использовать упрощенную формулу расчета как альтернативу:
D * 50 * 50 * 100

Х = ----------------------------,

m * 500 * (100 – W)

где 500 – это удельный показатель поглощения (E

) СО изосалипурпозида при 418 нм.
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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