
ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ

Первоцвета листья                      ФС
Primulaе veris folia                         Вводится   впервые  __________________________________________________________________
     Собранные в фазу начала цветения высушенные листья многолетнего дикорастущего травянистого растения первоцвета весеннего  –  Primula veris L.,   семейства первоцветных - Primulaceae Vent.

ПОДЛИННОСТЬ


Внешние признаки. Цельное сырье. Цельные или частично измельченные листья с черешками или без них. Листья простые, длинночерешковые, длиной  до 15 см, шириной до  8 см, черешок длиной не более 14 см. Листья яйцевидные или яйцевидно-продолговатые, внезапно суженные в черешок, городчатые, неравномерно-городчатые или мелкозубчатые по краю, на верхушке тупые, морщинистые, с вдавленными сверху и выступающими снизу жилками. Листовые пластинки почти голые с верхней стороны, снизу также почти голые или слабо опушенные волосками. Черешки листа короче или равны листовой пластинке, снизу слабо опушены волосками.  
Цвет листьев серовато-зеленый, нижняя сторона листа светлее верхней. Запах слабый, характерный. Вкус водного извлечения сначала сладкий, затем горьковатый.
Измельченное сырье. Смесь кусочков листьев, черешков различной формы, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 7 мм. Цвет листьев от светлого серовато-зеленого до серовато-зеленого. 
Запах слабый, характерный. Вкус водного извлечения сначала сладкий, затем горьковатый. 
Микроскопия. Цельное сырье, измельченное сырье. При рассмотрении листа с поверхности  должны быть видны  крупные клетки верхнего эпидермиса со слабоизвилистыми стенками, зачастую с утолщенными оболочками, особенно вокруг места прикрепления волосков и над жилками. Клетки нижнего эпидермиса имеют сильноизвилистый контур. Устьица овальной или округлой формы, окружены 2-5 околоустьичными клетками (аномоцитный тип), расположены преимущественно на нижней и очень редко – на верхней стороне листа. Замыкающие клетки устьиц имеют почковидную форму.    
В эпидермисе обеих сторон листа (особенно нижнего) во множестве встречаются железистые волоски, изредка – простые. Железистые волоски с шаровидными одноклеточными головками без содержимого или заполненными коричневато-серой массой, расположенными  на многоклеточной ножке (2 – 5 клеток), расширяющейся к основанию. Изредка встречаются железистые волоски на короткой одноклеточной ножке. Простые 2-3 клеточные волоски, расширенные у основания и заостренные на конце, с тонкими стенками, гладкой поверхностью, располагаются, главным образом, по краю листа и вдоль жилок. Мякоть листа очень рыхлая, с многочисленными крупными межклетниками не только в губчатой, но и в палисадной ткани.   
     
Черешок треугольной формы с роговидными выростами по бокам. Механическая ткань представлена уголковой колленхимой, расположенной в 5-7 слоев. Проводящая система представлена одним крупным пучком, расположенным в центре,  и  по два - в латеральных выростах. Клетки эпидермиса черешка прозенхимной формы, с наклонными боковыми стенками, тонкими оболочками. Изредка встречаются устьица. Эпидермис черешка опушен волосками  –  простыми и головчатыми.  
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Рисунок - Первоцвета весеннего листья:
1 – клетки верхнего эпидермиса листа со слабоизвилистыми стенками, (400×), 2 - клетки нижнего эпидермиса с сильноизвилистыми стенками,  устьичным комплексом аномоцитного типа (400×), 3 – фрагмент поперечного среза листа с железистыми волосками на короткой одноклеточной ножке, палисадной и губчатой тканью (400×), 4 – фрагмент листа: железистый волосок  с головкой без содержимого (400×), 5 – фрагмент листа: железистый волосок  с головкой с коричневато-серым содержимым (400×), 6 – клетки эпидермиса черешка прозенхимной формы с простыми и железистыми волосками (100×), 7 – поперечный срез черешка с проводящими пучками, основной паренхимой и уголковой колленхимой (100×). 
Определение основных биологически активных веществ

           Тонкослойная хроматография
На линию старта хроматографической пластинки со слоем силикагеля на полимерной подложке размером 10 × 10 см наносят  20 мкл испытуемого раствора А, приготовленного для количественного определения,  в виде полос длиной 10 мм и 20 мкл раствора СО рутина, приготовленного для количественного определения. Пластинку с нанесенными пробами высушивают на воздухе,  помещают в хроматографическую камеру, предварительно насыщенную в течение 1 ч, и хроматографируют в смеси  растворителей: бутанол - уксусная кислота ледяная - вода (4:1:2) восходящим способом. Когда фронт растворителей пройдет 80 - 90 % от линии старта пластинки, ее вынимают из камеры, высушивают до удаления следов растворителей, опрыски-вают алюминия хлорида раствором 2 % в спирте 96 %, выдерживают при темепературе (100 - 105) (С в течение 1-3 мин и просматривают в 
УФ-свете (365 нм).

На хроматограмме раствора СО рутина должна обнаруживаться зона адсорбции с флуоресценцией желтого цвета.  
На  хроматограмме испытуемого раствора должна обнаруживаться зона адсорбции с флуоресценцией желтого цвета на уровне зоны адсорбции СО рутина и зона адсорбции с флуоресценцией желтого цвета выше зоны адсорбции СО рутина; допускается обнаружение дополнительных зон адсорбции.

0,5 г сырья, измельченного до величины частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 1 мм, помещают в коническую колбу вместимостью 25 мл, прибавляют 5 мл воды, настаивают в течение 15 мин и фильтруют. 

На линию старта хроматографической пластинки со слоем силикагеля на полимерной подложке размером 10 × 10 см наносят  50 мкл испытуемого раствора и 20 мкл раствора СО аскорбиновой кислоты, приготовленного для количественного определения, в виде полос длиной 10 мм. Пластинку с нанесенными пробами высушивают на воздухе в течение 10 мин, помещают в хроматографическую камеру, предварительно насыщенную в течение 1 ч, и хроматографируют в смеси  растворителей:  этилацетат - уксусная кислота ледяная (80:20) восходящим способом.  Когда фронт растворителей пройдет 80 - 90 % от линии старта пластинки, ее вынимают из камеры, высушивают до удаления следов растворителей, опрыскивают нингидрина раствором 0,25 % в спирте 96 %, выдерживают при температуре 120 (С в течение 1 -3 мин и просматривают при дневном свете. 
На хроматограмме СО аскорбиновой  кислоты  должна обнаруживаться зона адсорбции розовато-красного цвета.
На  хроматограмме испытуемого раствора  должна обнаруживаться зона адсорбции розовато-красного цвета на уровне зоны адсорбции СО аскорбиновой кислоты.

К 1 мл испытуемого раствора, приготовленного для количественного определения суммы флавоноидов, прибавляют 5 мл алюминия хлорида спиртового раствора 2 % в спирте 96 %, должно наблюдаться окрашивание зеленовато-желтого цвета (флавоноиды).
ИСПЫТАНИЯ

Влажность. Цельное сырье, измельченное сырьё  – не более 13 %.

Зола общая. Цельное сырье, измельченное сырьё  – не более 12 %.
Зола, нерастворимая в хлористоводородной кислоте.  Цельное сырье, измельченное сырье  – не более 3,5 %.
Посторонние примеси 
Частей растения, утративших окраску (пожелтевших листьев): цельное сырье  - не более 3 %.

Измельченность.  Измельченное сырье:  частиц, не проходящих сквозь сито с отверстиями размером 7 мм, - не более 5 %; частиц проходящих сквозь сито с отверстиями размером 0,5 мм, не более 5 %.

Органическая примесь. Цельное сырьё, измельченное сырьё  – не более 1 %.
Минеральная примесь. Цельное сырье, измельченное сырьё – не более 1 %. 

Тяжелые металлы. В соответствии с требованиями ОФС «Определение содержания тяжелых металлов и мышьяка в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препаратах».

Радионуклиды. В соответствии с требованиями ОФС «Определение содержания радионуклидов в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препаратах». 

Микробиологическая чистота. В соответствии с требованиями ОФС «Микробиологическая чистота».

Количественное определение. Цельное сырьё, измельченное сырьё: суммы флавоноидов в пересчете на рутин - не менее 2,0 %; аскорбиновой кислоты  - не менее 0,5 %.

Сумма флавоноидов.
Приготовление растворов.
Раствор стандартного образца (СО) рутина. Около 0,05 г (точная навеска) СО рутина, предварительно высушенного при температуре 130 – 135 (С в течение 3 ч, растворяют в 85 мл спирта 96 % в мерной колбе вместимостью 100 мл при нагревании на кипящей водяной бане, охлаждают, доводят объем раствора тем же спиртом до метки и перемешивают (раствор А СО рутина).
Срок годности раствора СО при хранении в защищенном от света месте не более 30 суток.
1,0 мл раствора А СО рутина помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, прибавляют 2 мл алюминия хлорида раствора 2 % в спирте 70 % и 0,1 мл кислоты уксусной разведенной 30 %, доводят объем раствора тем же спиртом до метки и перемешивают (раствор Б СО рутина). 



Раствор сравнения. К 2,0 мл раствора А СО рутина добавляют 0,1 мл уксусной кислоты разведенной 30 %, доводят спиртом 70 % до метки в мерной колбе вместимостью 25 мл и перемешивают.

Около 1,0 г (точная навеска) сырья, измельченного до величины частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 1 мм, помещают  в  коническую колбу со шлифом вместимостью 250 мл, прибавляют 100 мл спирта 70 % и взвешивают с погрешностью  ± 0,01 г. Колбу присоединяют к обратному холодильнику,  нагревают на кипящей водяной бане в течение 30 мин при периодическом встряхивании для смывания частиц сырья со стенок. Колбу охлаждают до комнатной температуры, взвешивают и, при необхо-

димости, доводят до первоначальной массы спиртом 70 %. Извлечение фильтруют через бумажный фильтр, отбрасывая первые 10 мл (раствор А испытуемого раствора). 
 

2,0 мл  раствора А испытуемого раствора помещают в мерную колбу вместимостью 25 мл, прибавляют 2 мл алюминия хлорида раствора 2 % в спирте 70 %, 0,1 мл кислоты уксусной разведенной 30 %, доводят объем раствора тем же спиртом до метки и перемешивают (раствор Б испытуемого раствора). 
Через 30 мин измеряют оптическую плотность раствора Б испытуемого раствора с помощью спектрофотометра при длине волны 410 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм относительно раствора сравнения. В качестве раствора сравнения используют раствор, состоящий из 2,0 мл раствора А испытуемого раствора и 0,1 мл уксусной кислоты разведенной 30 %, помещенных в мерную колбу вместимостью 25 мл и доведенных спиртом 70 % до метки.

Параллельно в тех же условиях измеряют оптическую плотность раствора Б СО рутина относительно раствора сравнения.

 Содержание суммы флавоноидов в  пересчете на рутин и абсолютно сухое сырье в процентах (Х) вычисляют по формуле:
        А × ао × 1 × 100 × 25 × 100 × Р             А × ао × Р × 50
Х = ---------------------------------------------- = ------------------------
                 Ао × 100 × 25 × а × 2 × (100 - W)          Ао × а × (100 - W)
где:  А - оптическая плотность испытуемого раствора;

       Ао - оптическая плотность раствора стандартного образца рутина;  

       а - навеска сырья, в граммах;
       ао – навеска СО рутина, в граммах;

Р – содержание основного вещества в СО рутина, в процентах;
        W - влажность сырья, в процентах.
Аскорбиновая кислота. 

Приготовление растворов.
Раствор стандартного образца (СО) аскорбиновой кислоты. Около    0,05 г (точная навеска) СО кислоты аскорбиновой помещают в мерную    колбу вместимостью 50 мл, растворяют в 30 мл воды, доводят объем  раствора   водой до метки и перемешивают (А СО аскорбиновой кислоты). Срок годности раствора А СО при хранении в защищенном от света месте не более 3 суток. 


5,0 мл раствора А СО аскорбиновой кислоты помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят   объем   раствора водой до метки и перемешивают (раствор Б СО аскорбиновой кислоты). Раствор используют свежеприготовленным.

Реактив для фотометрической реакции. 0,05 г динатрия гидрофосфата помещают в мерную колбу вместимостью 200 мл,  растворяют в 100 мл воды, прибавляют 10 мл серной кислоты концентрированной, 50 мл воды и 0,8 г аммония молибдата, доводят объем раствора водой до метки и тщательно перемешивают. Срок годности раствора при хранении в защищенном от света месте не более 3 месяцев. 

Аналитическую пробу сырья измельчают до размера частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями  размером 1 мм. Около 2 г (точная навеска) измельченного сырья помещают в колбу со шлифом вместимостью 100 мл,  прибавляют 50  мл спирта 40 %, колбу присоединяют к обратному холодильнику и нагревают кипящей водяной бане в течение 30 мин. Экстракцию спиртом 40 % повторяют еще два раза, используя каждый раз по 50 мл. Полученные извлечения объединяют, фильтруют через бумажный фильтр (раствор А испытуемого раствора). 20,0  мл раствора А испытуемого раствора помещают в колбу вместимостью 50 мл, прибавляют 20 мл спирта 96 %, перемешивают и через 10 мин фильтруют через бумажный фильтр (раствор Б испытуемого раствора). 10 мл раствора Б испытуемого раствора помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят объем раствора до метки и перемешивают (раствор В испытуемого раствора).

В три колбы вместимостью по 50 мл помещают: в первую - 10 мл раствора В испытуемого раствора, во вторую - 10 мл раствора Б СО кислоты аскорбиновой и в третью - 10 мл воды. В каждую колбу прибавляют по 10 мл реактива для фотометрической реакции, нагревают с обратным холодильником на кипящей водяной бане в течение 10 мин и быстро охлаждают под струей холодной воды. 
Измеряют оптическую плотность продуктов реакции с натрия фосфорномолибдата раствором испытуемого раствора (первая колба) и раствора Б СО кислоты аскорбиновой (вторая колба) на спектрофотометре при длине волны 730 нм в кварцевых кюветах с толщиной слоя 10 мм относительно раствора сравнения (третья колба).

 Содержание кислоты аскорбиновой в абсолютно сухом сырье в процентах (X) вычисляют по формуле:  
        А × ао × 5 × 150 × 50 × 100 × 100 × 100        А × ао × 375000

Х = -------------------------------------------------------- ----------------------------

               Ао × 50 × 100 × а × 20 × 10 × (100 - W)       Ао × а × (100 - W)

где А - оптическая плотность испытуемого раствора (первая колба);

Ао - оптическая плотность раствора СО аскорбиновой кислоты (вторая колба); 


а - навеска сырья, в граммах;

ао - навеска СО аскорбиновой кислоты, в граммах;

W - влажность сырья, в процентах.

Упаковка, маркировка и транспортирование. В соответствии с требованиями ОФС «Упаковка, маркировка и транспортирование лекарственного растительного сырья и лекарственных растительных препаратов».

Хранение. В соответствии с требованиями ОФС «Хранение лекарственного растительного сырья и лекарственных растительных препаратов».
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