



ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ
	ФС.0.0.0000

	АРНИКИ ГОРНОЙ ЦВЕТКИ 

	Arnicae montanae flores

	Arnica flowers


ОПРЕДЕЛЕНИЕ
Собранные в фазу начала цветения, высушенные язычковые и трубчатые цельные цветки дикорастущего и культивируемого многолетнего травянистого растения арники горной – Arnica montana L., сем. астровых – Asteraceae.
Содержание: не менее 0,4 % суммы сесквитерпеновых лактонов в пересчёте на дигидрохеленалина тиглат (С20Н26О5) в сухом сырье.
ИДЕНТИФИКАЦИЯ
А. Внешние признаки (ОФС «Цветки»).
Цельное сырьё. Смесь язычковых и трубчатых цветков, семянки с хохолком, цветоложа распавшихся соцветий, реже цельных корзинок. Краевые язычковые цветки длиной до 2,5 см с трёхзубчатым отгибом. Срединные трубчатые цветки длиной до 1,5 см с пятизубчатым венчиком. Цветоложе слегка выпуклое, ямчатое, с короткими щетинистыми волосками вокруг ямок. Обвёртка корзинки колокольчатая одно- или двухрядная состоит из удлинённых, ланцетовидных, заострённых листочков, 
длиной 0,8–1 см. Корзинки диаметром 2–6 см (с краевыми цветками) 
и 1,2–3,2 см (без краевых цветков) с остатками цветоносов длиной не более 3 см или без цветоносов. Пестик с нижней опушённой завязью, 
длиной 4–8 мм, семянки продолговатые с однорядным хохолком из желтоватых, неветвистых, тонких щетинок длиной до 1 см.
Цвет краевых и срединных цветков от светло-оранжево-жёлтого до оранжево-жёлтого; цвет листочков обвёртки от зелёного до зеленовато-коричневого; цвет семянки от светло-коричневого до тёмно-коричневого.
Запах слабый, характерный. 
Б. Микроскопические признаки. Определение проводят в соответствии с требованиями ОФС «Микроскопический и микрохимический анализ лекарственного растительного сырья и лекарственных средств растительного происхождения», раздел «Цветки».
Цельное сырьё. При рассмотрении микропрепарата краевых язычковых цветков с поверхности должны быть видны слегка удлинённые клетки эпидермиса с извилистыми стенками и жёлто-оранжевыми округлыми хромопластами; на зубчиках эпидермис с сосочками; эпидермис срединных трубчатых цветов представлен продольно вытянутыми клетками, в основном с прямыми стенками, на зубчиках эпидермис так же с сосочками; на поверхности эпидермиса краевых и срединных цветков встречаются простые многоклеточные тонкостенные волоски с заострённым концом и эфирно-масличные желёзки, состоящие из 6–10 клеток, расположенных в 1–2 ряда. Клетки эпидермиса завязи представлены прямоугольными с чётко видными утолщёнными стенками, содержащими фитомеланин; эпидермис покрыт простыми многоклеточными тонкостенными волосками с заострённым концом, эфирно-масличными желёзками и простыми одноклеточными волосками, состоящими из двух продольно объединённых клеток с общими прерывистыми стенками, концы которых острые, редко разделённые надвое. Эпидермис листочков обвёртки представлен клетками с извилистыми стенками, устьичный комплекс аномоцитного типа в основном на внешней стороне. Многочисленные волоски простые, многоклеточные, состоящие из 3–7 тонкостенных клеток, реже с утолщёнными стенками, и простые одноклеточные; на нижней стороне железистые волоски на одно- или двухрядной ножке с многоклеточной, реже с одно- или двухрядной головкой. Эпидермис чашечки состоит из удлинённых клеток, покрытых простыми одноклеточными короткими волосками, заострённых к верхнему краю щетинок-хохолка. Пыльцевые зёрна с шиповатой экзиной и тремя порами. 
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Рисунок 1. Арники горной цветки.
1 – эпидермис зубчика с сосочковидними выростами (400×);
2 – простые многоклеточные тонкостенные волоски с заострённым концом (40×); 
3 – эфирно-масличная желёзка (200×); 4 – два одноклеточных волоска, сросшихся 
вместе (200×); 5 – эпидермис нижний стороны обвёртки: а – устьица аномоцитного типа, 
б – железистый волосок, состоящий из двухрядной ножки и многоклеточной 
головки 200×); 6 – щетинки хохолка (200×); 7 –округлые пыльцевые зёрна с шиповатой экзиной и тремя порами (800×).

Определение основных групп биологически активных веществ
В. Высокоэффективная тонкослойная хроматография (ВЭТСХ) (ОФС «Высокоэффективная тонкослойная хроматография лекарственных растительных средств»).
Испытуемый раствор. 2,0 г измельчённого сырья (1,00 мм) (ОФС «Ситовой анализ») помещают в коническую колбу с пробкой вместимостью 20 мл, прибавляют 10 мл метанола и обрабатывают ультразвуком в течение 15 мин. Полученное извлечение фильтруют через беззольный фильтр. 
Раствор сравнения (а). Растворяют 2 мг кофейной кислоты, 2,5 мг рутина в 10,0 мл метанола.
Раствор сравнения (б) Доводят 2,5 мл раствора сравнения (а) до 10,0 мл метанолом.
Раствор сравнения (в). Растворяют 1 мг кислоты хлорогеновой и 2,5 мг гиперозида в 10,0 мл метанола. 
Маркёр интенсивности: кофейная кислота с флуоресценцией от светло-синего или голубого цвета до зеленовато-синего цвета и рутин с флуоресценцией жёлтого или оранжевого цвета.
Условия хроматографирования:
- ВЭТСХ пластинка со слоем силикагеля F254;
- подвижная фаза: муравьиная кислота безводная – вода – этилацетат (6:9:90 об/об/об) (предварительное насыщение камеры в течение не менее 20 мин);
- наносимый объём пробы: по 2 мкл испытуемого раствора, раствора сравнения (а), раствора сравнения (б), раствора сравнения (в);
- реактив для детектирования 1: дифенилборной кислоты аминоэтилового эфира раствор 1 % в этаноле 96 %;
- реактив для детектирования 2: макрогола 400 раствор спиртовой 5 %;
- пробег фронта подвижной фазы: 80–90 % длины пластинки от линии старта;
- высушивание: на воздухе до удаления следов растворителей;
- детектирование:  пластинку нагревают при температуре 100–105 С в течение 5 мин и обрабатывают последовательно реактивом для детектирования 1, затем реактивом для детектирования 2 и через 5 мин просматривают в УФ-свете при длине волны 365 нм.
Требования
[bookmark: _GoBack]На хроматограмме раствора сравнения (а):
- в нижней части пластинки должна обнаруживаться зона адсорбции с флуоресценцией жёлтого или оранжевого цвета (рутин); 
- в верхней части пластинки должна обнаруживаться зона адсорбции с флуоресценцией светло-синего или голубого цвета (кофейная кислота).
На хроматограмме испытуемого раствора (снизу вверх) должны обнаруживаться: 
- зона адсорбции с флуоресценцией жёлтого или оранжевого цвета выше зоны адсорбции рутина, по интенсивности равная зоне адсорбции рутина на хроматограмме раствора сравнения (а);
- зона адсорбции с флуоресценцией светло-синего или голубого цвета по интенсивности равная зоне адсорбции кофейной кислоты на хроматограмме раствора сравнения (а);
- зона адсорбции с флуоресценцией жёлтого или оранжевого цвета по интенсивности равная зоне адсорбции рутина на хроматограмме раствора сравнения (а);
- в средней части пластинки - зона адсорбции с флуоресценцией желтовато-зелёного цвета интенсивности слабее, чем зона адсорбции рутина на хроматограмме раствора сравнения (а), 
- зона адсорбции с флуоресценцией светло-синего или голубого цвета по интенсивности слабее или равная зоне адсорбции кофейной кислоты на хроматограмме раствора сравнения (б);
- в верхней части пластинки должны обнаруживаться от 2 до 4 интенсивных или слабых (относительно кофейной кислоты) зон адсорбции с флуоресценцией голубого цвета, расположенных ниже зоны адсорбции кофейной кислоты на хроматограмме раствора сравнения (б). 
Допускается обнаружение других зон адсорбции, в основном в верхней части хроматограммы.
Проверка пригодности хроматографической системы. На хроматограмме раствора сравнения (в) в нижней трети пластинки должны обнаруживаться две отдельные зоны адсорбции (снизу вверх): зона адсорбция с флуоресценцией светло-голубого цвета (хлорогеновая кислота) и выше неё зона адсорбции с флуоресценцией жёлтого или оранжевого цвета (гиперозид).
Примечание 
На хроматограмме испытуемого раствора не должны обнаруживаться: зона адсорбции с флуоресценцией оранжево-жёлтого цвета на уровне зоны адсорбции кофейной кислоты с флуоресценцией светло-синего или голубого цвета и зона адсорбции с флюоресценцией оранжево-желтого цвета на уровне зоны адсорбции рутина (другие виды сем. Asteraceae).
ИСПЫТАНИЯ
Влажность. (ОФС «Определение влажности лекарственного растительного сырья и лекарственных средств растительного происхождения»). Не более 10,0 %.
Зола общая. (ОФС «Зола общая»). Не более 10,0 %.
Зола, нерастворимая в хлористоводородной кислоте. (ОФС «Зола, нерастворимая в хлористоводородной кислоте»). Не более 2,0 %.
Измельчённость сырья. (ОФС «Определение подлинности, измельчённости и содержания примесей в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препаратах»).
Цельное сырьё: частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 0,5 мм  не более 6 %.
Допустимые примеси. (ОФС «Определение подлинности, измельчённости и содержания примесей в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препаратах»).
Органическая примесь. Не более 2 %.
Минеральная примесь. Не более 1 %.
Тяжёлые металлы и мышьяк (ОФС «Определение содержания тяжёлых металлов и мышьяка в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препаратах»).
Радионуклиды (ОФС «Определение содержания радионуклидов в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препаратах»).
Остаточные количества пестицидов (ОФС «Определение содержания остаточных пестицидов в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препаратах»).
Заражённость вредителями запасов (ОФС «Определение степени заражённости лекарственного растительного сырья и лекарственных растительных препаратов вредителями запасов»).
Микробиологическая чистота. Испытуемый образец должен выдерживать требования испытания на микробиологическую чистоту.
КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ
Высокоэффективная жидкостная хроматография (ОФС «Высокоэффективная жидкостная хроматография»).
Раствор внутреннего стандарта. В мерную колбу вместимостью 10 мл помещают 10,0 мг фармакопейного стандартного образцо сантонина и 20,0 мг бутилпарагидроксибензоата, растворяют в этаноле 96 % и доводят до метки тем же растворителем. Раствор используется свежеприготовленный.
Испытуемый раствор 1,0 г измельчённого сырья (1,00 мм) (ОФС «Ситовой анализ») помещают в колбу со шлифом вместимостью 100 мл, прибавляют 40 мл этилацетата и обрабатывают ультразвуком в течение 5 мин. Фильтруют в круглодонную колбу ёмкостью 250 мл. Остаток растворяют в 40 мл этилацетата. Обрабатывают ультразвуком и отфильтровывают. Повторяют эту процедуру один раз. Объединяют фильтраты, добавляют 2,0 мл раствора внутреннего стандарта и выпаривают досуха. Сухой остаток растворяют в 15 мл этанола 96 % и добавляют 15 мл воды. Добавляют 7,0 г нейтрального оксида алюминия, встряхивают 2 мин и центрифугируют при 2500 g 10 мин. Надосадочная житкость переносят в круглодонную колбу вместимостью 100 мл и упаривают досуха при пониженном давлении на водяной бане и температуре не выше 50 °С. Сухой остаток растворяют в 5,0 мл этанола 96 % и фильтруют через мембранный фильтр (размер пор 0,45 мкм).
Раствор сравнения. В мерную колбу вместимостью 10 мл помещают 20 мг этилпарагидроксибензоата и 20 мг метилпарагидроксибензоата, растворяют в метаноле и доводят объём раствора тем же растворителем до метки.
Условия хроматографирования:
- колонка: длиной 120 мм и внутренним диаметром 4,0 мм; заполненная силикагелем октадецилсилильным для хроматографии с размером частиц 4 мкм;
- температура колонки: 25 °С;
- подвижные фазы:
- подвижная фаза А: вода;
- подвижная фаза Б: метанол;
- режим градиентного элюирования:
	Время
(мин)
	Подвижная фаза А
(% об/об)
	Подвижная фаза В
(% об/об)

	0–3
	62
	38

	3–20
	62→55
	38→45

	20–30
	55
	45

	30–55
	55→45
	45→55

	55–57
	45→0
	55→100

	57–70
	0
	100

	70–90
	62
	38


- скорость подвижной фазы: 1,2 мл/мин;
- детектор: спектрофотометрический; длина волны 225 нм и 350 нм;
- вводимый объём пробы: по 20 мкл.
Хроматографируют раствор внутреннего стандарта, раствор сравнения и испытуемый раствор.
Относительное время удерживания соединений к сантонину (время удерживания около 8,2 мин): метилпарагидроксибензоат – 0,6; этилпарагидроксибензоат – 1,2; бутилпарагидроксибензоат – 4,5.
Анализ недействителен, если:

	где
	A1
	–
	общая площадь пиков, элюируемых между пиками сантонина и бутилпарагидроксибензоатана хроматограмме, полученной с испытуемым раствором при 350 нм; не учитываются любые пики площадью менее 0,1 площади пика сантонина;

	
	A2
	–
	общая площадь пиков, элюируемых между пиками, сантонина и бутилпарагидроксибензоата на хроматограмме, полученной с испытуемым раствором при 225 нм.


Пригодность хроматографической системы (на хроматограмме раствора сравнения):
- разрешение (RS) между пиками метилпарагидроксибензоата и этилпарагидроксибензоата при 225 нм не менее 5,0.
Содержание сесквитерпеновых лактонов выраженное в виде дигидрохеленалина тиглата в сырье в процентах (Х) вычисляют по формуле:

	где
	А2
	–
	общая площадь пиков, элюируемых между пиками сантонина и бутилпарагидроксибензоата на хроматограмме, полученной с испытуемым раствором при 225 нм;

	
	А3
	–
	площадь пика сантонина на хроматограмме испытуемого раствора при 225 нм;

	
	a1
	–
	навеска сырья, г;

	
	a2
	–
	навеска фармакопейного стандартного образца сантонина, использованного для приготовления раствора внутреннего стандарта, г;

	
	P
	–
	содержание сантонина в фармакопейном стандартном образце сантонина, в процентах;

	
	1,187
	–
	коэффициент корреляции между дигидрогеленалина тиглатом и сантонином.

	
	W
	–
	влажность сырья, %.


УПАКОВКА, МАРКИРОВКА И ПЕРЕВОЗКА
В соответствии с ОФС «Упаковка, маркировка и перевозка лекарственного растительного сырья и лекарственных растительных препаратов».
ХРАНЕНИЕ
В соответствии с ОФС «Хранение лекарственного растительного сырья и лекарственных растительных препаратов».
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