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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность работы. По данным ВОЗ, 80% населения применяют ле-

карственные препараты растительного происхождения (ВОЗ, Женева, 2003).

Для большинства фитопрепаратов в отличие от синтетических средств харак-

терны поливалентное воздействие на организм человека, минимальное коли-

чество побочных эффектов при рациональном применении, возможность дли-

тельного приема. В связи с ростом потребности в фитопрепаратах важное ме-

сто занимает расширение ассортимента лекарственного растительного сырья

(ЛРС) за счет комплексного использования растений, отходов производства

ивнедрения в медицинскую практику малоизученных видов растений. С этой

точки зрения значительный интерес представляют растения рода первоцвет

и рода хмель, как источники гидрофильных и липофильных веществ, широко

распространенные на территории РФ.

Немаловажной задачей является рациональное использование расти-

тельных ресурсов РФ. Поэтому исследование отходов фармацевтической про-

мышленности и аграрного сектора (надземной части первоцвета весеннего, ли-

стьев культивируемых сортов и дикорастущего хмеля обыкновенного) как

доступных источников биологически активных веществ (БАВ), возможности

использования их в медицине и иных отраслях народного хозяйства представ-

ляет практический интерес и имеет социально-экономическое значение.

В частности, в РФ в качестве пищевого поливитаминного растительного

сырья разрешены только листья первоцвета весеннего (ГОСТ 3166-76 «Листья

первоцвета весеннего»), тогда как корневища с корнями первоцвета весеннего

входят в Европейскую, Немецкую и другие фармакопеи. Согласно Европей-

ской фармакопее официнальным сырьем  являются корневища с корнями

Primula veris L., Primula elatior (L.) Hill., на их основе созданы биологически

активные добавки (БАД) к пище и, что особенно важно, отхаркивающие ле-
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карственные препараты зарубежного производства («Бронхипрет ТП», «Сину-

прет», «Бронхикум эликсир» и др.), включенные в Государственный реестр

лекарственных средств для медицинского применения (ГРЛС). При этом над-

земная часть первоцвета весеннего недостаточно изучена в отношении хими-

ческого состава,  фармакологических свойств и используется лишь как пище-

вое поливитаминное сырье.

Кроме того, перспективными представляются изучение и внедрение

в медицинскую практику в качестве дополнительных источников первоцвета

весеннего малоизученных близкородственных видов с достаточной сырьевой

базой на территории РФ.

Хмель обыкновенный в нашей стране и за рубежом нашел широкое

применение в медицинской практике и пищевой промышленности. Во мно-

гих странах хмель издавна культивируется в промышленных масштабах для

нужд пищевой и фармацевтической промышленности. Основное товарное

производство хмеля в РФ расположено в Чувашской Республике, Республике

Марий Эл, Алтайском крае, хмельники были заложены в Республике Баш-

кортостан (РБ).

В РФ разрешены к применению «Хмеля соплодия», «Экстракт шишек

хмеля», «Хмеля экстракт жидкий», «Хмеля масло». В пищевой промышленно-

сти используются хмель-сырец, молотый гранулированный, брикетированный,

прессованный, лупулиновые препараты, различные хмелевые экстракты.

Всесторонняя изученность соплодий хмеля обыкновенного (Самыли-

на И.А., Горошко О.А., 2005; Арзамасцев А.П., Алексеева М.А., Эллер К.И.,

2006; Киселева Т.Л., 1993, 2010; Зузук Б.М., 2004) определяет их широкое

применение в медицинской практике, пищевой и пивоваренной промышлен-

ностях. В фармацевтическом производстве используются соплодия хмеля ди-

корастущего вида и культивируемых сортов. Листья хмеля, имеющие боль-

шую вегетативную массу, ввиду недостаточной изученности их химического

состава и фармакологических свойств используются нерационально, ограни-

ченно – в народной медицине как седативное средство и салатное растение,
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причем листья хмеля являются отходами хмелепроизводства, требующими за-

траты на утилизацию.

В этой связи целесообразным и перспективным направлением является

детальное изучение химического состава, биологических и фармакологиче-

ских свойств рассматриваемых растений рода Primula L. и рода Humulus L.

и возможность разработки на их основе фитопрепаратов, обладающих  профи-

лактическими и лечебными действиями.

Не менее важными являются вопросы стандартизации ЛРС. Сущест-

вующая отечественная нормативная документация (НД) на листья первоцвета

весеннего (ГОСТ 3166-76) не позволяет объективно оценивать качество ЛРС.

Возможность внедрения травы первоцветов и листьев хмеля обыкновенного

в медицинскую практику делает актуальным разработку современной НД на

указанные виды сырья.

Таким образом, изучение химического состава, фармакологических

свойств, стандартизация сырья растений рода первоцвет и рода хмель с целью

рационального использования, обоснования путей применения в медицинской

практике являются актуальными задачами.

Степень разработанности темы исследования. Растения рода перво-

цвет известны как источники тритерпеновых сапонинов, органических кислот,

витамина С, углеводов и других БАВ. Наиболее изучены в  отношении хими-

ческого состава корневища с корнями Primula veris L., Primula elatior (L.) Hill.

Исследованию сапонинов посвящены  зарубежные и отечественные работы

Paris R., 1957; Мичник О.В., 1976; Muller A., 2006; Poracova J., 2009;

Coran S.A., Mulas S., 2012; Борисова Д.А., Попов Д.М., 2013. Согласно Евро-

пейской Фармакопее их стандартизация проводится по содержанию эсцина.

Ряд работ посвящены изучению состава фенольных соединений надземных

частей различных видов первоцветов. Так, в первоцвете весеннем были опре-

делены флавоноидные соединения кемпферол, кверцетин, мирицетин, рутин

и др.; антоцианы  цианидин, дельфинидин Paris R., 1957; Richards, J., 1993;

Мичник О.В., 1976; Романова З.Р., 2010; Борисова Д.А., 2013. Известны рабо-
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ты по определению производных флавонов и флавонолов в различных видах

Primula L. (Huck C.W., 2000; Budzianowski J., 2005; Косенкова Ю.С., 2008;

Vitalini S., 2011). Однако другие классы БАВ надземных частей изучены не-

достаточно, что ограничивает их область применения.

Исследованию соплодий хмеля обыкновенного посвящено большое ко-

личество отечественных и зарубежных работ Самылина И.А., Горошко О.А.,

2005; Арзамасцев А.П., Алексеева М.А., Эллер К.И., 2006; Киселева Т.Л., 1993;

2010; Зузук Б.М., 2004; Schwekendiek A., 2007; Zhang W.K., 2013. Листья и по-

беги хмеля обыкновенного изучались как источники каротиноидов (Garcia-

Herrera P., 2013).

Цель и задачи исследования. Целью работы является комплексное

фармакогностическое и фармакологическое изучение растений рода первоцвет

и рода хмель как перспективных сырьевых источников биологически актив-

ных веществ.

Для достижения поставленной цели были определены следующие задачи:

 проанализировать современное состояние исследований по химиче-

скому составу, биологическим  и фармакологическим свойствам представите-

лей рода первоцвет и рода хмель, дать теоретическое обоснование расширения

их сырьевой базы и области применения;

 провести сравнительное изучение химического состава травы перво-

цвета весеннего (лекарственного)  (Primula veris L., или P. officinalis (L.) Hill.)

и первоцвета крупночашечного  (Primula macrocalyx Bunge.); листьев и сопло-

дий хмеля обыкновенного (Humulus lupulus L.) дикорастущего вида и культи-

вируемых сортов «Ранний», «Крылатский» и «Подвязный»;

 провести выделение индивидуальных БАВ из исследуемых видов

ЛРС, установить их структуру;

 провести сравнительное морфолого-анатомическое изучение сырья

растений рода первоцвет, хмеля обыкновенного дикорастущего вида и культи-

вируемых сортов, определить диагностически значимые их признаки;
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 разработать методики качественного анализа и количественного оп-

ределения основных групп БАВ для исследуемых видов сырья;

 обосновать показатели качества ЛРС и разработать проекты НД ФС

«Первоцвета листья», ТУ «Трава первоцвета весеннего», ФСП «Хмеля обык-

новенного листья»;

 разработать технологию получения густых экстрактов из травы пер-

воцвета весеннего, листьев хмеля обыкновенного, гранул на их основе; методы

их стандартизации;

 изучить специфическую фармакологическую активность густых экс-

трактов из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного;

 выявить дополнительные источники БАВ (по отношению к сырью

официнальных видов первоцвета весеннего и хмеля обыкновенного) во флоре

Башкортостана.

Научная новизна. Результаты проведенных исследований теоретически

обосновывают и экспериментально доказывают целесообразность комплекс-

ного использования представителей рода первоцвет и рода хмель в качестве

источников лекарственного растительного сырья.

Различными методами хроматографии [бумажной (БХ), тонкослойной

(ТСХ), ВЭЖХ, хромато-масс-спектрометрии (ГХ/МС)] в исследуемых расте-

ниях идентифицировано 41 фенольное соединение, из них впервые в траве

первоцвета весеннего – 10 соединений, в траве первоцвета крупночашечного –

23, в листьях хмеля обыкновенного – 18. Выделено в индивидуальном состоя-

нии 31 соединение: 30 веществ фенольной природы и 1 – из группы стеринов.

С использованием методов ЯМР 1Н-, ЯМР 13С-спектроскопии; корреляцион-

ной спектроскопии ЯМР 1H-1H COSY, 1H-13C HSQCED, НМВС, хромато-масс-

спектрометрии установлено, что в состав фенольных соединений входят фла-

воноидные соединения, в том числе флавоны (апигенин, лютеолин и их глико-

зиды), полиметоксилированные флавоны, флавонолы (кверцетин, кемпферол

и их гликозиды), флаванонолы (дигидрокверцетин), изофлавоноиды (генистин,

даидзеин, генистеин), простые фенолы (арбутин), дубильные вещества (танин,
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катехин, эпикатехин, эпигалокатехиногаллат), кумарины (умбеллиферон, ку-

марин), фенолокислоты (галловая, салициловая кислоты), гидроксикоричые

кислоты (коричная, кофейная, феруловая, хлорогеновая, неохлорогеновая ки-

слоты), стильбены (ресвератрол).

Результаты исследований показали, что общим и доминирующим фла-

воноидным соединением среди исследуемых видов растений, имеющим зна-

чение для целей стандартизации, является рутин.

Разработаны методические приемы выделения специфических для рода

первоцвет полиметоксилированных флавоноидов и разделения их на отдель-

ные компоненты, в частности 3’,4’-метилендиокси-5’-метоксифлавона.

Применение 3’,4’-метилендиокси-5’-метоксифлавона в качестве маркера

для стандартизации надземной части первоцвета весеннего позволит расши-

рить перечень специфических веществ-маркеров для стандартизации ЛРС.

В сравнительном плане исследован состав тритерпеновых сапонинов. Ме-

тодами ТСХ, УФ-спектроскопии в сырье двух видов первоцветов впервые иден-

тифицирована урсоловая кислота, определено ее количественное содержание.

Впервые методами ТСХ, ВЭЖХ, хромато-масс-спектрометрии в сырье

исследуемых видов первоцветов проведено сравнительное изучение состава

липофильных веществ (полиметоксилированных флавоноидов, производных

жирных кислот), органических и аминокислот.

Впервые проведено сравнительное исследование состава основных

групп БАВ листьев и соплодий хмеля обыкновенного. В листьях хмеля обык-

новенного впервые идентифицированы специфичные для соплодий изофлаво-

ноиды: генистин, генистеин, дайдзеин; стильбен ресвератрол; в эфирном масле

– -гумулен, -кубебен, кариофиллен и -кариофиллен.

Впервые проведено морфолого-анатомическое изучение травы перво-

цветов весеннего и крупночашечного, листьев хмеля обыкновенного дикорас-

тущего вида и культивируемых  сортов, определены диагностически значимые

признаки.
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Изучена динамика накопления основных групп БАВ в зависимости от

фазы вегетации травы первоцветов весеннего и крупночашечного, листьев

хмеля обыкновенного дикорастущего вида и культивируемых сортов, опреде-

лены сроки заготовки сырья.

Впервые разработаны технология получения густых экстрактов на осно-

ве травы первоцвета весеннего (ГЭТПВ) и листьев хмеля обыкновенного

(ГЭЛХО), гранул на их основе, а также методы стандартизации. Установлено,

что разработанные фитопрепараты являются практически нетоксичными ве-

ществами, обладают антиоксидантным, антигипоксантным, ангиопротектор-

ным, эндотелипротекторным действиями.

Новизна исследований подтверждена патентами РФ на изобретения:

«Средство растительного происхождения, обладающее антиоксидантной актив-

ностью» (патент № 2342942 от 10.01.2009); «Антиоксидантное средство расти-

тельного происхождения» (патент № 2372931 от 20.11.2009); «Способ лечения

и профилактики сердечно-сосудистых заболеваний с использованием экстракта

травы первоцвета весеннего» (патент № 2353378 от 27.04.2009), «Новое при-

родное вещество из травы первоцвета весеннего» (патент № 2532999

от 20.01.15), «Применение густого экстракта травы первоцвета весеннего

(Primula veris L.) в качестве гепатозащитного средства» (решение о выдаче па-

тента на изобретение от 12.01.2015 по заявке № 2014114957/15 (023446)).

Таким образом, теоретически обоснована и экспериментально подтвер-

ждена возможность комплексного использования растений рода первоцвет,

хмеля обыкновенного дикорастущего вида и культивируемых сортов.

Теоретическая и практическая значимость. Результаты проведенных

фитохимических, фармакологических исследований доказали перспективность

введения в отечественную номенклатуру официнального растительного сырья

– травы первоцветов весеннего и крупночашечного, листьев хмеля обыкно-

венного, что существенно расширит сырьевую базу растительного сырья РФ.

Результаты исследований химического состава представителей рода

первоцвет и рода хмель добавят данные о содержании в них БАВ.
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Разработаны и апробированы методики анализа: определение содержа-

ния суммы флавоноидов в пересчете на рутин для травы первоцвета весеннего,

листьев хмеля обыкновенного; содержания кислоты аскорбиновой для травы

первоцвета весеннего; содержания ацилфлороглюцидов в листьях хмеля обык-

новенного.

Предложена стандартизация цельного, измельченного и порошкованного

сырья травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного.

Впервые установлены макро- и микродиагностические признаки для оп-

ределения подлинности цельного, измельченного и порошкованного сырья,

включенные в проекты фармакопейных статей.

Разработана технология получения густых экстрактов на основе травы

первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного, гранул на их основе,

определены показатели качества и методы стандартизации.

Доказана перспективность комплексного использования хмеля обыкно-

венного дикорастущего вида и культивируемых сортов, что позволит оптими-

зировать процесс переработки сырья.

Внедрение в практику. На основании проведенных исследований раз-

работаны и утверждены:

 ТУ «Трава первоцвета весеннего», утверждены в установленном порядке

и включены в ТУ «Сырье растительное» № 9700-014-26795008-2005 (ООО

«Травы Башкирии», г. Уфа);

 подготовлен проект ФС «Первоцвета листья» для включения в Государ-

ственную Фармакопею XII изд. (проходит экспертизу в ФГУ «НЦ ЭСМП»

Минздрава России);

 разработан проект фармакопейной статьи предприятия «Хмеля обыкно-

венного листья» (согласован с ОАО «Агрофирма «Ресурсы», г. Чебоксары).

Разработанные методики анализа сырья внедрены в работу ОКК ООО

«Травы Башкирии», ГБУЗ «Республиканский центр контроля качества и сер-

тификации лекарственных средств», ОАО «Агрофирма «Ресурсы».
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Результаты диссертационного исследования используются в учебном

процессе кафедры фармакогнозии с курсом ботаники и основ фитотерапии

Башкирского государственного медицинского университета, кафедры фарма-

когнозии и ботаники Курского государственного медицинского университета,

кафедры фармакогнозии с ботаникой и основами фитотерапии Самарского го-

сударственного медицинского университета.

Результаты исследований включены в монографию Г.М. Латыповой,

В.Н. Бубенчиковой [и др.] «Растения рода Первоцвет как перспективные ис-

точники профилактических и лекарственных средств» (2012), в учебное посо-

бие Г.М. Латыповой, Г.В. Аюповой [и др.] «Биологически активные добавки

к пище: состав и применение», рекомендованное УМО по медицинскому

и фармацевтическому образованию вузов России (2008); а также в методиче-

ских рекомендациях для врачей МЗ РБ «Применение антиоксидантов в кор-

рекции оксидантного стресса у больных ишемическим инсультом» (2008).

Методология и методы исследований. Методологическая основа по-

строена на информационном поиске и анализе литературных данных по выбо-

ру перспективных объектов лекарственных и пищевых растений малоизучен-

ных, требующих рационального использования и комплексной переработки на

примере растений рода первоцвет и рода хмель; оценке изученности их хими-

ческого состава, ресурсного потенциала, использования в научной и народной

медицине; постановке цели и задач по экспериментальному обоснованию их

рационального использования; целенаправленном изучении химического со-

става и фармакологических свойств; разработке НД на ЛРС; разработке фито-

препаратов и параметров их стандартизации; формулировании выводов, опре-

деляющих теоретические и практические рекомендации материалов диссерта-

ционной работы.

В качестве основных методов физического, химического и физико-

химического анализа использованы методы БХ, ТСХ, ВЭЖХ, ЯМР-, УФ-, хрома-

то-масс-спектроскопии, спектрофотометрии, титриметрии, гравиметрии, кондук-

тометрии. Анатомические исследования проводились с применением микроско-
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пов «Биолам», «Минимед-501», «Axio Imager 1» («Carl Zeiss», Jena) с вмонтиро-

ванной цифровой камерой «AxioCam MRc 5» с программным управлением.

Положения, выносимые на защиту:

 теоретическое и экспериментальное обоснование использования новых

отечественных сырьевых источников первоцвета весеннего и первоцвета

крупночашечного, листьев хмеля обыкновенного;

 результаты исследования химического состава растений рода первоцвет

и рода хмель;

 методы выделения и разделения фенольных соединений, результаты ус-

тановления их структуры и физико-химические характеристики;

 данные сравнительного изучения химического состава первоцветов ве-

сеннего и крупночашечного, листьев и соплодий хмеля обыкновенного дико-

растущего вида и культивируемых сортов;

 результаты сравнительного морфолого-анатомического исследования

травы первоцветов весеннего и крупночашечного, листьев хмеля обыкновен-

ного дикорастущего вида и культивируемых сортов;

 результаты исследований по стандартизации травы первоцветов весен-

него и крупночашечного, листьев хмеля обыкновенного; обоснование показа-

телей качества сырья первоцветов, хмеля обыкновенного;

 экспериментально-теоретическое обоснование целесообразности разра-

ботки лекарственных средств на основе первоцвета весеннего и листьев хмеля

обыкновенного.

Степень достоверности и апробация результатов. Научные положе-

ния, выводы и рекомендации базируются на достаточном количестве экспери-

ментальных исследований с использованием современных методов установле-

ния структуры  выделенных соединений, подтверждается большим табличным

материалом и рисунками спектров. Статистическая обработка результатов

проводилась согласно требованиям ГФ XI с помощью программы «Microsoft

Excel 2010» и «Statistica 8.0».
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Основные материалы диссертационной работы были представлены и до-

ложены на ежегодных итоговых научных сессиях Башкирского государствен-

ного медицинского университета, отделения медико-биологических наук

Уфимского филиала НЦ РАМН «Химия и медицина» (Уфа, 2006–2012); на

Всероссийской научно-практической конференции «Новые достижения в соз-

дании лекарственных средств растительного происхождения» (Томск, 2006);

на 2- и 3-й международных конференциях «Краеведение в Курском крае: про-

шлое и современность» (Курск, 2007; 2008); на V и VI Всероссийских конфе-

ренциях «Химия и технология растительных веществ» (Сыктывкар-Уфа, 2008;

2009); на Всероссийской конференции «Современная фармацевтическая наука

и практика: традиции, инновации, приоритеты» (Самара, 2011); на II междуна-

родном конгрессе «Физическое и духовное здоровье: традиции и инновации»

(Москва, 2012); на международной конференции «Кластерные подходы фар-

мацевтического союза: образование, наука и бизнес» (Белгород, 2012); на VIII

международном симпозиуме «Фенольные соединения: фундаментальные

и прикладные аспекты» (Москва, 2012); на международных конференциях

«Экобиотех» (Уфа, 2011; 2013).

Связь темы с планом научных работ. Диссертация выполнена в соот-

ветствии с планом научно-исследовательских работ государственного бюд-

жетного образовательного учреждения высшего профессионального образова-

ния «Башкирский государственный медицинский университет» Министерства

здравоохранения Российской Федерации по проблеме «Изыскание и изучение

новых лекарственных средств» (государственная регистрация

№ 01200707996).

Публикации. Основные результаты исследования отражены в 61 науч-

ной работе, в том числе в 28 статьях в журналах, включенных в Перечень ВАК

Министерства образования и науки РФ. Имеются 5 патентов РФ на изобрете-

ние, 1 монография, 1 учебно-методическое пособие, рекомендованное УМО по

медицинскому и фармацевтическому образованию вузов России, 1 методиче-

ские рекомендации МЗ РБ.
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Личный вклад автора. Направление исследования, постановка целей

и задач, объекты исследования выбраны самим автором. Результаты экспери-

ментальных исследований, представленных в диссертационной работе, полу-

чены автором лично. В работах, выполненных в соавторстве, автором лично

проведены научное обоснование  и обобщение полученных результатов. Доля

автора в сборе, анализе и обобщении информации является определяющей.

Соответствие диссертации паспорту научной специальности. Дис-

сертация соответствует форме специальности 14.04.02 – фармацевтическая

химия, фармакогнозия.

Работа представляет итог исследований, выполненных автором

в творческом сотрудничестве с кафедрами послевузовского и дополнительного

профессионального фармацевтического образования ИПО, фармакогнозии

с курсом ботаники и основ фитотерапии, с лабораторией ЦНИЛ ГБОУ ВПО

БГМУ Минздрава России, фармакогнозии и ботаники ГБОУ ВПО КГМУ Мин-

здрава России, фармакогнозии с ботаникой и основами фитотерапии ГБОУ

ВПО СамГМУ Минздрава России, ФГБУ РАН «Институт органической химии

Уфимского научного центра Российской академии наук», ФГБУ РАН «Инсти-

тут биологии Уфимского научного центра Российской академии наук».

Объем и структура диссертации. Диссертационная работа изложена на

366 страницах печатного текста и состоит из введения, обзора литературы,

описания объектов и методов исследования, четырех глав экспериментальной

части, общих выводов, списка литературы и приложений. В тексте содержится

72 таблицы, 55 рисунков. Список цитируемой литературы включает 348 ис-

точников, из них 132 – на иностранных языках.
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ГЛАВА 1 РАСТЕНИЯ РОДА ПЕРВОЦВЕТ И ХМЕЛЬ

ОБЫКНОВЕННЫЙ – ПЕРСПЕКТИВНЫЕ ИСТОЧНИКИ ПОЛУЧЕНИЯ

ПРОФИЛАКТИЧЕСКИХ И ЛЕЧЕБНЫХ СРЕДСТВ

1.1. Ботанико-морфологическая, химическая, фармакологическая

характеристика представителей рода первоцвет

1.1.1 Ботаническая характеристика представителей рода первоцвет

Порядок первоцветные (Primulales) относится к отделу цветковых

(Magnoliophyta) растений, классу двудольных (Magnoliopsida), подклассу дил-

лениидов (Dilleniidae). Порядок первоцветные (Primulales) включает 4 семей-

ства, наиболее известное из которых семейство первоцветные [11].

Семейство первоцветные – Primalaceae Vent.

Представители семейства первоцветных  распространены в горных, рав-

нинных местностях северного полушария, включают 30 родов и более 1000

видов. В РФ и странах СНГ отмечено 167 видов, принадлежащих к 18 родам

[10, 147, 194].

Растения данного семейства представляют собой корневищные или ро-

зеткообразующие травянистые растения, могут встречаться однолетники,

клубнеобразующие эфемероиды, погруженные в воду, подушковидные  кус-

тарничковые формы.

Название «первоцветные» произошло из-за ранневесеннего цветения

большинства представителей наиболее известного крупнейшего рода примула,

или первоцвет (Primula L.). Прежде всего, это декоративные цветочные расте-

ния открытого грунта, зацветающие сразу после таяния снегов, требующие ох-

раны в некоторых регионах [194].
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Род Primula L. самый крупный род семейства Primalaceae Vent

По оценкам различных специалистов, он насчитывает до 600 видов [194,

195]. Растения рода первоцвет характеризует привязанность видов к экологи-

ческим условиям ареала распространения. Они могут встречаться от равнин-

ных зон до верхних высотных поясов гор, на основе некоторых из них созда-

ются современные декоративные гибриды и сорта. Многие современные се-

лекционные работы направлены на создание сортов, адаптированных в севе-

роклиматических условиях  обитания.

Исследованию некоторых видов Primula L. и рода в целом посвящено

большое количество исследований. Разнообразен спектр проблем и вопросов,

освещаемых в них.

Известны региональные исследования таксона в масштабах естествен-

ноисторических географических областей, общих закономерностей их геогра-

фической дифференциации.

В РФ отмечен высокий уровень биологического разнообразия Primula L.

на ценотическом, экосистемном и популяционно-видовом уровнях. Так, для

горных видов Primula L. характерны повышенные темпы эволюции и более

высокая скорость образования новых видовых форм по сравнению с равнина-

ми. Горные экосистемы являются центрами происхождения многих декора-

тивных сортов этого рода, широко культивируемых человеком [10].

Сегодня выявлены перспективные виды Primula L. для хозяйственного

использования: это лекарственные и декоративные, а также виды, подлежа-

щие охране.

Так, некоторые  виды природной флоры Северо-Западного Закавказья, та-

кие как P. Ruprechtii, P. acaulis, P. juliae, P. meyerii и др., давно используются

в селекции. В ГНУ ВНИИЦ и СК Россельхозакадемия (г. Сочи) с 1998 г. прово-

дятся работы по созданию сортов первоцвета, устойчивых к условиям влажных

субтропиков, с высоким декоративным эффектом в зимние и ранневесенние ме-

сяцы, что было актуальным в связи с  зимней олимпиадой 2014 г. в г. Сочи [61].



20

Растения рода первоцвет представляют собой многолетние растения розе-

точной формы с множественными одиночными цветками. Произрастают на

склонах и откосах, в лесу или в кустарниках, преимущественно в полутени, цве-

тут в марте-апреле месяце. У них очень много общих морфологических призна-

ков, и подчас сложно определить видовую принадлежность экземпляра, но все

же они отличимы по окраске цветочной части и другим малозаметным призна-

кам. Так для первоцвета (п.) Комарова  характерна белая с жёлтым глазком и

оранжевыми полосками окраска венчика. Для п. Воронова свойственна розовая

окраска. П. обыкновенный имеет светло-жёлтую окраску венчика. Окраска вен-

чика п. Сибторпа – от светло-сиреневой до лилово-красной. Данные близкие

виды представляют интерес как декоративные растения [194].

Два других вида P. meyer и P. ruprechtii встречаются ограниченно, оби-

тают в альпийском поясе, принадлежат к тем же ботаническим группам, но

цветут в июне-июле, а в условиях ex situ, на черноморском побережье – в ап-

реле. Для п. Мейера характерен фиолетовый венчик цветка, листья овальной

формы, почти голые, черешок длиннее листовой пластинки, цветки собраны

в малоцветковое соцветие. У п. Рупрехта цветки с розовым венчиком, листья

продолговатые, постепенно суженные в черешок, снизу серовойлочные.

Все виды первоцвета неустойчивы к воздействию прямых солнечных

лучей, требуют богатых перегноем суглинистых почв, увлажнение которых

должно быть повышенным в начале роста и во время цветения. Среди видов

первоцвета, устойчивых к условиям влажных субтропиков, отмечен первоцвет

Сибторпа [61].

Широко распространенным видом является первоцвет обыкновенный

(примула обыкновенная, п. бесстебельная) Primula acaulis (P.vulgaris Huds.).

Ареал его естественного распространения охватывает Европейскую часть РФ,

Крым, Закавказье, Карпаты, почти всю Западную часть Европы (на севере от

Норвегии до Испании, Португалии и Италии на юге), северную Африку,

Ближний Восток и Центральную Азию [194].
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По окраске венчика п. обыкновенный разделяется на подвиды, отмечают

– желтый, белый, розовый или тёмно-розовый подвиды [316]. Выведенные из

него сорта и гибриды широко используются в Средней части РФ.

Исследованиями по распространению данного вида  в Средней части РФ

занимались И.А. Фадеева, Т.В. Богомолова, А.В. Шапурко и др. (2007). В ходе

флористических обследований первоцвет был обнаружен в большом количе-

стве в широколиственных лесах на территориях Калужской и Брянской облас-

тей [72, 186]. Для  иных регионов Средней России в естественных условиях

данный вид не отмечался [111]. Указанный вид был описан в западной части

Украины [109, 195].

В 2012 г. А.В. Шапурко выполнено обследование лесных массивов в Брян-

ской области  (северной, западной частях), где отмечено, что первоцвет обыкно-

венный встречается достаточно часто, местами с покрытием от 1 до 5%. Встреча-

ется данный вид в основном в осиново-липовых, берёзово-липовых и липовых

с дубом лесах. Автором отмечено, что фитоценотические позиции и возможности

сохранения вида в описанных сообществах являются высокими.

Фенотипическая нестабильность некоторых представителей рода

Primula может привести к угрозе исчезновения.

Так, методом генной инженерии проводятся молекулярно-генетические

исследования с целью объяснения флористических особенностей Primula

vulgaris, выявления генов, ответственных за адаптацию вида [267].

Из других видов первоцвета широко встречается первоцвет весенний (ле-

карственный) (Primula veris L., или P. officinalis (L.) Hill.) Данный вид произрастает

на территории европейской части РФ: Калининградской, Ладожско-Ильменской,

Верхне-Волжской, Верхне-Днепровской, Волжско-Донской, Нижне-Донской об-

ластях, на Урале, Кавказе, в Западной Сибири, в Средней Азии. Произрастает на

полянах, на опушках лесов, в лугах, степях, в лиственных и смешанных лесах,

а также среди зарослей кустарников по берегам рек [6, 12, 149, 202].

Представляет собой небольшое (высотой 15–35 см) многолетнее травяни-

стое растение. Не ветвистое корневище с усаженными шнуровидными корня-
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ми длиной 6–8 см. Листья яйцевиднопродолговатой или яйцевидной формы,

суженные в крылатый черешок, собраны в прикорневую розетку (рисунок 1).

Листовые пластинки морщинистые, с выступающими снизу жилками, опу-

шенные или почти голые с верхней стороны, край листа городчатый.

Цветоносные стрелки, выходящие из розетки листьев, несут поникающие

в одну сторону зонтиковидные соцветия. Цветки крупные, воронковидные, пра-

вильные имеют душистый медовый запах. Венчик правильной опадающей

формы имеет пятираздельный отгиб, ярко-желтой окраски, в зеве – оранжевое

пятно. Чашечка трубчатоколокольчатая, неопадающая с пятью зубцами.

Плод представлен многосемянной, яйцевидной коробочкой, бурого цве-

та, заключен в разросшуюся чашечку. Семена неправильно многогранные,

почти шаровидные, мелкие, темно-коричневого цвета. Цветет со второй поло-

вины апреля до июня месяца [12, 13, 202].

На территории Республики Башкортостан первоцвет весенний встреча-

ется ограниченно, на границе с Республикой Татарстан, но зато широко рас-

пространен  близкородственный вид первоцвет крупночашечный.

Первоцвет крупночашечный – Primula macrocalyx Bunge. Данный вид

встречается в европейской части: Волжско-Камской, Заволжской областях;

Кавказ – все районы; Западаная Сибирь: Обская, Верхне-Тобольская, Иртыш-

ская области; Восточная Сибирь – Ангаро-Саянская область [16, 149].

Primula macrocalyx является подвидом первоцвета весеннего, внешне

очень похож на европейские виды указанного растения (рисунок 1). Является

эндемичным на Кавказе, в Иране, хорошо поддается культивированию и явля-

ется перспективным видом для внедрения [324].

Согласно литературным данным указанный вид отмечен в восточных

и западных районах предгорий, в центральной части Южного Урала. В северо-

западных районах Республики Башкортостан и некоторых районах Зауралья

первоцвет крупночашечный встречается реже.

На территории РБ первоцвет крупночашечный имеет достаточные сырь-

евые запасы [95, 157].
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Произрастает он на лесных опушках, суходольных лугах, в светлых ле-

сах, между кустарниками. Особенно часто встречается в сосновых и листвен-

ных, березово-осиновых, осиновых лесах [4, 6, 150].

Это многолетнее травянистое растение высотой от 20 до 45 см. Листовые

пластинки городчатые  по краю, продолговато-яйцевидной формы, постепенно

сужены в крылатый черешок и собираются в прикорневую розетку. Листья

крупные, шириной более 1 см, опушенные.

В центре розетки располагаются одна и более цветоносных стрелок, за-

канчивающихся поникающими в одну сторону зонтиковидными соцветиями.

Цветки воронковидной формы ярко-желтого цвета, в зеве имеется оранжевое

пятно. Венчик цветка имеет лопасти тупой формы с плоским отгибом. Тычинки

скрыты в трубочке венчика. Чашечка крупная (длина 10–20 мм), вздутая до цве-

тения, колокольчатой формы.

Плод – многосемянная коробочка яйцевидной формы бурого цвета [96, 97].

А Б

Рисунок 1 – Первоцвет весенний (А), первоцвет крупночашечный (Б)

1.1.2 Химический состав представителей рода первоцвет

Растения рода первоцвет известны как источники тритерпеновых сапони-

нов, витамина С, органических кислот, углеводов и др. групп БАВ [51, 98, 127].
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Согласно литературным данным тритерпеновые сапонины преимущест-

венно содержатся в корневищах с корнями растений рода первоцвет.

В подземных органах первоцвета весеннего идентифицированы примуло-

вая кислота, примверозид, примакросапонин, примверосапонин В, в гидролизате:

примулагенин А, 28-дегидропримулагенин А, приверогенин-А-16-моноацетат,

приверогенин-В-18-моноацетат, примуласапонин I и II [149, 151, 323].

Muller A. с соавторами (2006) методами хроматографии, ЯМР-

спектроскопии в Primula elatior и Primula veris были определены сапонины

и фенольные гликозиды примулаверин и примверин,  высокое содержание са-

понинов было отмечено в подземных органах Primula veris (макс. 14.9%),

в надземных частях и Primula elatior содержание сапонинов было значительно

ниже. Примверин (0.64–1.42%) оказался самым доминирующим фенольным

гликозидом [297, 303].

Coran S.A., Mulas S. (2012) разработан денситометрический метод разде-

ления и количественного определения примулосапонина I и II в корнях перво-

цвета весеннего. Метод валидирован и протестирован на коммерческих расти-

тельных лекарственных препаратах [252].

В подземных органах Primula macrocalyx Bunge. определен примверозид,

отмечено высокое содержание тритерпеновых сапонинов до 10% [95, 300].

Стандартизация корневищ с корнями первоцвета весеннего согласно Ев-

ропейской Фармакопее проводится по содержанию тритерпенового сапонина

эсцина [261].

Наличие сапонина β-эсцина было определено в цветках, траве первоцве-

та весеннего, собранного в районе Levocske гор в восточной Словакии. Каче-

ственное обнаружение и количественное определение β-эсцина проводили, ис-

пользуя методы денситометрии и спектрофотометрии.

Poracova J. с соавторами (2009) установили, что содержание β-эсцина

в исследуемых образцах первоцвета весеннего колебалось в диапазоне 1.2–

1.7±0,1% [309].

Ряд работ посвящены изучению состава полифенольных соединений.
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Так, в листьях первоцвета весеннего идентифицированы флавоноидный

гликозид кемпферола дирамнозид, в гидролизате извлечений – кемпферол, квер-

цетин, мирицетин; антоцианы – цианидин, дельфинидин [148, 149, 151, 307].

Huck C.W. с соавторами (2000) методами препаративной тонкослойной

хроматографии и обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хрома-

тографии из Primula veris были выделены и идентифицированы 3',4',5'-

триметоксифлавон и еще пять моно-, ди -, три – и пентаметоксифлавоны [291].

Budzianowski J.с соавторами (2005) из листьев первоцвета весеннего,

культивируемого в ботаническом саду сельскохозяйственного университета

г. Познань, выделены десять липофильных флавоноидов. Методами ЯМР-,

УФ-спектроскопии были идентифицированы впервые выделенные 3'-

гидрокси-4',5'- диметоксифлавон и 3'-метокси-4',5'-метилендиоксифлавон,

и ранее известные 3',4'-диметоксифлавон, 2',5'-диметоксифлавон, 2'-

гидроксифлавон,2'-метоксифлавон, 3'-метоксифлавон, 3',4',5'-

триметоксифлавон и 5,6,2', 6'-тетраметоксифлавон (запотин). Те же флавоны

были идентифицированы в листьях первоцвета весеннего, полученного мето-

дом культуры клеток [241].

Флавоноиды примулафлавонолозид (дирамнозида кемпферол), метило-

вый эфир кверцетагетингликозида, 3-генциобиозид кверцетина  были иденти-

фицированы в цветочной части первоцвета весеннего [148, 149, 151, 217, 319].

Качественный состав фенолкарбоновых кислот и их производных

в цветках первоцвета весеннего представлен 4-метоксиметилсалицилатом, 5-

метоксиметилсалицилатом; фенольными гликозидами – примверином, приму-

лаверином. В подземных органах  указанного вида идентифицированы при-

мверозид 4-метоксиметилсалицилат (примверин), 4-, 5- метоксиметилсалици-

лат, примверозид 5-метоксиметилсалицилат (примулаверин), 2-глюкозил-5-

метоксиацетофенон, метиловый эфир 2-примверозил-4-метоксибензойной ки-

слоты [148, 149, 151].
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Борисовой Д.А. (2013) методом ВЭЖХ-хромато-масс-спектроскопии в над-

земной части первоцвета лекарственного, собранного на территории Кавказа,

идентифицированы производные кверцетина [28].

Имеются данные о химическом составе первоцвета обыкновенного.

В цветках идентифицированы 3-генциобиозид кверцетагетина, в подземных ор-

ганах – фенолкарбоновые кислоты: метиловый эфир 2-примверозил-4-

метоксибензойной кислоты, метиловый эфир 2-гидрокси-5-метоксибензойной

кислоты [149].

Проводятся исследования по накоплению полифенольных соединений

в конкретных органах растений, биосинтезу и хемосистематике представите-

лей рода Primula.

В Институте ботаники (Венский университет) Valant-Vetschera KM. с со-

авторами (2009) проведены исследования по изучению флавоноидов новых

сортообразцов рода Primula и их близкородственных видов matthioli Cortusa.

Исследования показали, что основными флавоноидными соединениями яви-

лись производные незамещенных флавонов, 5-гидрокси-, 2'-гидроксифлавона

и 5,2'- игидроксифлавона. Также было выяснено, что 8-O-замещенные флаво-

ны накапливаются чаще, чем 6-О-замещенные продукты. Из других производ-

ных полифенольных соединений отмечено наличие халконов. Авторами отме-

чено, что халконовые соединения распространены рассеянно по всем структу-

рам листовых пластинок. В то время как, флавоноиды ограниченно встречают-

ся в экссудатах листовых пластинок. Данные исследования имеют значение

в изучении родственных таксонов Primula [336].

Bhutia T.D. с соавторами (2011) были исследованы экссудаты на  по-

верхности листьев, стеблей, чашечек и цветков, являющиеся характерными

признаками этого рода. В них же в основном и локализованы незамещенные

флавоны и другие флавоны с необычными замещениями, неопознанными био-

генетически. С помощью ВЭЖХ, ТСХ, УФ-, ЯМР-спектроскопии, используя

флуоресцентные свойства некоторых флавоноидов, был идентифицирован

флавоноидный профиль железистых волосков Primula vulgaris Huds. и Primula
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vialii Delavay ex Franch. Флавоноиды указанных видов имели разные показате-

ли флуоресценции, что может быть использовано при описании морфологиче-

ских и микроморфологических характеристик названных видов [219].

Bhutia T.D. с соавторами (2012) провели комбинированное микроморфо-

логические и химические исследования железистых трихом листовых пласти-

нок Primula vialii и Primuа vulgaris. Эпифлуоресцентной микроскопией иссле-

дованы люминесцентные свойства флавоноидов, определена их локализация

в железистых трихомах. Недавно выделенный кемпферол 3-O-(2"'-рамнозил l)-

робинобиозид) был получен из экссудата листа п. vialii [266].

Bhutia T.D. с соавторами (2012) провели исследование флавоноидных

профилей 22 новых присоединенных к роду Primula L. подродов. Состав фла-

воноидных соединений изучался методами ТСХ, ВЭЖХ, УФ-спектроскопии

с использованием достоверных маркерных соединений. Исследование показа-

ло, что большинство изученных видов содержат типичные для рода Primula

флавоноиды, производные незамещенного флавона, 5,8- или 5,6-

гидроксифлавона, включая частично замещенные кислородом флавоны, вме-

сте с 2,2'-дио-халконами. Флавоноидный профиль P. Edelbergii, принадлежа-

щий к подроду Sphondylia, отличался в значительной степени от изученных до

сих пор большинства видов Primula. Состав флавоноидных соединений данно-

го вида оказался близким к тесно связанному роду Dionysia. Данные исследо-

вания объясняют диверсификационные отличия представителей рода Primula

и имеют филогенетическое значение [231].

Австрийские исследователи Bhutia T.D. с соавторами (2013) из экссуда-

тов листьев Primula cortusoides выделили два производных дигидрохалконо-

вой природы, названные как примкортузин и 3'-ОН-примкортузин, ранее неиз-

вестные для рода Primula. Структуры данных соединений были определены

методами 2D ЯМР и масс-спектрометрии  [232].

В работе Fico G. с соавторами (2007) предложены морфологические

и фитохимические маркеры для Primula auricula, Primula daonensis и Primula

hirsute. В качестве таксономических фитохимических маркеров авторы пред-
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лагают флавоноидный состав эпикутикулярных и вакуолярных частей листо-

вых пластинок. Авторами сообщается о выделении и идентификации двух но-

вых флавоноидных гликозидов, изорамнетина 3-O-(2,6-ди-O-β-D-

глюкопиранозил-β-D-глюкопиранозид) и кемпферола 3-O-(2-O-α-L-

рамнопиранозил-6-O-β-D-xylopyranosyl-β -D-глюкопиранозид) [249].

Vitalini S. с соавторами (2011) исследовали состав вакуолярных и эпику-

тикулярных флавоноидов и летучих веществ в листьях и цветках P. Spectabilis

Tratt., эндемичного вида в восточных итальянских Альпах. В метанольных

фракциях экстракта из листьев указанного растения выделены два флавоновых

гликозида, 8-C-β-глюкопиранозиллютеолин-7-O-α-арабинофуранозид и 6-C-α-

арабинофуранозилапигени, к дополнительно выделенным известным для ви-

дов Primula производным флавона и флавонолов. В этанольной фракции экс-

тракта был выделен 7,3',4'-три-O-метилкверцетин. Структуры выделенных ве-

ществ были определены на основе их 1D H-ЯМР и C данных и методов 2D

ЯМР-спектроскопии [312].

В Китайской академии медицинских наук Qu G.-L., Zhang H.-M. с соав-

торами (2011) исследовали химический состав надземной части Primula

maximowiczii Regel. Методами колоночной хроматографии были выделены де-

вять соединений, структура которых была определена на основе физико-

химических свойств и спектроскопических данных. Так, в указанном растении

определены 2-примверозил-5-метокси-ацетофенона, пеонолид, 4-гидрокси-

ацетофенона, пицеин, 2-O-β-D-глюкопиранозил-4-метокси-метилбензойная

кислота, 4-примверозил-ацетофенон, кемпферол-3-O-(2-O-α-L-

рамнопиранозила-6-O-β-D-ксилопиранозила)-β-D-глюкопиранозид, кемпферол

3-O-неогесперидозид, кверцетин и 3-O-генциобиозид. Перечисленные соеди-

нения P. Maximowiczii определены впервые [326].

Исследователями Fouad M.A. с соавторами (2009) из Минианского уни-

верситета фармацевтического факультета (Египет) проведено изучение Primula

elatior L, культивируемой в Египте. Фракционированием, очисткой метанольно-

го экстракта из семян указанного растения было выделено шесть соединений,
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структура которых была установлена методами ЯМР- и масс-спектрометрии.

В ходе проведенных исследований были идентифицированы β-ситостерол-3-O-

β-D-глюкозид, метиловый эфир галловой кислоты, кемпферол, (+) катехин,

а также производные полигаллоглюкозы: 1,2,3,4,6-пента-O-галлоил-β-D-

глюкопираноза и 1,2,3,6-тетра-О-галлоил-β-D- глюкопираноза [268].

Исследования, проводимые в Новосибирском институте органической

химии Сибирского отделения РАН и Центральном сибирском ботаническом

саду СО РАН, показали наличие в надземной части Primula macrocalyx Bunge.

(гексановый экстракт) липофильных соединений: метоксилированных флаво-

нов,  свободных и связанных жирных кислот, пигментов [199].

Косенковой Ю.С. с соавторами (2008) в надземной части Primula

macrocalyx Bge. методами колоночной хроматографии, ВЭЖХ выделены

и идентифицированы 2',5'-диметоксифлавон, 3'-метокси-4',5'-

метилендиоксифлавон, 3',4'-диметоксифлавон, 5,6,2',3',6'-пентаметоксифлавон,

5,6,2',3',5',6'-гексаметоксифлавон, метил-4-метоксисалицилат, peonol, riccardin

C, описаные ранее у P. Veris и P. auricula [218, 233, 241, 292].

Этими же авторами в гексановых и ацетоновых фракциях экстракта над-

земной части Primula macrocalyx Bunge. установлено значительное содержание

свободных и связанных жирных кислот. Состав жирных кислот определяли

с использованием ГХ, ГХ-МС, масс-спектрометрии. Преобладающими кисло-

тами надземной части Primula macrocalyx Bunge. были пальмитиновая, октаде-

катетраеновая, линолевая, α-линоленовая кислоты. Содержание других кислот

находилось в диапазоне 0.2–4.8%, некоторые из кислот присутствовали в сле-

довых количествах. Фракция ненасыщенных кислот составила 38.8% от их

общего содержания. Наличие в растении линоленовой кислоты (отн. содержа-

ние 4.8%) в сочетании с существенным количеством октадекатетраеновой

(отн. содержание 10.7%) было отмечено таксономическим  маркером рода

Primula [318]. Кроме того, в анализируемых образцах идентифицированы α-

токоферол, фитол и фитостеролы [264].

Имеются данные по изучению эфирных масел в цветках и листьях рас-

тений рода первоцвет.
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Качественный состав эфирных масел цветков первоцвета весеннего

представлен 4-метоксиметилсалицилатом, 5-метоксиметилсалицилатом, при-

мверином, примулаверином. Отмечено содержание эфирного масла в листьях

первоцвета весеннего до 0.08%. В подземных органах  указанного вида иден-

тифицированы примверозида 4-метоксиметилсалицилат (примверин), 4-,5-

метоксиметилсалицилат, 5-метоксиметилсалицилат (примулаверин), 2-

глюкозил-5-метоксиацетофенон, метиловый эфир 2-примверозил-4-

метоксибензойной кислоты. Количественное содержание эфирных масел

в корневищах с корнями составило 0.01% [148, 149, 151].

Gaskett A.C. с соавторами (2005) исследовали летучие вещества из Prim-

ula elatior и P. farinose. Методами газовой хроматографии в сочетании с масс-

спектрометрией определено, что в составе эфирных масел P. elatior преимуще-

ственно находятся α-пинен, мирцен и сабинен. В P. farinosa вырабатываются

бензальдегиды, 4-оксоизофороны (2,6,6-триметил-2-циклогексен-1,4-дион),

бензиловый спирт, бензил и ацетат. Данные межвидовые различия могут иг-

рать важную роль в обеспечении цветочного постоянства и поддержании ви-

довой целостности [269].

Vitalini S. с соавт. (2011) были определены летучие вещества в листьях

и цветках Primula spectabilis Tratt., эндемичного для итальянских Альп вида. Ме-

тодами ВЭЖХ-МС-спектрометрии определено наличие нетерпеновых производ-

ных, а также в определенных пропорциях монотерпеновых и сесквитерпеновых

углеводородов. В цветках преимущественно локализованы монотерпеновые, за-

тем следуют производные нетерпеновых углеводородов. Авторами установлено,

что чашечка содержит около 49.5% всех летучих веществ. Ими же определена

локализация железистых волосков не только в венчике, чашечке, но и на листо-

вых пластинках. Авторами также обсуждается корреляции фитохимических дан-

ных с морфологическими особенностями листьев, цветов и железистых волосков,

выдвигается гипотеза об экологической роли флавоноидов и летучих соединений

в подготовке видов и стратегии переопыления [312].

Имеются данные по изучению углеводного состава в корневищах перво-

цвета весеннего о наличии ксилозы, гептозы, примулита (D-волемит), ксилита, β-
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седогептида, лактулозы, примверозы, мезоинозита, эритрита, D-манногептулозы,

примверозы [23, 24, 37]. Романовой З.Р. с соавторами (2011) определено количе-

ственное содержание полисахаридов в траве первоцвета весеннего, собранного

в Европейской части РФ, содержание которых составило 3.3% [157].

Борисовой Д.А. (2013) проведен сравнительный анализ содержания угле-

водов в первоцвете лекарственном, собранном в предгорьях Кавказа. Установ-

лено наличие свободных сахаров галактозы, сахарозы и фруктозы только в цве-

точной части растения, количественное содержание которых составило 9.24%.

Связанные сахара, характерные для цветков, листьев и корневищ, представлены

глюкозой, галактозой, ксилозой, арабинозой. Максимальное содержание угле-

водов, накапливаемых в корневищах с корнями, достигало до 8.5% [28].

Согласно литературным данным в подземных органах первоцвета круп-

ночашечного содержатся полисахариды (25.2%), дисахариды (3.4%), моносаха-

риды (3.2%), гликозиды (4.45–12.66%). В листьях указанного растения содержа-

ние полисахаридов составило 3.1%, дисахаридов – 4.8%, моносахаридов – 4.4%

[124, 125, 157].

Растения рода первоцвет рассматриваются как витаминоносное расти-

тельное сырье. Первоцвет весенний разрешен к применению как пищевое по-

ливитаминное растение (ГОСТ 3166-76 «Листья первоцвета весеннего. Техни-

ческие требования на продукцию, поставляемую на экспорт»). Содержание ки-

слоты аскорбиновой отмечено во всех органах растений, но наиболее богаты

надземные органы.

Романовой З.Р. (2011) проведено сравнительное определение количест-

венного содержания кислоты аскорбиновой в первоцвете весеннем и крупно-

чашечном методом окислительно-восстановительного титрования. Установле-

но, что в листьях первоцвета весеннего содержание аскорбиновой кислоты со-

ставляет до 3.6%, в листьях первоцвета крупночашечного – до 2.3% [157].

Латыповой Г.М., Бубенчиковой В.Н. с соавторами (2012) разработана

методика спектрофотометрического определения кислоты аскорбиновой в сы-

рье первоцвета весеннего [179].
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Борисовой Д.А., Поповым Д.М. (2013) разработана методика количест-

венного определения кислоты аскорбиновой в сырье первоцвета лекарственно-

го методом ВЭЖХ. Сравнительный анализ количественного содержания вита-

мина С, проведенного методом ВЭЖХ, в сырье первоцвета лекарственного,

собранного на Кавказе, показал, что наибольшее содержание от 26.4 до

60.5 мг% определено в цветках, в листьях от 21.9 до 40.1 мг%, в корневищах

с корнями минимум аскорбиновой кислоты – 2.0 мг% [27].

Из других витаминов в листьях первоцвета весеннего определены каро-

тиноиды [23, 24, 58, 217].

В листьях первоцвета крупночашечного установлено наличие витаминов

А, Е и В [45, 148, 151].

Романовой З.Р., Латыповой Г.М. (2011) проведены исследования амино-

кислотного состава травы первоцвета весеннего и  крупночашечного. В иссле-

дуемых объектах определны 14 аминокислот: аргинин, валин, гистидин, гли-

цин, изолейцин, лейцин, лизин, метионин, пролин, тирозин, треонин, серин,

фенилаланин, цистеин. Сравнительный анализ показал, что общее содержание

аминокислот в надземной части первоцвета весеннего составило 6.2%, перво-

цвета крупночашечного – 8.2% [147, 157].

Имеются данные по сравнительному анализу качественного состава

и количественного содержания аминокислот в цветках, листья и подземных ор-

ганах первоцвета лекарственного, собранного на Кавказе. Показано, что амино-

кислотный состав изучаемых частей растений приблизительно одинаков [25, 32].

Минеральный состав растений рода первоцвет достаточно богат. Латы-

повой Г.М., Романовой З.Р. (2011) проведен сравнительный анализ качествен-

ного состава и количественного содержания основных макро- и микроэлеме-

нов  в первоцвете весеннем и крупночашечном. Установлено, что  растения

накапливают калий, кальций, марганец, фосфор, железо, цинк и йод. Отмече-

но, что первоцвет крупночашечный больше накапливает марганец, йод, цинк,

п. весенний – железо [147].
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Содержание красящих пигментов и липофильных веществ найдено

в первоцвете крупночашечном [199].

Согласно данным литературы химический состав первоцвета крупноча-

шечного в настоящее время практически не изучен, имеются только общие

данные о содержании отдельных классов БАВ суммы сапонинов, витаминов,

углеводов, каротина [149, 244].

1.1.3 Фармакологическая активность, применение представителей рода

первоцвет в научной и народной медицине

В настоящее время в зарубежной практике официнальными являются

первоцвет весенний и первоцвет высокий.

В РФ разрешены к применению листья первоцвета весеннего в качестве

пищевого поливитаминного растительного сырья (ГОСТ 3166-76 «Листья пер-

воцвета весеннего. Технические требования на продукцию, поставляемую на

экспорт»). Ранее в СССР существовал ОСТ 4379 от 1932 г. «Цветы первоцвета

(баранчики, ключики)».

Корневище с корнями первоцвета весеннего входят в Европейскую фар-

макопею V изд., Немецкую фармакопею 2008 г., Британскую фармакопею

2008 г., а также включены в фармакопеи Польши, Венгрии, Чехословакии

[239, 247, 260, 337].

Согласно Европейской фармакопее официнальным сырьем  являются

корневища с корнями Primula veris L. или Primula elatior (L.) Hill.

В Румынии официнальными являются листья и корневища с корнями

первоцвета весеннего. Во Французскую фармакопею Х издания включены

цветки и подземные органы первоцвета весеннего [76].

Официнальным лекарственным растением в Чехословакии и Польше яв-

ляется первоцвет высокий Primula elatior [239, 247, 337].

Благодаря тритерпеновым сапонинам первоцвет весенний проявляет от-

харкивающее и противовоспалительное действие. На его основе разрешены

к применению и включены в Государственный реестр лекарственных средств
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отхаркивающие лекарственные препараты, преимущественно зарубежного

производства («Бронхикум эликсир», «Бронхикум сироп от кашля» («Rhône-

Poulenc Rorer», Германия); «Гербион сироп первоцвета» («KRKA» д.д/ЗАО

Вектор-Медика, Словения); «Бронхипрет ТП», «Синупрет», «Синупрет капли

для приема внутрь» («Bionorica AG», Германия); «Пекторал» («Мефа», Швей-

цария); «Гербион Ментомед» («KRKA», Словения) [55, 333].

Известно, что первоцвет весенний проявляет также противовоспалительное,

спазмолитическое, жаропонижающее, противокашлевое свойства [58, 94, 130].

Отвар из корневищ с корнями названного растения обладает седатив-

ным, легким слабительным действиями. Чай на основе первоцвета проявляет

потогонные  и мочегонные свойства [239].

Чай из цветов пьют при простуде, головной боли, бессоннице, параличе,

болезни сердца, ревматизме и заболеваниях почек [239].

Есть данные об использовании водных извлечений из травы первоцвета

весеннего при лейкемии, циститах, хронических нефритах, анацидных гастри-

тах [148, 149, 150].

Кроме того, первоцвет весенний используется для лечения мигрени, при

неврозах, неврастении [95, 98, 99].

В эксперименте водный и этанольный экстракты листьев названного

растения обладают противосудорожными свойствами. Экстракт проявляет ан-

тивирусную активность [149].

Ряд работ посвящены изучению биологической активности растений ро-

да первоцвет. Tokalov S.V. с соавторами (2004) провели исследования по изу-

чению биологических эффектов эпикутикулярных флавоноидов, выделенных

из цветков Primula denticulate. Изучено их влияние на лейкозные клетки чело-

века (миелоидные клетки лейкемии человека (HL-60). Установлено, что иссле-

дуемые объекты обладали достаточным антиоксидантным потенциалом и вы-

раженными цитостатическими свойствами.

Некоторые из его известных компонентов (5-гидроксифлавон, 2'-

гидроксифлавон, 5,2'-дигидроксифлавон и 5,8-дигидроксифлавон) были до-
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полнительно испытаны на определение биологической активности. Мето-

дами цитометрии изучено их влияние на клеточный цикл, митохондриальный

мембранный потенциал и активные формы кислорода.

В качестве эталонного соединения был выбран флавонол кверцетин из-за его

известных цитостатических свойств и своей активности в качестве поглотите-

ля радикалов. Флавоны из Primula denticulate проявили меньшее по сравнению

с кверцетином влияние на апоптоз клеток (до 40 мкМ). Установлено, что фла-

воноиды примулы обладали сильными цитостатическими свойствами даже

при низких концентрациях.

Антиокислительные свойства показали количественную корреляцию

с числом гидроксильных групп в исследуемых соединениях. Говоря о мито-

хондриальном мембранном потенциале, авторы отметили, что ни один из фла-

вонов примулы не показали сопоставимый с кверцетином эффект [234].

Najmus-Saqib Q. с соавторами (2009) определили противомикробные и цито-

токсические свойства Primula macrophylla. В исследованиях использовались све-

жевыжатый сок, бензольная и этилацетатная фракции надземной части указанного

растения. Доказана противогрибковая активность в отношении T. longifusis

и M. canis. Антилейшманиозную активность (IC50 50ug/mL) определялась в срав-

нении со стандартным препаратом амфотерицином В. Цитотоксическая актив-

ность (LD50 47,919 (MU) г/мл) была определена в хлороформной фракции. В то

время, как чистое соединение 2-фенилхромон (Flavone), выделенный  из хлоро-

формной фракции, показал хорошую активность (LD50 25 (MU) г/мл) против

лейшмании и цитотоксичность (LD50 2,0116 (MU) г/мл) [304].

Компанией «Bionorica AG» проведены исследования по определению меха-

низма противовоспалительного, противомикробного и противовирусного действия

экстракта из цветков Primula veris L. (PFE). Доказано, что экстракт PFE ингиби-

рует выработку простагландина, биосинтез циклооксигеназ (ЦОГ-1 и -2), био-

синтез лейкотриенов в полиморфноядерных лейкоцитов человека. Кроме того,

исследования показали, что экстракт PFE значительно снижает опосредован-

ное Т-клетками высвобождение провоспалительных цитокинов IFN-(гамма)
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и секрецию GM-CSF из мононуклеарных клеток периферической крови чело-

века. Эффект носит дозозависимый характер. Это говорит о доказательном

противовоспалительном воздействии экстракта первоцвета весеннего.

Seifert S. с соавторами (2012) выявлена антимикробная активность экс-

тракта из первоцвета весеннего, изученная in vitro в отношении Staphylococcus

aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumonia. В этих же исследо-

ваниях была показана противовирусная активность экстракта PFE в отноше-

нии human rhinovirus (HRV), respiratory syncytial virus (RSV).

Таким образом, проведенные исследования показали, что экстракт из

цветков первоцвета весеннего воздействует губительно на целевые вирусы

и бактерии, вызывающие инфекции дыхательных путей, проявляет противо-

воспалительное действие, тем самым имеет широкий терапевтический потен-

циал в этой области [286, 334].

В работах иранских исследователей Alinezhad H. с соавторами (2012)

с целью определения защитных свойств растительных полифенолов первоцвета

определена антикоагулянтная активность различных фракций из экстракта Primula

heterochroma Stapf. В эксперименте использовались водные, этилацетатные, гекса-

новые фракции экстракта указанного растения. Гемолитическая активность опре-

делялась в крови крыс самцов, извлеченной пункцией из сердца животных, инду-

цированной NaF. Все экстракты показали умеренные на уровне 0.8 мг/мл защит-

ные эффекты против NaF-индуцированного гемолиза эритроцитов [229].

Alinezhad H. с соавторами (2012) установлена антиоксидантная актив-

ность экстракта из Primula heterochroma Stapf., для чего воздушно-сухое сырье

обезжиривали, экстрагировали 60%-ным ацетоном с последующим фракциони-

рованием следующими растворителями: н-гексан, этилацетат и вода. Антиокси-

дантную активность определяли in vitro на моделях Fe (2+)-индуцированного

перекисного окисления липидов и окислительного стресса в мозге крыс.

Результаты исследования показали, что водная фракция проявила наи-

больший защитный эффект за счет уменьшения реактивных соединений тио-

барбитуровой кислоты и более высокую активность в отношении Fe (2+) хела-
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тирующих и ДФПГ (1,1-дифенил-2-пикрил гидразил) радикалов, по сравнению

с другими фракциями. Гексановая фракция  продемонстрировала более высо-

кий защитный эффект в гемоглобин-индуцированной модельной системе. Ре-

зультаты данного исследования показали, что Primula heterochroma Stapf. яв-

ляется богатым источником природных антиоксидантов [226].

Вышеупомянутыми иранскими авторами (Alinezhad H. и др.) также оп-

ределена мембраностабилизирующая и антигемолитическая активность экс-

трактов из Primula heterochroma Stapf. В исследованиях использованы коло-

риметрические и биохимические методы in vitro и ex vivo.

Результаты исследований показали, что экстракты указанного растения

ингибируют процессы ПОЛ мембран липидов, белков, эритроцитов. Иссле-

дуемые объекты обладают заметным антигемолитическим эффектом на моде-

ли гемолиза эритроцитов, индуцированного перекисью водорода. Экстракты

Primula heterochroma Stapf. повышают целостность и стабильность клеточных

мембран эритроцитов крыс, существенно тормозя ПОЛ, сохраняя от гемолиза

и увеличивая их количество в крови [289].

Первоцвет весенний разрешен к применению в гомеопатии

Комбинированный препарат «Синупрет» («Bionorica AG», Германия) со-

держит  экстракт из цветков первоцвета весеннего, применяется как противо-

воспалительное, противовирусное гомеопатическое средство. Оказывает му-

колитическое (секретолитическое), отхаркивающее, противовоспалительное

действие. Восстанавливает защитные свойства и уменьшает отек слизистой

оболочки дыхательных путей. Способствует оттоку экссудата из придаточных

пазух носа. Обладает иммуностимулирующей и противовирусной активно-

стью. Показан при острых и хронических синуситах.

Растения рода первоцвет используются как компоненты

лекарственных средств, применяемых при заболеваниях верхних

дыхательных путей

В состав комбинированного препарата «Бронхикум эликсир» («Rhône-

Poulenc Rorer», Германия) входит настойка корня первоцвета весеннего, обла-
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дающего отхаркивающим, бронходилатирующим и противомикробным дейст-

вием. Усиливает секрецию бронхиальных желез, уменьшает отек слизистой

бронхов, что в совокупности приводит к уменьшению вязкости бронхиального

секрета и улучшает его отхождение, облегчает дыхание. Показан при инфек-

ционно-воспалительных заболеваниях дыхательных путей, сопровождающих-

ся трудноотделяемой мокротой и приступообразным кашлем.

Комбинированный «Бронхикум сироп от кашля» («Rhône-Poulenc

Rorer», Германия) содержит также настойку корней первоцвета весеннего.

Препарат оказывает отхаркивающее, противовоспалительное, противомикроб-

ное действие, способствует снижению вязкости мокроты и ускорению ее эва-

куации. Используется  в качестве отхаркивающего средства в комплексной те-

рапии воспалительных заболеваний верхних дыхательных путей, сопровож-

дающихся кашлем с трудноотделяемой мокротой.

Первоцвет весенний входит в состав других европейских препаратов.

Комбинированный фитопрепарат «Синупрет капли для приема внутрь»

(«Bionorica AG», Германия) содержит экстракт цветков первоцвета (Primula

veris), обладает муколитическим, отхаркивающим, противовоспалительнам

действиями. Уменьшает отек слизистой оболочки дыхательных путей, восста-

навливает защитные свойства. Способствует оттоку экссудата из придаточных

пазух носа. Обладает иммуностимулирующей и противовирусной активно-

стью. Применяется при острых и хронических синуситах.

Широкое применение в медицинской практике нашел препарат «Брон-

хипрет ТП» («Bionorica AG», Германия) в состав которого входит сухой экс-

тракт корня первоцвета. Оказывает отхаркивающее, противовоспалительное,

секретолитическое, бронхолитическое действие, способствует снижению вяз-

кости мокроты и ускорению ее эвакуации. Показан при острых и хронических

воспалительных заболеваниях дыхательных путей, сопровождающихся каш-

лем и образованием мокроты: трахеит, трахеобронхит, бронхит.

Двухкомпонентный «Гербион сироп первоцвета» («KRKA д.д/ЗАО Век-

тор-Медика», Словения) содержит водные экстракты корня первоцвета и тра-
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вы тимьяна. Оказывает отхаркивающее, противовоспалительное, противомик-

робное действие, способствует уменьшению вязкости мокроты и лучшему от-

хождению мокроты. Показан в качестве отхаркивающего препарата в ком-

плексной терапии: воспалительных заболеваний верхних отделов дыхательных

путей с трудно отделяемой мокротой (бронхит, трахеит, трахеобронхит); при

острых респираторных заболеваниях, сопровождающихся сухим кашлем.

Экстракт примулы входит также в состав комбинированного препарата

«Пекторал» («Мефа», Швейцария), используемого при инфекционно-

воспалительных заболеваниях дыхательных путей,  сопровождающиеся каш-

лем с затрудненным отхаркиванием мокроты.

Настойка, порошок, салат из листьев первоцвета используют как источник

витаминов С, А, Е, каротиноидов при гипо- и авитаминозах [29, 95, 127, 239].

Во многих странах первоцвет весенний используется как пищевое салат-

ное растение, культивируется и реализуется как приправа.

Растения рода первоцвет используется как компоненты БАД

Экстракт корней первоцвета входит в состав пастилок «Гербион Менто-

мед» (KRKA, Словения) обладает отхаркивающим и муколитическим эффек-

тами. Показан в качестве БАД-дополнительного источника витамина С, эфир-

ного масла. Может использоваться в качестве дополнения в составе комплекс-

ной терапии острых респираторных заболеваний верхних дыхательных путей,

сопровождающихся кашлем, а также кашля, связанного с курением с целью

улучшения функционального состояния органов дыхания.

Обогащенный растительными экстрактами, минералами и витаминами

БАД Леди'С формула «Предменструальный синдром» («PharmaMed», США)

содержит масло первоцвета. Устраняет различные проявления предменстру-

ального симптомокомплекса: отечности и болезненности молочных желез,

вздутия живота, неврастенических расстройств; нормализует гормональный

фон, мягко стимулирует яичники, обладает общеукрепляющим действием.

Помогает справиться с повышенной психоэмоциональной и физической на-
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грузкой. Показан при выраженном предменструальном синдроме; при масто-

патии; при нарушениях менструального цикла (дисменорее).

Масло первоцвета входит в состав обогащенного минералами, витами-

нами БАД Леди'С формула «Персональная месячная система» («PharmaMed»,

США). Нормализует цикл, уменьшает болезненность менструаций, нормали-

зует гормональный фон, улучшает обмен веществ, укрепляет иммунную сис-

тему, способствует восстановлению сна. Может использоваться в комплекс-

ном лечении мастопатии.

Первоцвет крупночашечный используется в народной медицине наравне

с первоцветом весенним в качестве отхаркивающего, поливитаминного, спаз-

молитического, успокаивающего, диуретического средства. Первоцвет круп-

ночашечный похож на европейский вид первоцвета весеннего, широко встре-

чается в Южной Европе, на Кавказе и Иране, хорошо растет в культуре, явля-

ется перспективным видом для внедрения [95, 97, 324].

Известно использование первоцвета весеннего и первоцвета крупноча-

шечного как компонента лекарственных сборов, применяемых при заболева-

ниях органов дыхания, для лечения заболеваний сердечно-сосудистой систе-

мы, желудочно-кишечного тракта, при обменных и эндокринных нарушениях,

при ревматических заболеваниях, артритах, артрозах, при функциональных

нарушениях в период менопаузы,  при заболеваниях нервной системы и пси-

хических заболеваниях.

Таким образом, проведенный информационный анализ показал достаточ-

ную изученность и широкое применение подземных органов первоцвета весеннего

в качестве отхаркивающих средств. У корневищ первоцвета весеннего определены

противовоспалительная, антимикробная, противовирусная виды активности.

Однако, надземная часть первоцвета весеннего недостаточно изучена в от-

ношении химического состава и биологических свойств, в связи с чем использу-

ются нерационально: является отходами фармацевтического производства. Ли-

стья же первоцвета весеннего, разрешенные к применению в РФ, используются

ограниченно, преимущественно как пищевое поливитаминное сырье.



41

Актуальной является проблема внедрения в медицинскую практику до-

полнительных малоизученных близкородственных видов сырья с достаточной

сырьевой базой на территории РФ, в том числе РБ, каковым может быть пер-

воцвет крупночашечный. Сравнительное фармакогностическое исследование

официнального первоцвета весеннего и малоизученного первоцвета крупно-

чашечного является актуальной задачей. Это позволит решить важнейшие на

сегодняшний день задачи расширения сырьевой базы РФ и создания эффек-

тивных препаратов на основе растительного сырья.

1.2. Ботанико-морфологическая, химическая,

фармакологическая характеристика

хмеля обыкновенного

1.2.1 Ботаническая характеристика хмеля обыкновенного

Хмель обыкновенный (Humulus lupulus L.) принадлежит к семейству

Cannabaceae (коноплевые), относящемуся к порядку Urticales (крапивоцветные).

Род хмель (Humulus) включает в себя хмель обыкновенный

(H. lupulus L.), хмель сердцевидный (H. сordifolius L.), хмель американский

(H. americanus R.), хмель японский (лазающий) (H. japonicus Sieb. et Zucc или

H. scandens (Lour.) Merr.). Однако, согласно мнению известных ученых бота-

ников сродство трех видов хмеля обыкновенного, сердцевидного и американ-

ского, позволяет отнести их к разновидностям хмеля обыкновенного. Согласно

современной классификации к роду хмель определяют виды хмель обыкно-

венный (H. lupulus L.) и хмель лазающий (H. scandens (Lour.) Merr.) [200, 201].

Хмель лазающий – декоративный вид хмеля, представляет собой одно-

летнюю лиану, не образует цветков в форме шишек. Распространен в Примор-

ском и Хабаровском краях РФ, Японии, Китае и др. восточных странах.
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Для хмеля сердцевидного характерны нерассеченные цельные листья

сердцевидной формы, мелкие соплодия, отмечено низкое содержание лупулина.

У малооблиственного хмеля американского листья пальчаторассеченной, на

концах побегов – сердцевидной формы. Американский хмель не используется

в медицинской практике [58, 68, 76].

Для хмеля обыкновенного европейской разновидности характерны листо-

вые пластинки с сердцевидной и пальчато-рассеченной формой с количеством

долей от 3 до 7, шишковидные соплодия с лупулиновыми железками и харак-

терный специфический запах.

В мировой практике культивируется хмель обыкновенный, иные виды

используются в селекционных целях [68].

Хмель обыкновенный – вьющееся травянистое растение с отмирающими

зимой одним и множественными побегами, с многолетними корнями и корне-

вищами, проживающими более 20 лет. Эволюционным превосходством расте-

ния  является ежегодное формирование травянистой лианы с большой листо-

вой массой, что возможно благодаря высокому физиологическому потенциалу.

Благодаря этому стеблевая часть растения может отрастать до 20 см в сутки,

в целом дикорастущие формы хмеля обыкновенного хорошо приспособлены

к существованию в условиях затененности и высокой влажности. Не менее

важной особенностью изучаемого растения является глубина проникновения

главного корневища в грунт (до 4 м) и ширина распространения боковых кор-

ней на поверхности грунтовой части (до 3 м) [4, 6].

Дикорастущие растения могут иметь многочисленные побеги. Культи-

вируемые же сортотипы хмеля обыкновенного, благодаря селекционным ме-

роприятиям, имеют минимальное число побегов, что повышает урожайность

растений. Культивируемые сорта хмеля преимущественно одностебельные.

Стебли хмеля обыкновенного ребристые длиной 3–12 м, толщиной 14–

19 мм с многочисленными узлами и выходящими из них листьями различной ок-

раски от зеленоватой до фиолетовой. Стебли завершаются завитками, на поверх-

ности имеются крючкообразные шипы, преимущественно по граням. [68, 77].
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Листья простые с черешками, у основания с небольшими прилистника-

ми, расположены супротивно. Форма листовых пластинок от сердцевидной до

пальчато-рассеченной. Край листа неравномерно пильчато-зазубренный с сетча-

тым жилкованием. На поверхности листа характерны многочисленные волоски,

преимущественно вдоль жилок. На поверхности черешков и жилок – многочис-

ленны крючкообразные шипы [94, 101, 102].

Мужские и женские соцветия расположены на различных растениях. Муж-

ские особи имеют соцветия метельчатой формы, женские – колосовидные, гроз-

девидные или единичные, овальной формы. Цветет хмель с раннего лета до ран-

ней осени. Плод – яйцевидный орешек. Во внутренней части женских соцветий

расположены лупулиновые железки золотистой окраски, определяющие пище-

вую ценность растения. В неопыленных железках содержание терпеноидов выше

и разнообразнее их качественный состав, в связи с чем производители изолируют

женские особи от мужских, препятствуя их опылению [101].

Немаловажным признаком культивируемых сортов растений определя-

ется время дозревания соплодий. Поэтому селекционерами созданы ранние,

средние и поздние сортотипы.

В настоящее время определить ареал распространения дикорастущего

вида хмеля обыкновенного практически невозможно. В связи с массовым при-

менением хмеля обыкновенного населением разных стран в пищевых целях,

медицинской практике и других отраслях народного хозяйства, легкостью

введения  его в культуру, растение постепенно стало заносным [80, 152].

Дикорастущие растения отмечены в зонах умеренных климатических

поясов: на территории лесных зон материков Евразия, Северная и Южная

Америка, Австралия. Дикорастущее растение встречается в лесных и лесо-

степных зонах, в широколиственных лесах, на опушках, в оврагах, среди кус-

тарников, по берегам рек и болот [4, 6, 80].

Во многих странах, в частности Англии, Франции, Чехии, Германии, Ки-

тае, США, хмель издавна введен в производство, возделывается как техниче-

ская культура для нужд пищевой и фармацевтической промышленности.
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Современный рынок хмеля в большей степени определяют три круп-

нейшие страны: Китай, США и Германия. США и Германия производят свыше

70% мирового хмеля [73].

В последние годы в основных хмелепроизводящих странах в связи с ин-

тенсификацией технологии производства достигнута высокая продуктивность

хмельников, что обеспечивает окупаемость инвестиции в производстве и кон-

курентоспособность на мировом рынке.

Товарное производство хмеля в РФ расположено в одиннадцати админи-

стративных районах. Основное производство сосредоточено в Чувашии (83%),

Республике Марий Эл (до 10%), Алтайском крае (до 5%). Иные регионы –

Нижегородская, Брянская, Омская, Ульяновская области, Хабаровский край

[91]. На территории Республики Башкортостан также были заложены хмель-

ники [4, 95, 96, 98, 132].

Главным же производителем хмеля на территории РФ является Чувашия,

именно там наиболее благоприятные природно-климатические условия. Из

существующих на сегодняшний день хмельных плантаций на территории РФ

(1808 Га), на территории Чувашии расположено 1520 га [73].

Важнейшим показателем качества, определяющим потребительские

свойства хмеля для пищевой и особенно пивоваренной промышленности, яв-

ляется содержание горьких кислот, особенно α-кислоты. По количественному

содержанию горьких кислот отмечают три сортотипа хмеля обыкновенного:

ароматический, горько-ароматический и горький [68, 110, 208].

Ароматический сортотип (сорта «Ранний», «Михайловский», «Истрин-

ский», «Клон 18» и др.) имеет 3–6% содержания α-кислот, значительное содер-

жание эфирных масел до 4%, характеризуется выраженным хмелевым ароматом.

В горько-ароматическом сортотипе (сорта «Крылатский», «Полесский»,

«Сумерь» и др.) имеется значительное содержание горьких кислот (6–10% α-

кислот), достаточное содержание эфирных масел (0.5–2.65%), характерный

хмелевой аромат. Эфирное масло указанного сортотипа содержит смолистые и

бальзамические вещества.
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Растения горького сортотипа (сорта «Подвязный», «Сильный», «Гранат»)

с содержанием α-кислот более 10%, обладают менее выраженным хмелевым аро-

матом, терпеноиды представлены в основном смолистыми веществами [177].

Не менее важным показателем качества является соотношение доли α-

кислот к доле общих хмелевых смол. Для растений горького сортотипа он дол-

жен быть не менее 35%, для ароматического – не менее 20% [104, 177, 293].

Для нужд пивоваренной промышленности преимущественно использу-

ются растения горького сортотипа, для нужд пищевой промышленности –

горько-ароматического [88, 177].

В фармацевтической промышленности применяют хмель обыкновенный

независимо от сортотипа, в том числе и от дикорастущих растений.

1.2.2 Химический состав хмеля обыкновенного

Согласно данным литературы пищевые свойства и фармакологическую

активность хмеля обыкновенного определяют горькие кислоты (производные

ацилфлороглюцидов), эфирные масла, полифенольные соединения, аминокис-

лоты, витамины и др. группы БАВ [68, 105].

Специфичной группой БАВ хмеля обыкновенного являются производные

ацилфлороглюцидов (АФГ), представляющие собой смолистые вещества мягких

и твердых фракций, сконцентрированных в лупулиновых железках соплодий.

Ацилфлороглюциды включают в себя α- и β- кислоты, имеющие 2 и 3

пренилированных остатка в своем составе соответственно. Из α-кислот для

хмеля обыкновенного типичны гумулон, прегумулон, адгумулон, когумулон,

4-дезоксигумулон, постгумулон, из группы β-кислот – лупулон, прелупулон,

адлупулон, колупулон, постлупулон [39, 150, 214, 238, 342].

Содержание АФГ зависит от условий произрастания, местообитания, фа-

зы вегетации растения, определяет принадлежность к сортотипу. Их содержа-

ние в мужских особях незначительное.

Ключевое значение имеет содержание α-кислоты, определяющее цен-

ность и товарные свойства сырья. По данному показателю производители опре-

деляют степень дозревания, точные сроки заготовки и хранения сырья [81, 85].
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Одной из основных проблем производства и переработки хмеля является

окисляемость α- и β-кислот в процессе хранения с образованием гулупонов,

гумулиновых кислот и увеличением количества твердых смол. Это приводит

к непригодности сырья.

Содержимое лупулиновых железок помимо АФГ представлено иными

терпеноидными соединениями: сесквитерпенами, иридоидами и др.

Следующая по значимости группа БАВ, определяющая фармакологиче-

ские и пищевые свойства хмеля обыкновенного, это эфирное масло, преиму-

щественно локализованное в лупулиновых железках. В составе эфирного мас-

ла отмечены монотерпеноиды: α-пинен, борнеол, β-пинен, геранилацетат, ли-

налилвалерианат, линалиацетат, цинеол; в соплодиях и соцветиях – мирцен,

лимонен, гераниол, линалоол, эвгенол и др. Сесквитерпеноиды: гумулол, гу-

мулен, гумуладиенон, гумуленон-II, α-кариофиллен, кариофиллен, 14-

гидрокси-β-кариофиллен, β-элемен, α-кадинен, фарнезен, куркумен, кадинен и

др. [34, 150, 263, 339].

Отмечено значительное содержание специфического для соплодий хме-

ля обыкновенного гумулена (16–27%), имеются селины, α- и β-селинены, пи-

нен, γ-элемен, серусодержащий 4,5-эпикариофилен,1,2-эпи-тиогумулен, 8,9-

эпи-тиогумулен [68, 104, 258, 314, 317].

Качественный и количественный состав эфирных масел зависит от место-

обитания, условий произрастания, фазы вегетации растения, определяет при-

надлежность к сортотипу. Качественный состав эфирных масел хмеля обыкно-

венного контролируется на уровне генотипа растения [104, 177, 293].

Перспективным классом БАВ хмеля обыкновенного являются полифе-

нольные соединения, представленные флавоноидами, изофлавоноидами, прени-

лированными флавоноидами и халконами, лейкоантоцианидинами, фенолкарбо-

новыми кислотами, катехинами, стильбенами и др. соединениями. Содержание

флавоноидов отмечено в соплодиях, соцветиях, листьях и стеблях растения.

Согласно литературным данным соплодия хмеля содержат флавоноиды

(в пересчете на рутин) от 0,15 до 0,86% [47, 82].
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Из флавоноидов в соплодиях отмечены: кверцетин, кверцитрин, гиперо-

зид, рутин, астрагалин, 3-рамнозилглюкозид и 3-рамнозилдиглюкозид кемп-

ферола, 3-рамнозилглюкозид кверцетина, 6-геранилнарингенин, 5,7-ди-О-

метилнарингенин, 8- геранилнарингенин [5, 23, 46, 47, 48, 68, 238].

Zhang W.K. с соавторами (2013) выделили и идентифицировали  дигид-

рокверцетин (таксифолин), нарингенин, халконаригенин, акацетин, кверцетин-

3-O-β-D-галактопиранозид, 6-пренилнарингенин [265].

Лейкоантоцианидины представлены лейкодильфинидином, лейкоциани-

дином. Из антоцианов отмечены цианидин и дельфинидин (в листьях антоциа-

нов до 17%) [150].

Отличительной особенностью хмеля обыкновенного является наличие

особой группы БАВ пренилированных халконов и флавонов, секретируемых

аналогично терпеноидам, лупулиновыми железами. Именно эта группа БАВ

обусловливает эстрогеноподобные свойства хмеля обыкновенного.

Среди пренилированных халконов в соплодиях отмечены: ксантогумол

(3´-пренил-6´-О-метилхалконарингенин), 5´-пренилксантогумол, 4´-О-

метилксантогумол, α-, β-дигидроксантогумол, ксантогумолы B, C, D, E. Нали-

чие ксантогумола, основного пренилированного халкона, в соплодиях хмеля

может достигать в пересчете на сухое сырье до 1,0% [5, 23, 46, 68, 345].

В североамериканском Humulus lupulus var.cordifolius отмечены отсутст-

вующие в европейских сортотипах 4,6-ди-О-метилхалконарингенин, ксантога-

ленол, 4-О-метилксантогумол [68].

Из пренилированных флавонов идентифицированы: 8-пренилнарингенин

(хопеин), 6- пренилнарингенин, 6,8-дипренилнарингенин, изоксантогумол, 7-

О-метил-6-пренилнарингенин, 7-О-метил-8- пренилнарингенин и др.

Stevens J.F. et al. (2000) изучив множественные образцы H. lupulus var.

cordifolius из Японии, H. lupulus из Северной Америки и Европы, показали на-

личие 11 соединений пренилированной природы, 10 были идентифицированы

как флаваноны. Во всех образцах сырья были идентифицированы 3´-пренил-4´-

О-метилхалконарингенин (ксантогаленол), 4´-О-метилксантогумол, 4´,6´-ди-О-
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метилхалконарингенин, ксантогумол был идентифицирован как основной хал-

кон. По данным этих же авторов листья H. japonicas Sieb. et Zucc.  флоры Вос-

точной Азии, листья H. lupulus не содержали пренилированные флавоны [311].

Среди катехинов отмечены: катехин, галлокатехин, эпикатехин, (-)-

эеикатехин [227, 311].

В хмеле обыкновенном имеются процианидины: эпикатехин-(4β→8)-

катехин (процианидин В1), эпикатехин-(4β→8)-эпикатехин (процианидин В2),

катехин-(4α→8)-катехин (процианидин В3), катехин-(4α→8)-эпикатехин (про-

цианидин В4), галлокатехин-(4α→8)-галлокатехин и др. [347]. Методами масс-

спектрометрии отмечено присутствие олигомерных процианидинов, октаме-

ров и гептамеров. Taylor A.W. et al. (2003) в хмелевом экстракте определили

наличие процианидинов с числом полимеризации 22.3 [68, 281].

О наличии стильбенов в соплодиях хмеля обыкновенного впервые было

сообщено Callemien c соавторами (2003). Наличие транс- и цис-ресвератрола,

транс- и цис-пицеида в хмеле может обусловить дальнейшее расширение об-

ласти применения хмеля и хмелепродуктов. Schwekendiek A. c соавторами

(2007) идентифицировали ресвератрол и пицеид в листьях и соцветиях хмеля

обыкновенного [251].

Анализ различных образцов сырья хмеля обыкновенного, проведенный

Jerkovic et al., показал, что содержание ресвератрола в сырье повышается

с уменьшением в нем количества α-кислот, то еесть в сырье хмеля обыкновенного

горьких сортотипах содержание ресвератрола меньше, чем в ароматических [255].

Из производных фенолкарбоновых кислот отмечены: кофейная, галло-

вая, феруловая, хлорогеновая, неохлорогеновая, оксикумаровая, кумаровая,

пара-аминобензойная, ванилиновая, хинная кислоты [93, 150].

Содержание полифенольных соединений максимально в фазу начала

формирования соплодий [47].

Имеются данные о наличии алкалоидов в соплодиях хмеля обыкновен-

ного, но сведения об их локализации и структуре противоречивы. Некоторые
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авторы указывают о содержании пирролизидиновых, пиридиновых и изохино-

линовых алкалоидов в шишках хмеля обыкновенного [46, 272].

Есть данные о наличии в листовых пластинках хмеля незначительного

количества каннабидиола с обезболивающим, седативным и противосудорож-

ным действями [68]. Алкалоид гумулин идентифицирован в соплодиях, горпеин

в плодах хмеля обыкновенного, азотистое вещество трибензиламин было также

отмечено в указанном растении [150].

Горошко О.А. с соавторами (2000, 2005) в соплодиях хмеля идентифи-

цированы аминокислоты: аланин, глутаминовая кислота, глицин, аспарагин,

тирозин, триптофан, пролин, цистеин и др. [46, 47].

Из группы стеринов идентифицированы жирные кислоты: каприловая,

изовалериановая, каприновая, пеларгоновая кислоты; (-)-2-метилбутиловые

эфиры пеларгоновой, гераниевой, изомасляной кислот; в плодах – арахидоно-

вая, пальмитиновая, стеариновая, олеиновая, линолевая, бегеновая кислоты,

а также ситостерин-3-O-бета-глюкопиранозид [259, 329].

Есть данные об идентификации эргостерола и эргокальциферола в хмеле

обыкновенном [253].

В соплодиях хмеля определены витамины: группы В (В1, В3, В6), Н, РР, С.

В фазу формирования соплодий содержание аскорбиновой кислоты может дос-

тигать 63,6 мг%. Из жирорастворимых витаминов отмечено наличие витамина Е

(20–70 мг%) и каротиноидов [46].

Из минеральных элементов отмечены: кальций, калий, натрий, железо; из

группы микроэдементов: селен, цинк, марганец, хром, медь и др. [101].

Данные по исследованию химического состава стеблей и листьев хмеля

обыкновенного незначительные. Есть данные о содержании отдельных классов

БАВ. Так, стебли хмеля обыкновенного содержат полисахариды (лигнины, гру-

бые пищевые волокна), растительные стерины [58, 75].

В листьях хмеля отмечены следы алкалоидов, углеводы, антоцианиди-

ны до 17%, лейкоантоцианидины (лейкодельфинидин, лейкоцианидин), квер-
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цетин, кемпферол; фенолкарбоновые кислоты (кофейная, n-кумаровая), вита-

мины С, В1, В2, каротиноиды [150].

В листьях H. scandens (Lourr.) Merr. (H. japonicus Siebold et Zucc.) иден-

тифицированы 7-О-β-D-глюкозид лютеолина, витексин, космосеин [150].

Мазурец С.І. с соавторами (2012) исследовали липофильную фракцию из

листьев хмеля обыкновенного. Количественное содержание липофильной

фракции в растительном сырье составило 7%. Установлено наличие хлоро-

филлов и каротиноидов, исследован состав жирных кислот (лауриновая, мири-

стиновая, пальмитиновая, стеариновая, бегеновая, линолевая, линоленовая,

олеиновая). Определен широкий спектр антимикробной активности липо-

фильной фракции [112].

Garcia-Herrera P. С соавторами (2013) исследовали молодые побеги хме-

ля обыкновенного, употребляемого в составе средиземноморской диеты в Ис-

пании, на содержание питательных веществ. Определено содержание β-

каротина, лютеина, неоксантина и виолаксантина. По содержанию указанных

веществ побеги хмеля не уступают другим растениям, составляющим основу

средиземноморской диеты (Asparagus acutifolius L., Bryonia dioica Jacq., Tamus

communis L.). Исследования показали, что побеги дикорастущих растений по

качественному и количественному составу указанных веществ не уступают

культивируемым коммерческим овощным культурам [245].

1.2.3 Фармакологическая активность, применение хмеля

обыкновенного в научной и народной медицине

Разнообразный богатый состав БАВ хмеля обыкновенного определяет

его высокий лечебный и профилактический потенциал, широкое применение

в медицинской практике [23, 36, 38, 44, 114, 165, 172, 196, 217].

Так, в РФ разрешены к применению «Хмеля соплодия» ФС 42-0147-05;

«Экстракт шишек хмеля» ФС 42-2631-89; «Хмеля экстракт жидкий» ФСП 42-

8271-06 (ООО «Фармстандарт-Фитофарм-НН»); «Хмеля масло» ВФС-42-2445-

95. В пищевой промышленности разрешены к применению хмель-сырец,
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хмель молотый гранулированный и брикетированный, хмель прессованный,

лупулиновые препараты, хмель спиртовый и CO2 экстракты. Активно исполь-

зуется хмель в хлебопекарном, кондитерском производствах.

Издавна хмель использовался в качестве седативного, антимикробного,

антибиотического, желчегонного, противовоспалительного, гормоноподобного

средства.

Производные АФГ (горькие кислоты) повышают секрецию желудочного

сока, возбуждают аппетит, совместное присутствие с эфирными маслами и по-

лифенольными соединениями, обусловливают спазмолитическое, противовос-

палительное, антимикробное, седативное действия растения, в связи, с чем

хмель обыкновенный включается в состав лекарственных средств для лечения

заболеваний ЖКТ. Имеются  данные, об антиульцерогенной активности хмеля

обыкновенного [77, 189, 196, 248].

Широко известны антимикробные и антибиотические свойства хмеля

обыкновенного. Терпеноиды (монотерпены, сесквитерпены и горькие кислоты)

угнетают развитие грамположительных и грамотрицательных микроорганизмов.

Экспериментально доказано, что лупулиновый порошок подавляет ак-

тивность Streptococcus pneumoniae и Str. Faecalis, Bacillus cereus и Bac. Subtilis,

Bac. Anthracis, Staphylococcus aureus, Micrococcus lysodeicticus, Mycobacterium

phlei, Mycobacterium tuberculosis, Corynebacterium dyphtheriae var. gravis,

Sarcina lutea. Антимикробная активность гумулона и его производных менее

выражена [78, 305, 310, 325].

Yamaguchi N. с соавторами (2009) исследовали ксантогумол, гумулон, лу-

пулон для лечения акне. В качестве основных бактерий, вызывающих акне, были

выбраны Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus

aureus, Kocuria rhizophila и Staphylococcus pyogene. Результаты показали умерен-

но-сильное ингибирующее действие на указанные штаммы. Кроме того, у на-

званных веществ была определена антиоксидантная активность [344].

Известны данные об антимикобактериальной активности смеси насы-

щенных и ненасыщенных жирных кислот хмеля обыкновенного. Исследования
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проводились с использованием быстрорастущих видов микобактерий Myco-

bacterium fortuitum [329].

Экстракт соплодий, лупулон, гумолупулон, ксантогумол проявляют ан-

тифунгальную и антибактериальную активность. Исследования показали, что

лупулон (9–62 мкг/мл) и гумулон (20–800 мкг/мл) угнетают развитие дермато-

мицетов, но не действуют на грибы рода кандида; ксантогумол проявляет ан-

типротозойную активность, жирные кислоты:  линолевая, арахидоновая, паль-

митиновая, бегеновая – антифунгинальную [329].

По данным литературы α- и β-кислоты хмеля проявляют антибиотиче-

ские свойства.

Есть сведения о том, что ксантогумол обладает противовирусной актив-

ностью. Пренилированные халконы подавляют риновирус (TI = 4,0),

вирус диареи крупного рогатого скота (модификации вируса гепатита С чело-

века HCV, TI = 6,0), вирус простого герпеса типа 2 HSV-2 (TI ≥ 5,3), в отноше-

нии вируса простого герпеса типа 1 HSV-1 (TI ≥ 1,9) активность указанных

веществ менее выражена. У β-кислот и сесквитерпеноидов данный вид актив-

ности не выявлен. В связи с этим пренилированный халкон ксантогумол

и пренилированный флавон изоксантогумол  рассматриваются как источники

создания новых противовирусных средств [68, 240, 271].

Akazawa H. с соавторами (2012)  показали, что выделенные из хмеля

обыкновенного флороглюцины, флаваноны, халконы и тритерепеноиды ока-

зывают губительное воздействие на вирус Эпштейна-Барра [223].

Монотерпеноиды и сесквитерпеноиды эфирных масел хмеля обыкно-

венного обусловливают успокаивающие свойства растения, что позволяет ши-

роко использовать его в качестве седативного средства. Zanoli P. с соавторами

(2005), изучая влияние CO2 –экстракта хмеля обыкновенного на ЦНС, опреде-

лили, что α-кислоты хмеля обыкновенного являются ответственными за уси-

ление фенобарбиталового сна и антидепрессивные свойства хмеля [306].

Ceremuga T.E. с соавторами (2013) провели экспериментальное проспек-

тивное рандомизированное исследование, определили анксиолитическое дей-

ствие ксантогумола, механизм которого изучается в настоящее время [290].
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Разуваева Я.Г. с соавторами (2010) экспериментально определили

стресспротективные свойства сухого экстракта шишек хмеля обыкновенного.

Курсовое введение экстракта хмеля (300 мг/кг) оказывает стресспротективное

действие на фоне иммобилизационного стресса, снижая  проявления стрессор-

ных  отклонений во внутренних органах животных [180].

Вышеназванные авторы исследовали влияния сухого экстракта шишек

хмеля обыкновенного на функциональное состояние нервной системы у белых

крыс. Изучали влияние экстракта хмеля на спонтанную двигательную актив-

ность, на ориентировочно-исследовательское поведение и эмоциональность

животных (тест «открытое поле»). Исследования показали, что экстракт (200

и 300 мг/кг) повышает ориентировочно-исследовательское поведение, ослаб-

ляет пассивно-оборонительную реакцию, снижает у  животных уровень тре-

вожности. Эффект сопоставим с эффектом экстракта валерианы. Введение

экстракта в дозе 200 мг/кг стимулирует когнитивные функции у крыс (повы-

силась выработка условного рефлекса, сохранность памятного следа в отда-

ленные после обучения сроки в тесте УРПИ) [34].

Для полифенолов и терпеноидов хмеля обыкновенного характерны бак-

терицидные, противовоспалительные, спазмолитические, диуретические свой-

ства,  благодаря которым он используется для лечения почечных и мочекамен-

ных заболеваний [77, 102, 248].

Имеются данные о противовоспалительной активности фенольных со-

единений хмеля обыкновенного. Глюкопиранозиды 1-(3-метилбутирил) фло-

роглюцина и 5-(2-метилпропаноил) флороглюцина обладают противовоспали-

тельными свойствами. Указанные вещества блокируют медиаторы воспаления

циклооксигеназы-1 и -2 [222].

В исследованиях Hougee S. с соавторами (2006) доказана противовоспа-

лительная активность CO2 –экстракта хмеля обыкновенного, обусловленная

подавлением активности ЦОГ-2 и продукции ПГЕ-2 [321].

Van Cleemput M. с соавторами (2009) показали, что пренилированные

флавоноиды, горькие кислоты хмеля обыкновенного, ингибируя пролифера-
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цию клеток кровеносных сосудов, путем индукции апоптоза и за счет актива-

ции цитохрома Р450 детоксикационных ферментов, проявляя противовспали-

тельные свойства, нормализуя метаболические процессы, могут быть предло-

жены как средства для лечения сахарного диабета, сердечно-сосудистых забо-

леваний и метаболического синдрома [282].

Yui K. с соавторами (2013) изучали влияние 70-дневной диеты, обога-

щенной полифенолами из хмеля обыкновенного, на состояние крыс популяции

OLETF (OtsukaLong-EvansTokushimaFatty), отличающихся значительно боль-

шим потреблением пищи, склонных к диабету 2 типа. Исследования показали,

что обогащенная диета снижала массу тела у животных испытуемой группы,

по сравнению с контрольной, подавляла деятельность синтетазы печени, глю-

козо-6-фосфатдегидрогеназы и малеинового фермента. У животных, получав-

ших полифенолы хмеля, снижался уровень глюкозы в крови (на 40-й день)

и гликированного гемоглобина A1c, HbA1c (на 70-й день), по сравнению с кон-

трольной группой. Таким образом, полифенолы хмеля улучшают функцию пе-

ченочного метаболизма, метаболизма жирных кислот, глюкозы и воспалитель-

ной реакции, сопровождающей увеличение массы жировой ткани у крыс по-

пуляции OLETF [256].

Выявлено важное свойство ксантоглумола ингибировать продуцируе-

мую эндотелиоцитами и макрофагами NO-синтазу. В тестах с нейронной NO-

синтазой доказано, что проантоцианидины хмеля блокируют выработку NO.

Наибольшую активность проявил процианидин B2, а катехин, эпикатехин

и процианидин B3 не оказали влияния на выработку NO [68, 220, 288].

Для хмеля обыкновенного характерна капилляропротективная активность.

Экспериментально доказано, что водный экстракт соплодий хмеля обла-

дает противоаллергической активностью.

В последние годы активно исследуются антиоксидантные свойства хмеля

и хмелепродуктов.

Yamaguchi N. с соавторами (2009), исследуя антиоксидантные свойст-

ва ксантогумола, гумулона и лупулона, показали, что ксантогумол обладает
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более высоким антиоксидантным потенциалом по сравнению с производ-

ными АФГ [346].

Пренилированные халконы и флавоны хмеля обыкновенного угнетают

окисление ЛПНП, инициируемое CuSO4; а также в системе Fe2+/ аскорбат (более

выраженно, чем в системе Fe3+-АДФ/НАДФН) [5, 48, 68, 114, 143, 242, 247].

Оказалось, что пренилированные халконы более активны, чем пренили-

рованные флавоны нарингенин, гинестеин, а ксантогумол по величине анти-

окислительной активности эффективнее витамине Е. Есть данные о том, что

пренилированные флавоноиды могут выступать как антиоксиданты в низких

концентрациях 5–25 мкМ, по мере увеличения концентрации они могут прояв-

лять прооксидантные свойства [114].

Антиоксидантные свойства изучаемого объекта определяет также ресве-

ратрол – известный фитоалексин, повышающий резистентность организма

к болезнетворным микроорганизмам, определяющий новые полезные свойства

хмеля обыкновенного [251].

Olas B. с соавторами (2012) исследовали in vitro влияние экстракта хмеля

обыкновенного на тромбоциты человека, индуцированныe пероксинитритом

ONOO (-). Исследования показали, что экстракт из шишек хмеля, так же как

и ресвератрол, вызывает отчетливое снижение липидов тромбоцитов, индуци-

рованной пероксидации ONOO (-) [331].

Пренилированные халконы  (ксантогумол, 5-пренилксантогумол в дозе 5

мкМ), обладающие антиоксидантной активностью в отношении ПОЛ, прояв-

ляют гепатозащитные свойства у крыс при токсическом воздействии, другие

же халконы, халконарингенин и десметилксантогумол, цитопротективной ак-

тивности не проявили. Dietz B.M.  с соавторами (2013) показали, что ксанто-

гумол индуцирует фермент детоксикации NAD(P)H-хинон оксидоредуктазу

(NQO1) in vitro, in vivo. Исследования показали, что соплодия хмеля и ксанто-

гумол проявляют цитопротектрное действие на печень [196].

Настой соплодий хмеля обладает антигипоксическими свойствами [140].

Кабачук Н.В. с соавторами (2009) исследовали антигипоксическое действие
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сухого экстракта из соплодий хмеля обыкновенного (200 и 300 мг/кг) при ге-

мической и гистотоксической гипоксии [71].

Доказано положительное влияние препаратов из хмеля на обменные

процессы организма человека.

Издавно было известно о гормональной активности хмеля обыкновенно-

го. Благодаря пренилированным флавонам – 8-пренилнарингенин (хопеин) (8-

ПН), 6-пренилнарингенин, 8-изопренилнарингенин (8-ИПН), 8-

геранилнарингенин, 6,8-дипренилнарингенин, 6-изопренилнарингенин, хмель

проявляет эстрогеноподобные свойства  [162, 236, 279, 299, 320, 327, 328].

Наиболее активными и изученными в данном аспекте являются 8-ПН и 8-

ИПН. Экспериментально установлено, что 8-ПН активнее взаимодействуют с α-

рецепторами, чем с β-рецепторами матки крыс. Данные указывают, что 8-ПН пре-

восходят по эстрогенной активности генистеин. Эстрогенная активность указан-

ных веществ  ингибируется антагонистом рецепторов эстрогенов С182.780 [162,

221].  Экспериментально in vitro показана  антиандрогенная активность 8-ПН;

в опытах отмечено угнетение полового поведения крыс [162, 250, 330, 348].

Имеются данные о клинических исследованиях применения препаратов

хмеля в период менопаузы у женщин. Так, в плацебоконтролируемых исследо-

ваниях изучалась эффективность применения 8-ПН (капсулы по 100 и 250 мкг)

у женщин (n=67) в течение 6–12 недель. Эффективность определяли по индексу

Купермана, включающего в себя более 10 симптомов менопаузы (тахикардия,

приливы, депрессия, сухость слизистой влагалища и др.). Результаты показали,

что применение капсул с 8-ПН существенно ослабляло симптомы менопаузы,

отмечался дозозависимый эффект. Эффективность препарата с дозой 250 мкг 8-

ПН была выше препарата с дозой 100 мкг на 5–10% [162, 246].

В тесте изучения влияния на проницаемость сосудов матки in vivo дока-

зано, что большей активностью обладает 8-ИПН [299]. Введение мышам

с удаленными яичниками в питьевую воду 8-ИПН привело к стимуляции вла-

галищного эпителия. Отмечено наличие эффекта в дозе 100 мкг/мл, что в 500

раз превышает концентрацию  8-ИПН в пиве [68].
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Figard H. с соавторами (2007) проведены экспериментальные исследова-

ния по изучению влияния диеты, обогащенной Humulus lupulus L., генистеи-

ном 1,92 и дайдзеином 1,24 мг/кг корма, на метаболизм костной ткани (иссле-

довались биохимические показатели крови  и показатели минеральной плотно-

сти костной ткани). Доказано, что диета, обогащенная хмелем, не уступает

эталонным фитоэстрогенам, улучшает биохимические показатели крови и по-

вышает показатели минеральной плотности костной ткани [257].

Известны андрогенные свойства CO2 экстрактов соплодий хмеля. Име-

ются данные о том, что этанольные экстракты из хмеля увеличивают выработ-

ку тестостерона, массу семенников и придаточных желез у крыс. Однако

структура соединений ответственных за данный эффект не установлена [68].

Исследования показали, что андрогенная активность у веществ 6-ИПН, 8-

ИПН, ксантогумол, изоксантогумол, 6-геранилнарингенин, 3-

геранилхалконарингенин, 8-геранилнарингенин, 6,8-диизопренилнарингенин

и 4-O-метил-3-изопренилхалконарингенин не отмечена, для них также не ха-

рактерны прогестагенные свойства [68].

В последние годы активно изучаются пренилированные халконы и фла-

воны как перспективные соединения с хемопревентивными свойствами, пре-

дотвращающими образование злокачественных опухолей.

Пренилированные флавоноиды образуются из пренилированных халко-

нов при термической изомеризации [298].

Указанные группы БАВ разрушают лейкозные клетки человека HL-60

(IC50 8,67 мкг/мл), индуцируя Fas-опосредованный апоптоз. Пренилированные

флавоноиды проявляют цитотоксическую активность за счет индукции протео-

литических ферментов прокаспаз, инициирующих ранний апоптоз [346].

Механизмом антипролиферативного действия пренилированных флаво-

ноидов хмеля является способность ингибировать ферменты цитохрома P-450,

активизирующие канцерогенные вещества. В исследованиях C.L. Miranda,

M.C. Henderson с соавторами (2000) показана противоопухолевая активность

ксантогумола, изоксантогумола, 8-ПН. Установлено, что указанные вещества



58

ингибируют активность P-450 1А2-зависимой ацетанилид-4-гидроксилазы че-

ловека. В работах M.C. Henderson с соавторами (2000) и R.J. Rodriguez с соав-

торами (2001) показано, что ксантогумол в дозе 10 мкМ полностью ингибиру-

ет активность 7-этоксирезоруфин О-диэтилазы CYP1A1, CYP1В1. Но эти же

вещества оказались слабыми ингибиторами в отношении CYP3A4, CYP2Е1. 8-

ИПН и изоксантогумол снижают количество ковалентно связанного радиоак-

тивно меченого афлатоксина В1 (канцерогенного вещества) с микросомальны-

ми белками [114, 287].

Hemachandra LP.  С соавторами (2012) показали, что ксантогумол и 8-ПН

угнетают эстроген-индуцированную злокачественную трансформацию MCF-

10A, тем самым представляют интерес для дальнейшего изучения в качестве

химиопрофилактических средств [283].

G. Gerhauzer с соавторами (2002) установлены антиканцерогенные свой-

ства ксантогумола, реализуемые на этапе инициации и прогрессирования опу-

холи, изменяя активность ферментов, участвующих в канцерогенезе. Данные

процессы реализуются через ингибирование синтеза ДНК, замедление клеточ-

ного цикла на S-фазе, инициации апоптоза и дифференцирования клеток.

Кроме этого доказано, что ксантогумол проявляет антиоксидантную

активность в отношении пероксильных и гидроксильных радикалов, окиси

азота и супероксианионрадикалов [114].

Экспериментально показано, что ксантогумол индуцирует фермент вто-

рой фазы печеночной детоксикации хинонредуктазу (модель культуры клеток

гепатомы мышей Hepa 1c1c7). Сравнительный анализ пренилированных халко-

нов и флаванонов хмеля показал, что данные соединения одинаково повышают

активность хинонредуктазы [114, 343].

Доказано, что пренилированные халконы являются скавенджерами раз-

личных форм свободных радикалов О2, тем самым тормозят свободно-

радикальные изменения проканцерогенов. В модели культуры тканей молоч-

ной железы мышей выявлено свойство ксантогумола предотвращать пренео-

пластические изменения, вызванные канцерогенами [68, 114].
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Известны результаты исследований влияния таких пренилированных

флавоноидов как изоксантогумол, ксантогумол, дегидроциклоксантогумол (0,1

–100 мкМ) на культуры клеток рака толстой кишки (HT-29), рака молочной

железы (MCF-7) и яичников человека (A-2780), доказано дозозависимое угне-

тение роста указанных клеток. Указанные флавоноиды в дозе, превышающей

100 мкМ, показали цитотоксический эффект [224, 227].

Monteiro R. c соавторами (2007) показали, что ксантогумол, изоксантогумол,

8-ПН подавляют активность ароматазы и снижают образование эстрогена [302].

Дополнительный механизм, определяющий противоопухолевую актив-

ность ксантогумола, заключается в его способности ингибировать липооксиге-

назу, циклооксигеназу, а также антиэстрогенные свойства. Названные авторы

объясняют это способностью халкона ксантогумол легко переходить в цикли-

ческий флаванон изоксантогумол [114].

Kac J. с соавторами (2008) исследовали антимутагенные свойства  ксанто-

гумола. Показано, что ксантогумол в тест-системах гепатомы человека клеток

HepG2 фракции E4d в 10mug/мл полностью предотвращает образование IQ

индуцированных повреждений ДНК [225].

Wang W.S. с соавторами (2008) показал, что пренилированные халконы

проявляют цитотоксическую активность в отношении рака желудка человека

куп-823 и карциномы печени клеток HepG2 [340].

Установлена способность ксантогумола угнетать канцерогенез. Для 8-ИПН

характерна антиметастатическая и антиинвазивная активность. В связи с этим,

проводятся исследования по биодоступности, фармакокинетике, биотрансформа-

ции 8-ИПН при пероральном применении, исследуются вопросы безопасности.

Учитывая свойства пренилированных флавоноидов угнетать метаболи-

ческую активность канцерогенов, индуцировать апоптоз опухолевых клеток,

весьма очевидна перспективность их дальнейшего изучения и внедрения в ка-

честве химиопрофилактических средств.

Говоря об изученности биологической активности иных органов расте-

ния хмеля обыкновенного, листьев и стеблей, следует отметить незначитель-

ное количество публикаций.
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Известны работы по изучению сорбционной активности указанных орга-

нов растений. Отмечены достаточные сорбционные свойства в отношении свин-

ца и других солей тяжелых металлов. Объясняется это способностью карбок-

сильных групп фенольных соединений хмеля вступать в реакцию комплексооб-

разования с солями тяжелых металлов. При взаимодействии вегетативной сырье-

вой массы с испытуемыми растворами сорбция отмечается уже в течение первых

5 минут. Установлено, что 1,0 сырьевой биомассы листьев хмеля может сорбиро-

вать 74,2 мг свинца. Исследовалась зависимость сорбционной активности в зави-

симости от pH среды, оптимальным значением оказался показатель pH 5,0. Ана-

логичны результаты исследований и по стеблевой части растений. Десорбция

связанных ионов Pb (до 99%) может быть вызвана цитратом Na. Результаты дан-

ных исследований показывают на возможность использования отходов произ-

водства хмеля для очистки воды от солей тяжелых металлов [68, 230, 335].

В некоторых европейских странах (Бельгия, Румыния) молодые побеги

и листья хмеля используются как приправа для супов и соусов, изготовления сала-

тов. Указанные части растений используются в сельском хозяйстве как кормовая

добавка. Стеблевая часть хмеля используется для производства низкосортной бу-

маги, грубой пряжи, употребляемой в изготовлении веревок и мешковин [77, 78].

Проведенный информационный анализ показал всестороннюю изучен-

ность соплодий хмеля обыкновенного, что и определяет их широкое примене-

ние в медицинской практике, пищевой и пивоваренной промышленностях.

В фармацевтическом производстве используются соплодия дикорастущего ви-

да и культивируемых сортов хмеля обыкновенного.

Листья хмеля обыкновенного имеют большую вегетативную массу и яв-

ляются отходами хмелепроизводства, требующими затраты на утилизацию.

Химический состав и биологические свойства листьев хмеля обыкновенного

изучены недостаточно, что  ограничивает их область применения и объясняет

низкий уровень переработки сырья хмеля. В связи с этим углубленное изуче-

ние химического состава и биологических свойств, решение вопросов стан-

дартизации листьев хмеля обыкновенного являются актуальными задачами.
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***

Анализ состояния изученности химических, биологических и фармако-

логических свойств растений рода первоцвет и рода хмель показал, что данные

виды широко распространены и культивируются на территории РФ, имеют

достаточную сырьевую базу. Указанные растения содержат богатый комплекс

БАВ, широко используются в научной и народной медицине, пищевой и пиво-

варенной промышленностях.

Использование пищевых и лекарственных растений в медицинской

практике, пищевой промышленности и иных отраслях народного хозяйства не

всегда предусматривает возможность получения комплекса БАВ из одного ви-

да сырья или использования различных частей одного растения. Поэтому про-

блема рационального использования и комплексной переработки сырья имеет

социально-экономическое значение.

В зарубежной практике официнальными являются корневище с корнями

Primula veris L. или Primula elatior (L.) Hill, на основе которых зарегистриро-

ваны и разрешены к применению отхаркивающие лекарственные средства.

Надземные органы являются отходами фармацевтического производства.

В РФ разрешены к применению листья первоцвета весеннего, имеющие огра-

ниченную область применения как пищевое поливитаминное растительное

сырье. Актуальным является сравнительное изучение официнальных видов

сырья и малоизученных близкородственных видов, имеющеих достаточную

сырьевую базу на территории РФ, таковым может быть первоцвет крупноча-

шечный. Исследование отходов хмелепроизводства листьев культивируемых

сортов и дикорастущего хмеля обыкновенного как доступных источников

БАВ, возможности использования в медицине и иных отраслях народного хо-

зяйства также представляет практический интерес.

В связи с вышеизложенным, очевидна целесообразность изучения хими-

ческого состава, фармакологических свойств, стандартизации растений рода

первоцвет и рода хмель для обоснования их рационального использования и

возможности применения в медицинской практике.
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Существующая отечественная нормативная документация на листья пер-

воцвета весеннего (ГОСТ 3166-76) не позволяет объективно оценивать качество

ЛРС, поскольку не предусматривает определение содержания действующих ве-

ществ, обусловливающих их фармакологические свойства; основных показате-

лей качества сырья, микробиологической чистоты и радионуклидов; не содержит

полного описания морфологических признаков; описание анатомических при-

знаков сырья вовсе отсутствует. Возможность внедрения травы первоцветов

и листьев хмеля обыкновенного в медицинскую практику делает необходимым

разработку НД на указанные виды сырья. В связи с этим возникает необходи-

мость в разработке новых подходов  к стандартизации сырья растений рода пер-

воцвет, листьев хмеля обыкновенного, созданию для них современной НД.

Таким образом, использование возможностей отечественной сырьевой

базы за счет рационального применения официнальных и внедрения новых

малоизученных видов растений, переработка отходов производства позволит

расширить ассортимент отечественного растительного сырья.
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ГЛАВА 2. ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

2.1. Характеристика объектов исследования

Объектами наших исследований стали трава первоцвета весеннего (ле-

карственного) (Primula veris L., или P. officinalis (L.) Hill.), первоцвета крупно-

чашечного (Primula macrocalyx Bunge.), листья и соплодия хмеля обыкновен-

ного (Humulus lupulus L.) дикорастущего вида и культивируемых сортов «Ран-

ний», «Крылатский» и «Подвязный».

Сырье первоцвета весеннего заготавливали в  Европейской части РФ

(Курской и Белгородской областях) и некоторых районах Республики Башкор-

тостан, первоцвета крупночашечного – в Уфимском, Иглинском, Чишмин-

ском, Нуримановском и др. районах РБ в течение 2005–2011 годов в различ-

ные фазы вегетации.

Сырье хмеля обыкновенного дикорастущего вида заготавливали

в Уфимском, Благовещенском, Давлекановском, Белебеевском, Туймазинском

и др. районах РБ; сырье, культивируемое на территории Чувашской Республи-

ки, сортов «Ранний», «Крылатский» и «Подвязный» было предоставлено ООО

«АгроРесурсы», г. Чебоксары (п.г.т. Урмары) в 2005-2012 гг. в различные фа-

зы вегетации.

Сырье подвергали воздушно-теневой сушке, упаковывали и хранили

в соответствии с требованиями ГОСТ 17768-90 (в сухом вентилируемом по-

мещении, в защищенном от света месте).

Объектами биологических исследований служили водные растворы гус-

того экстракта из травы первоцвета весеннего, густого экстракта из листьев

хмеля обыкновенного.
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2.2. Методы исследований

2.2.1 Морфолого-анатомический анализ

Морфолого-анатомическое исследование проводили на свежем, фиксиро-

ванном (смесь спирта и глицерина) и высушенном растительном материале.

Препараты для анатомического анализа готовили по ГФ СССР  XI изд. [53, 54].

Микропрепараты исследовали с применением микроскопов «Биолам»,

«Минимед-501». Фотографии микропрепаратов фиксировали на приборе

«МФН-10 У 4.2» и с помощью цифровой насадки. Также был использован

микровизор проходящего света серии «µVizo-100» (с основой оптико-

механической части микроскопа «Микмед-6»), фотографии выполняли с по-

мощью встроенной цифровой видеокамеры с разрешением 1 МП и IBM-

совместимого компьютера. Некоторые анатомические исследования проводи-

лись с применением светового микроскопа «Axio Imager 1» («Carl Zeiss», Jena)

с вмонтированной цифровой камерой «AxioCam MRc 5» с программным

управлением, при следующих увеличениях: объектив ×5, 10, 20, 40, 63 (иммер-

сия) и 100 (иммерсия), окуляр ×10, переходник (адаптер) цифровой камеры

×0,63. Фотоснимки обрабатывались на компьютере с помощью программы

«Adobe Photoshop 7.0».

2.2.2 Фитохимический анализ

В предварительном общем фитохимическом анализе исследуемые расте-

ния тестировали на содержание основных групп БАВ. Сырье первоцвета ве-

сеннего – на содержание фенольных соединений (флавоноидов, кумаринов,

дубильных веществ, оксикоричных кислот), липофильных веществ, тритерпе-

новых сапонинов, органических и аминокислот. Сырье хмеля обыкновенного –

на содержание фенольных соединений (флавоноидов, изофлавоноидов, кума-
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ринов, дубильных веществ, стильбенов, оксикоричных кислот), липофильных

веществ, производных АФГ.

Идентификацию перечисленных групп БАВ проводили в водных, водно-

спиртовых,  бутанольных,  хлороформных, этилацетатных извлечениях из ис-

следуемых видов сырья специфическими качественными реакциями и метода-

ми хроматографии.

Водные извлечения из сырья (1:10) получали путем трехкратной дроб-

ной экстракции на кипящей водяной бане с последующим сгущением экстрак-

та. Упаренные водные экстракты использовали для определения водораство-

римых аминокислот, органических кислот.

Аминокислоты

Исследование качественного состава аминокислот проводили в водных

извлечениях из сырья с использованием нингидриновой реакции и метода

ТСХ [86, 206, 209].

Для проведения хроматографического анализа в тонком слое сорбента

использовали пластинки «Kiselgel». С этой целью 0.03–0.06 мл предваритель-

но полученных водных извлечений наносили на хроматографические пластин-

ки (15×20 см) и хроматографировали с достоверными образцами аминокислот

восходящим способом в системе метилэтилкетон-пиридин-вода-аммиак в со-

отношении 70:15:15:2.  После высушивания на воздухе хроматограммы обра-

батывали спиртовым раствором нингидрина 0.2% с последующим нагревани-

ем в сушильном шкафу при 100–105оС в течение 3–5 минут. Растворами срав-

нения служили 0.05% растворы СО аспарагина, глицина, пролина, кислоты

глютаминовой, цистеина, серина, тирозина, гистиидина, треонина, кислоты

аспарагиновой. Аминокислоты проявлялись в виде пятен красно-фиолетового

цвета [86, 209].

С целью подтверждения результатов хроматографического анализа и ко-

личественного определения аминокислот использовали аминокислотный ана-

лизатор модели «ААА-339» («Microtecha», Чехия). Для этого сырье исследуе-
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мых объектов экстрагировали горячей водой до полного истощения. Экстрак-

ты фильтровали, упаривали досуха под вакуумом. Точные навески сухих ос-

татков растворяли в натриево-цитратном буфере (pH 2,2) с последующим до-

ведением объема растворов до 10 мл, анализировали на указанном анализато-

ре. Анализ аминокислотного состава проводили в стандартных условиях, ис-

пользуемых для разделения белковых гидролизатов.

Содержание идентифицированных аминокислот определяли по площади

пиков, выраженное в наномолях и нанограммах в аликвоте раствора, исполь-

зуемого для анализа. Затем проводили расчёт  количественного содержания

идентифицированных свободных аминокислот в мг%.

Органические кислоты

Исследование качественного состава  органических кислот проводили в

сгущенных водных извлечениях из сырья с использованием   метода хромато-

графического анализа в тонком слое сорбента с использованием пластинок

«Sorbfil» (марки ПТСХ-П-А и ПТСХ-АФ-А-УФ, Россия). Хроматографирова-

ние проводили с использованием  достоверных образцов  органических кислот

восходящим способом в системе растворителей – петролейный эфир-

хлороформ-кислота муравьиная (10:4:1). После высушивания на воздухе хро-

матограммы обрабатывали раствором реактива бромкрезоловый зеленый и де-

тектировали в УФ-свете [37].

Идентификацию кислоты аскорбиновой проводили хромато-

графированием в тонком слое сорбента на пластинках «Sorbfil» в системе рас-

творителей: этилацетат-кислота уксусная (80:20) с последующим детектирова-

нием в УФ-свете и обработкой реактивом бромкрезоловый зеленый.

Исследование органических кислот методом ВЭЖХ

Для дальнейшего исследования состава органических кислот был ис-

пользован метод ВЭЖХ. Исследования проводили на хроматографе фирмы
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«Gilston» (модель 305, Франция); инжектор ручной, модель «Rheodyne 7125»

(США). Обработка результатов исследований проводилась с использованием

программы «Мультихром для «Windows».

Методика. 1.0 г (точная навеска) измельченного сырья исследуемых об-

разцов переносили в колбу на 100 мл, заливали 20 мл воды очищенной, при-

соединяли к обратному холодильнику, доводили до кипения на водяной бане

и нагревали еще в течение 2 часов. По охлаждении смесь фильтровали через

бумажный фильтр в колбу объемом 25 мл, доводили водой очищенной до мет-

ки (раствор А1). Затем 10 мл раствора А1 переносили  в колбу объемом 50 мл,

прибавляли 0.005 М раствор кислоты серной, доводили до метки указанным

растворителем. Параллельно готовились 0.05% растворы СО органических ки-

слот фирм «Fluka», «Sigma-aldrich» в 0.005 М растворе серной кислоты.

Условия хроматографирования: неподвижная фаза – металлическая ко-

лонка «Altech OA-1000 Organic Acids» размером 6,5×300 мм; подвижная фаза –

0.005 М кислота серная; скорость подачи элюента – 0.5 мл/мин; время прове-

дения анализа – 120 мин; t° C – комнатная; УФ-детектор («Gilston UV/VIS»,

модель 151); длина волны 210 нм; объем вводимых в хроматограф исследуе-

мых растворов и СО – 50 мкл.

Разделенные вещества идентифицировали, сопоставляя время удержива-

ния пиков проб, полученных на хроматограммах, со временем удерживания

СО. Методом внутренней нормализации определяли относительное содержа-

ние отдельных органических кислот в исследуемом образце.

Количественное определение свободных органических кислот проводи-

ли методом кислотно-основного титрования по методике ГФ-XI [53].

С целью количественного определения кислоты аскорбиновой  применен

спектрофотометрический метод, основанный на цветной реакции кислоты ас-

корбиновой с фосфорно-молибденовым комплексом [182].
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Приготовление водно-спиртовых извлечений и фракционирование

биологически активных соединений органическими растворителями

Для исследования состава БАВ 5.0 г измельченного (1–2 мм) сырья ис-

следуемых образцов исчерпывающе экстрагировали  раствором спирта этило-

вого 70%. Полученные извлечения подвергали объединению, упариванию до

водного остатка, охлаждению, фильтрованию. Фильтраты применялись для

дальнейшей жидкостной экстракции органическими растворителями: хлоро-

формом, эфиром, этилацетатом и бутанолом. Полученные извлечения упари-

вали под вакуумом и использовали для проведения качественных реакций.

Кумарины

Идентификацию кумаринов осуществляли в хлороформных фракциях

методом ТСХ с использованием пластинок «Sorbfil» марки ПТСХ-АФ-А-У

(Россия). Хроматографирование проводили в системе растворителей: бензол-

этилацетат (2:1) с последующей обработкой хроматографических пластин рас-

твором диазотированной кислоты сульфаниловой, парами  аммиака, 10%

спиртовым раствором натрия гидроксида, вещества идентифицировали при

просмотре в УФ-свете [116].

Фенолкарбоновые кислоты

Идентификацию фенолкарбоновых кислот осуществляли в этилацетатных

фракциях  методами БХ и ТСХ. Хроматографирование на бумаге проводили

в системе растворителей: 2% раствор кислоты уксусной с последующей обра-

боткой специфическими реактивами: парами аммиака, 0.5% спиртовым рас-

твором реактива бромкрезолового зеленого, диазотированным n-

нитроанилином, 1%-ным спиртовым раствором железа хлорида III [19, 322].

Хроматографию в тонком слое сорбента проводили на пластинках

«Silufol» марки UV-254, 366 (Чехия) и «Sorbfil» марки ПТСХ-АФ-А-У (Рос-

сия). Использовали систему растворителей: хлороформ – спирт метиловый –
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вода (26:14:3), определение кислот проводили детектированием в УФ-свете

при длине волны 254 нм [19, 209, 296].

Флавоноиды

Идентификацию флавоноидов осуществляли в этилацетатных и бута-

нольных фракциях, а также водных остатках извлечений из образцов иссле-

дуемых растений с использованием специфических качественных реакций:

цианидиновой, цианидиновой по Брианту (окрашивание бутанольного слоя

указывает на агликоновую природу исследуемых вещств); с 2% спиртовым

раствором алюминия хлорида (образуется желто-зеленое окрашивание); с 10%

спиртовым  раствором натрия гидроксида (образуется желто-бурое окрашива-

ние); с раствором ацетата свинца (флавоноиды с О-диоксигруппой в кольце

образуют желтый осадок); гидролизаты флавоноидных гликозидов с реакти-

вом Фелинга при нагревании образуют кирпично-красные осадки; 5-

оксифлавонолы и 5-оксифлавоны с борно-цитратным реактивом дают ярко-

желтое окрашивание с желтовато-зеленой флуоресценцией [237, 270].

Для определения качественного состава флавоноидов нами были исполь-

зованы методы БХ и ТСХ.

Хроматографирование на бумаге проводили в системах растворителей:

бензол – этилацетат – кислота уксусная (50:50:1), 15% раствор кислоты уксус-

ной; в качестве проявителя использовали специфические реактивы (2% мета-

нольный раствор циркония оксихлорида, спиртовый раствор натрия гидрокси-

да, пары аммиака), зоны адсорбции рассматривали в видимом и УФ-свете до

и после обработки проявителем [106].

Для  выполнения хроматографии в тонком слое сорбента использовали

пластинки «Silufol» (марки UV-254 и UV-366, Чехия), «Sorbfil» (марки ПТСХ-

П-А и ПТСХ-АФ-А-УФ, Россия).

Для сырья исследуемых образцов растений рода первоцвет эксперимен-

тально нами определены наиболее оптимальные системы растворителей:

этилацетат – кислота уксусная ледяная – вода (5:1:1); кислота уксусная ледя-
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ная – кислота муравьиная концентрированная – хлороформ (10:2:2); н-бутанол

– кислота уксусная ледяная – вода (4:1:2) [157]. Для сырья исследуемых образ-

цов хмеля обыкновенного наиболее оптимальной оказалась система раствори-

телей: этилацетат – кислота ледяная уксусная – вода (5:1:1) [212]. Хромато-

граммы проявляли специфическим хромогенными реактивами (10% спирто-

вый раствор натрия гидроокиси, 5% спиртовый раствор алюминия хлорида

с последующим нагреванием пластинки в сушильном шкафу t = 100–105ºС (2–

3 мин), 0,1% раствор ванилина в кислоте серной с последующим нагреванием

при t = 80ºС (3 мин) и рассматривали в видимом и УФ-свете до и после прояв-

лений проявителем [106].

Количественное определение суммы флавоноидов в пересчете на рутин

проводили методом дифференциальной  спектрофотометрии по методике ГФ

СССР XI изд., адаптированной для исследуемых видов сырья.

Арбутин

Идентификацию арбутина осуществляли в бутанольных фракциях мето-

дом ТСХ с использованием пластинок «Sorbfil» марки ПТСХ-АФ-А-У (Рос-

сия). Хроматографирование проводили в системе растворителей: хлороформ –

спирт метиловый (8:2) с последующей обработкой хроматографических пла-

стин диазотированной кислотой сульфаниловой, 10% спиртовым раствором

натрия гидроксида, нагреванием в сушильном шкафу 2–5 мин (t=100°С) [206].

Нами также была использована хроматография на бумаге в системе рас-

творителей: 5% раствор кислоты уксусной, проявители: раствор кислоты диа-

зотированной сульфаниловой (р-в Паули), 10% спиртовый раствор натрия гид-

роксида [53, 54].

2.2.3 Методы исследования фенольных соединений.

Методы хроматографии

Методы хроматографического анализа  в тонком слое сорбента и на бума-

ге активно используются в анализе качественного состава фенольных соеди-
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нений, особенно их смесей (флавоноидов, простых фенолов,  кумаринов, фе-

нилпропаноидов, фенолкарбоновых кислот). Данные методы анализа включе-

ны в частные ФС и монографии на лекарственное растительное сырье государ-

ственных фармакопей многих стран. Многочисленные работы посвящены

описанию хроматографических характеристик БАВ в зависимости от строе-

ния, реакций взаимодействия со специфическими реактивами.

В наших исследованиях мы использовали хроматографическую бумагу

"Фильтрак", FN-12, FN-5, FN-1. Для выполнения хроматографии в тонком слое

сорбента использовали «Сорбфил» (марки ПТСХ-П-А и ПТСХ-АФ-А-УФ,

ЗАО «Сорбполимер», Россия), "Silufol" UV 254, 366 (Чехия), полиамидный

сорбент [206, 209, 210, 338].

На хроматографические пластинки наносили микропипеткой 0.01–0.05 мл

растворов анализируемых фракций, водных, водно-спиртовых извлечений из сы-

рья, растворов полученных густых экстрактов из исследуемых растений.  Для от-

деления флавоноидных соединений от фенолкарбоновых кислот и других сопут-

ствующих соединений использовали метод восходящей и нисходящей одномер-

ной, двумерной и многомерной хроматографии на бумаге. С целью хроматогра-

фического анализа использовали системы растворителей: хлороформ – форма-

мид (1:1), бензол-этилацетат-кислота уксусная  (50:50:1),  н-бутанол-кислота ук-

сусная-вода (4:1:2), бензо-этилацетат (2:1), петролейный эфир-этилацетат (2:1),

петролейный эфир-ацетон (8:2), 2%, 15%, 30% растворы  кислоты уксусной. Для

их приготовления использовали растворители марок х. ч. или ч. д. а.

Физические методы анализа.

Спектрофотометрия

Метод дифференциальной спектрофотометрии широко признан в функ-

циональном анализе фенольных соединений. Исследования показали, что по

УФ-спектрам фенольных соединений можно определить  их принадлежность

к определенному классу и типу соединений. Так, в функциональном анализе
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флавоноидов широко используются специфические реакции Харброна [276,

277, 295], Гейсмана [270], Литвиненко [105].

Электронные спектры поглощения регистрировали в области от 200 нм

до 600 нм на спектрофотометрах «СФ-2000», «Specord 40» в кюветах с толщи-

ной слоя 10 мм.

В качестве растворителей для фенольных соединений использовали без-

водные спирты этиловый и метиловый. Для получения характерных УФ-

спектров использовали следующие комплексообразующие и ионизирующие

добавки:  кислоту борную в спирте метиловом в присутствии натрия ацетата;

натрия ацетат безводный; метанольный раствор циркония оксихлорида 2%;

метанольный раствор калия гидроксида 10%.

С целью определения характера смещения положений максимумов по-

глощения под влиянием реактивов УФ-спектры записывали на фоне чистого

растворителя и на фоне исходного раствора испытуемого вещества равной

концентрации.

Дифференциальные спектры регистрировали для растворов кристалличе-

ских веществ (исходный раствор: 0.02–0.03 г вещества в 10 мл спирта метило-

вого, далее его разводили в 10 раз), а также – для элюатов зон адсорбции

с хроматограмм.

Исследование фенольных соединений методом ВЭЖХ

Методика. Для исследования качественного состава фенольных соедине-

ний, в том числе флавоноидов, методом ВЭЖХ использовали сырье исследуе-

мых образцов со степенью измельчения частиц, проходящих сквозь сито

с диаметром отверстий 2 мм (ГОСТ 214-83). Навеска сырья для первоцветов

весеннего и крупночашечного составила по 4.0 г, для образцов хмеля обыкно-

венного-по 2.0 г, для густых экстрактов из травы первоцвета весеннего и ли-

стьев хмеля обыкновенного – по 1.0 г.

Точную навеску сырья переносили в мерную колбу объемом 250 мл, при-

ливали 50 мл раствора спирта этилового 70%, присоединив к обратному холо-
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дильнику, нагревали в течение 1 ч с момента закипания спиртовой смеси на

кипящей водяной бане. По охлаждении извлечение фильтровали (бумажный

фильтр) в мерную колбу объемом 100 мл и доводили до метки  раствором

спирта этилового 70% (исследуемый раствор). Параллельно готовили серию

0.05% растворов стандартных образцов (РСО) фенольных соединений в спирте

метиловом. Для чего использовали достоверные образцы производства

«Fluka», «Sigma-aldrich», «JCN» (USA).

Таким же образом готовили растворы ГЭТПВ и ГЭЛХО. 1.0 экстракта

(точная навеска) растворяли в 40 мл раствора спирта этилового 70%, фильтро-

вали  через бумажный фильтр, доводили  раствором спирта этилового 70% до

метки (исследуемый раствор А). 1 мл раствора А переносили в мерную колбу

объёмом 25 мл, доводили  раствором спирта этилового 70% до метки.

Исследования проводили на хроматографе фирмы «Gilston» (модель 305,

Франция); инжектор ручной, модель «Rheodyne 7125» (США). Обработка ре-

зультатов исследований проводилась с использованием программы «Мульти-

хром» для «Windows».

Условия хроматографирования: неподвижная фаза – металлическая ко-

лонка «Kromasil C 18» размером 4,6×250 мм (размер частиц 5 микрон); под-

вижная фаза: спирт метиловый – вода очищенная – кислота фосфорная кон-

центрированная, в соотношении 400:600:5 и ацетонитрил-вода-

концентрированная кислота фосфорная в соотношении 400:600:5. Скорость

подачи элюента – 0.5 мл/мин – 0.8 мл/мин;  время проведения анализа от 70 до

120 мин; t ° C – комнатная; УФ-детектор («Gilston UV/VIS», модель 151); дли-

на волны 254 нм; объем вводимых в хроматограф исследуемых растворов и

растворов СО – 20 мкл. Для приготовления подвижной фазы использовали

спирт метиловый (ос. ч.), кислоту фосфорную концентрированную (ос. ч.),

дистиллированную воду.

Разделенные вещества идентифицировали, сопоставляя времена удержи-

вания пиков проб, полученных на хроматограммах, со временами удерживания
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СО. Методом внутренней нормализации определяли относительное содержа-

ние некоторых фенольных соединений в исследуемом образце [87, 284, 303].

Исследование ресвератрола методом ВЭЖХ

Определение ресвератрола проводили методом ВЭЖХ с использованием

указанного оборудования.

Методика. Сырье хмеля обыкновенного около 0.5 г (точная навеска),

измельченного до 2 мм в соответствии с ГОСТ 214-83, помещенного в колбу

на 50 мл, заливали 20 мл метанола. Колбу с исследуемым сырьем, присоеди-

ненную к обратному холодильнику, нагревали с момента закипания экстраген-

та в течение 1 часа. По охлаждении смесь фильтровали в мерную колбу вме-

стимостью 25 мл через бумажный фильтр, промывали двумя порциями мета-

нола по 2 мл, доводили метанолом до метки. Полученное извлечение помеща-

ли на водяную баню и упаривали до объема 2 мл (исследуемый раствор). Па-

раллельно готовили 0.02% раствор СО ресвератрола в метаноле.

Условия хроматографирования: неподвижная фаза – металлическая колон-

ка «Kromasil C 18» размером 4,6х250 мм (размер частиц 5 микрон); подвижная

фаза: смесь раствор ТФУ рH 2,5 – ацетонитрил, в соотношении 140:60; скорость

подачи элюента – 1 мл/мин;  время проведения анализа – 30 мин; t °C – комнат-

ная; УФ-детектор («Gilston UV/VIS», модель 151); длина волны 307 нм; объем

вводимых в хроматограф исследуемых растворов и растворов СО – 50 мкл.

Раствор стандартного образца готовили с использованием стандарта рес-

вератрол фирмы «Sigma-aldrich» и спирт метиловый (ос. ч.). Для приготовле-

ния подвижной фазы использовали ТФУ, ацетонитрил (ос. ч.), воду очищен-

ную, пригодную для выполнения ВЭЖХ.

Определение разделенных БАВ проводили, сопоставляя времена удер-

живания пиков проб, отраженных на хроматограммах, со временами удержи-

вания растворов СО.
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Исследование изофлавоноидов методом ВЭЖХ

Определение изофлавоноидов проводили методом ВЭЖХ с использова-

нием  указанного выше оборудования.

Методика. Сырье хмеля обыкновенного около 1.0 г (точная навеска),

измельченного до 2 мм в соответствии с ГОСТ 214-83, помещенного в мер-

ную колбу на 250 мл, заливали  50 мл раствора спирта этилового 70%. Колбу

с исследуемым сырьем, присоединенную к обратному холодильнику, нагре-

вали с момента закипания экстрагента в течение 1 часа. По охлаждении смесь

фильтровали в мерную колбу вместимостью 50 мл через бумажный фильтр,

промывали двумя порциями этанола по 3 мл, доводили  раствором спирта

этилового 70% до метки (исследуемый раствор). Параллельно готовили

0.02% раствор СО генистина, генистеина, даидзеина в  растворе спирта эти-

лового 70%.

Условия хроматографирования: неподвижная фаза – металлическая ко-

лонка «Luna C18» размером 4,6×250 мм (размер частиц 5 микрон); подвижная

фаза: смесь ацетонитрил – 0,1% кислота фосфорная (соотношение 350:650);

скорость подачи элюента – 0.8 мл/мин;  время проведения анализа – 120 мин;

t°C – комнатная; УФ-детектор («Gilston UV/VIS», модель 151); длина волны

255 нм; объем вводимых в хроматограф исследуемых растворов и растворов

СО – 20 мкл.

СО стандартных образцов готовили с использованием стандартов гени-

стина, генистеина, даидзеина фирмы «Sigma-aldrich», «Fluka» и спирт этило-

вый (ос. ч.). Подвижную фазу готовили с использованием кислоты фосфорной,

ацетонитрила (ос.ч.), воды очищенной дистиллированной.

Определение разделенных БАВ проводили, сопоставляя времена удер-

живания пиков проб, отраженных на хроматограммах, со временами удержи-

вания растворов РСО.

Химические методы для доказательства строения фенольных соедине-

ний. С этой целью проводили кислотный и щелочной гидролиз, щелочное

расщепление и др. [271, 275, 293, 308]. Для выполнения кислотного гидролиза
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применяли мягкие и жесткие условия. При проведении качественного анализа

гликозидов использовали жесткий кислотный гидролиз: 0.01–0.02 г исследуе-

мого гликозидного соединения растворяли в 10–20 мл 10% раствора кислоты

хлористоводородной в 50% растворе кислоты уксусной, с последующим на-

греванием в течение 2–4 ч на водяной бане в колбе с обратным холодильни-

ком. Процесс гидролиза мониторировали БХ в 15% растворе кислоты уксус-

ной. По завершению гидролиза реакционную смесь обрабатывали диэтиловым

эфиром в делительной воронке (по 5 мл пятикратно). Объединенные эфирные

извлечения сушили при помощи натрия сульфата безводного, доводили до су-

хого остатка, перекристаллизовывали из спирта этилового [244].

Для установления места присоединения углеводов к агликону применя-

ли кислотный гидролиз в мягких условиях, для чего 0.01–0.02 г гликозидного

соединения растворяли в 10–20 мл 0,05% раствора кислоты хлористоводород-

ной, подвергали нагреванию в течение 1,5–2,0 часов в колбе с обратным холо-

дильником, через 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90 и 120 мин отбирали пробы для после-

дующего хроматографирования продуктов кислотного гидролиза.

Для выполнения щелочного гидролиза 0.01–0.03 г исследуемого глико-

зидного соединения растворяли в 10 мл 0,5% водного раствора гидроксида ка-

лия, нагревали 3 ч в колбе с обратным холодильником на водяной бане. Через

5, 10, 20, 30, 60 и 120 мин отбирали пробы, подвергали нейтрализации и хро-

матографированию в системах растворителей (15-, 30%-растворы кислоты ук-

сусной). В результате щелочного гидролиза не происходит расщепления 3-

биозидов и 7-биозидов с 1–2 порядком связи между углеводами [123].

2.2.4 Методы изучения тритерпеновых сапонинов

Для проведения качественного анализа на указанную группу БАВ ис-

пользовали водно-спиртовой извлечение из сырья исследуемых образцов пер-

воцвета, для чего 5.0 измельченного сырья заливали 50 мл раствора спирта

этилового 50%, экстрагировали на кипящей водяной бане в течение 15 мин, за-

тем охлаждали и фильтровали, 20 мл фильтрата упаривали до удаления спирта
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и использовали для проведения осадочной реакции и теста пенообразования.

Спирто-водное извлечение использовали для проведения цветных реакций

Лафона и Сальковского [37, 206].

Кислота урсоловая

Идентификация кислоты урсоловой методом ТСХ

Для качественного анализа нами был использован метод ТСХ на пла-

стинках с кизельгелем («Kieselgel 40 F254», Е. Мегк, Darmstadt) в системе рас-

творителей этилацетат – спирт метиловый – диэтиламин (70:20:15) восходя-

щим способом (предварительное насыщение камеры 1 ч) с последующим про-

явлением раствором ванилина [126]. Для идентификации тритерпеновых сапо-

нинов использовали водно-спиртовое извлечения из изучаемых видов сырья

и гидролизаты водно-спиртовых извлечений с раствором натрия гидроксида

30%, а также 1% спиртовый раствор СО кислоты урсоловой.

Методика. 4.0 г измельченного сырья исследуемых образцов первоцве-

тов помещали в колбу объёмом 200 мл, заливали 70 мл раствора спирта этило-

вого 70%, присоединив к обратному холодильнику, нагревали на кипящей во-

дяной бане в течение 1 часа. По охлаждении смесь фильтровали через бумаж-

ный фильтр в мерную колбу объемом 100 мл, объем доводили до метки ука-

занным растворителем (раствор А).

К раствору А (10 мл) прибавляли 0.6 мл 30% раствора гидроксида на-

трия, после перемешивания нагревали на кипящей водяной бане с системой

обратного холодильника в течение часа. По охлаждении до комнатной темпе-

ратуры приливали 1.8 мл кислоты хлористоводородной (рН 1.9), нагревали на

водяной бане. По мере охлаждения к полученному раствору прибавляли 10%

раствор гидроксида натрия до достижения значения  рН =7.5–8.5, затем фильт-

ровали через обеззоленный фильтр «синяя лента». Фильтр с осажденным ве-

ществом переносили в колбу, где проводилось осаждение, растворяли в 50 мл

раствора спирта этилового 70% (раствор Б).

На хроматографические пластинки наносили по 5 мкл испытуемых рас-

творов А и Б, 1% спиртового раствора СО кислоты урсоловой. Хроматографи-
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рование проводили в вышеназванной системе растворителей в предварительно

насыщенной камере (1 час). Длина пробега растворителей составила 15 см.

В качестве проявителя использовали раствор ванилина. Хроматограмму оце-

нивали в видимом свете, зоны адсорбции описывали относительно зоны ад-

сорбции СО кислоты урсоловой.

Количественное определение кислоты урсоловой

Для этого нами использовалась методика спектрофотометрического оп-

ределения кислоты урсоловой, основанная на реакции с кислотой серной ко-

центрированной [126].

Методика. Точную навеску высушенного измельченного до 2 мм сырья

исследуемых образцов первоцвета (4.0 г) переносили в колбу объемом 200 мл,

приливали 70 мл раствора спирта этилового 70%, присоединив к обратному хо-

лодильнику, нагревали на водяной бане в течение часа. По охлаждении смесь

фильтровали (бумажный фильтр) в мерную колбу объемом 100 мл, доводили

указанным растворителем до метки (раствор А). В выпарительную чашку по-

мещали 0.5 мл раствора А, растворитель выпаривали досуха на водяной бане.

Сухой остаток дважды обрабатывали хлороформом (порции по 5 мл) в выпари-

тельной чашке. Объединенные хлороформные извлечения переносили в стек-

лянную колонку диаметром 10 мм и длиной 25 мм с 3 г силикагеля,  промывали

в выпарительную чашку 5 мл хлороформа и переносили в ту же колонку. Очи-

щенный элюент собирали и выпаривали досуха. К полученному сухому остатку

приливали 100 мл кислоты серной концентрированной, перемешивали и вы-

держивали на водяной бане в течение часа при t 70°С. Для выбора длины волны

спектр поглощения полученного комплекса снимали в интервале длин волн от

220 нм до 430 нм. Раствор сравнения – кислота серная концентрированная.

2.2.5 Методы изучения производных ацилфлороглюцидов

Для идентификации производных АФГ 1.0 г сухого измельченного сырья

исследуемых образцов хмеля обыкновенного переносили в колбу объемом 100
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мл, приливали 80 мл раствора спирта этилового 70%, экстрагировали 30 минут

при периодическом встряхивании, затем объем раствора доводили до метки, пе-

ремешивали и фильтровали (бумажный фильтр «красная лента»). К 1 мл полу-

ченного экстракта приливали 1 мл 1% раствора ацетата свинца. Появление бело-

го хлопьевидного осадка говорит о наличии производных АФГ [69, 70].

Количественное определение производных ацилфлороглюцидов прово-

дили двумя методами: методом титриметрии [46, 47],  (согласно НД ФС 42-

0147-05 «Хмеля соплодия»; ФС 42-2631-89 «Экстракт шишек хмеля») и мето-

дом кондуктометрии  [50]

Методика титриметрического определения суммы ацилфлороглюцидов

(лупулон, гулупон, гумулон) адаптирована нами к исследуемым образцам хме-

ля обыкновенного и приведена в главе 5.

Количественное определение α-кислоты методом кондуктометрии

по ГОСТ 21948-76

«Хмель-сырец и хмель прессованный. Методы испытаний»

Методика. Для проведения испытания пробу сырья хмеля, предназна-

ченную для определения α-кислот, измельчали на электромельнице до размера

частиц 1–3 мм. Взвешивали 7.5 г предварительно размолотого хмеля с по-

грешностью не более 0.01 г. Навеску переносили в экстракционную колбу,

приливали 50 мл ди-изопропилового эфира и экстрагировали в течение 5 ми-

нут на встряхивателе. Содержимое экстракционной колбы переносили на

складчатый фильтр и отфильтровывали в коническую колбу вместимостью 100

мл, остаток экстракта выдавливали фарфоровым пестиком.

С помощью аспиратора отбирали пипеткой 10 мл экстракта, переносили

в химический стакан вместимостью 100 мл и приливали 40 мл раствора глице-

рина 5%. В стакан опускали якорь магнитной мешалки. Стакан вставляли

в гнездо магнитной мешалки, на штативе которой закрепляли микробюретку

с раствором уксуснокислого свинца и датчик кондуктометра. В стакан с тит-

руемой жидкостью опускали кондуктометрическую ячейку и определяли ну-



80

левую точку методом титрования. Приливали раствор уксуснокислого свинца

по 0.1–0.2 мл, постоянно размешивая, и после каждой порции определяли на

приборе-кондуктометре «АНИОН–4100» модель 4120 значение удельной

электропроводности титруемого раствора. Данный прибор имеет режим авто-

матической температурной компенсации. Измерения электропроводности рас-

твора проводили при температуре 25ºС. Как только удельная электропровод-

ность начинала значительно увеличиваться, приливали еще 4–5 порций уксус-

нокислого свинца.

Из полученных значений электропроводности строили кондуктограмму.

По оси абсцисс откладывали количество уксуснокислого свинца, израсходо-

ванного на титрование, в миллилитрах, а по оси ординат – удельную электро-

проводность раствора. Точки соединяли прямыми линиями, из пересечения

которых на ось абсцисс опускали перпендикуляр и находили точку эквива-

лентности, соответствующую количеству уксуснокислого свинца, израсходо-

ванного на титрование α-кислот, в миллилитрах.

Содержание α-кислот (Х) в процентах в пересчете на абсолютно сухое

вещество вычисляли по формуле (1):

2.54×V×100
Х = ---------------------, (1)

100 – W

где, V – количество 4%-ного раствора уксуснокислого свинца, израсхо-

дованного на титрование до точки эквивалентности, мл;

W – потеря в массе при высушивании сырья в процентах, %;

2.54 – поправочный коэффициент.

Для приготовления 5%-ного спиртового раствора глицерина 5 мл глице-

рина растворяли в 95 мл спирта этилового. Для приготовления 4%-ного рас-

твора уксуснокислого свинца 4.0 г уксуснокислого свинца отвешивали на ана-

литических весах и растворяли в 25%-ном спиртовом растворе глицерина

(75 мл спирта этилового с 25 мл глицерина).
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2.2.6 Выделение и идентификация основных групп БАВ

Данный фрагмент работы по выделению и идентификации основных

групп БАВ из исследуемых образцов сырья проводился совместно с кафедра-

ми фармакогнозии ГБОУ ВПО «Самарский государственный медицинский

университет» и «Курский государственный медицинский университет» под

руководством профессоров В.А. Куркина, В.Н. Бубенчиковой. Идентифика-

цию выделенных веществ проводили на базе лаборатории физико-химических

методов анализа, ФГБУ РАН «Институт органической химии Уфимского на-

учного центра Российской академии наук»  под руководством научных со-

трудников, к.х.н. Ш. М. Салихова, к.х.н. Е.Г. Галкина.

Препаративное разделение БАВ проводили методами дробной экстрак-

ции и колоночной хроматографии с использованием силикагеля L 40/100

и L 100/110 мкм. Очистку фракций осуществляли на микроколонках с силика-

гелем L40/100, полиамидом (Wolem DC). Процесс фракционирования БАВ

контролировали методами ТСХ, УФ-спектроскопии.

Индивидуальные БАВ из исследуемых растений были выделены коло-

ночной хроматографией на полиамидном сорбенте этанольно-хлороформными

смесями с применением метода рехроматографии на микроколонках с поли-

амидным сорбентом (элюент-этанольно-водные смеси).

Структуру выделенных веществ определяли методами УФ, ЯМР 1Н-,

ЯМР 13С –спектроскопии;  корреляционной спектроскопии ЯМР 1H-1H COSY,
1H-13C HSQCED, НМВС; хромато-масс-спектрометрии.

Идентификация выделенных веществ методом ЯМР-спектроскопии

Исследования проводились на ЯМР спектрометре высокого разрешения

«Bruker Avance III 500MHz».

Спектры ЯМР регистрировались на спектрометре «Bruker Avance-III»

при комнатной температуре в CDCl3, DMSO. Рабочая частота в МГц на прото-

нах: 500MHz. Калибровка прибора была выполнена на стандартном тестовом

образце: форма линии (3% CHCl3, 0.2% TMС, Ацетон-d6), чувствительность на
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ядрах 1H (0.1% Этилбензол, CDCl3). Соотношение сигнал-шум на стандартном

тестовом образце (0.1% этилбензол в CDCl3) составляет S/N = 750:1. Для ори-

гинальной лоренцевой линии сигнала хлороформа ширина на полувысоте со-

ставила 0.15 Гц на образце «Lineshape test sample» (3% CHCl3, 0.2% TMС, Аце-

тон-d6). Спектр ЯМР 1H регистрировались с параметрами: cпектральная ши-

рина 10.0  кГц, количество точек накопления 64K, количество прохождений 8,

время накопления 3.3 s, релаксационная задержка 5.0 с., длительность 90° им-

пульса составила 11.5 мкс. Перед преобразованием Фурье спад свободной ин-

дукции был умножен на лоренцевую оконную функцию (lb=1Hz).

Спектры ЯМР 13С с развязкой от протонов переменной мощности

(power-gated) с использованием составных импульсов WALTZ-16 были за-

регистрированы при следующих условиях: спектральное окно – 29.8 кГц,

количество точек – 64K, длительность возбуждающего импульса (30°) –

3.2 мкс, релаксационная задержка – 0.9 с, количество прохождений 256. Ре-

дактирование спектров ЯМР 13С проводилось на основании эксперимента

DEPT-135. Спектр COSY (cosygpqf) был зарегистрирован со следующими

параметрами: размер матрицы 4K на 512 эксп. при спектральном окне

5.0 кГц, при обработке использовалась синусоидальная-колоколообразная

взвешивающая функция для F1 и F2 проекций (ssb=2). HSQC спектр

(hsqcetgp, размер матрицы 2K на 256 эксп., 5.0 кГц для F2-проекции

и 27.7 кГц – для F1) был зарегистрирован с задержкой d4 оптимизированной

под наблюдение JCH =145 Гц. HMBC спектр (hmbcgpndqf, размер матрицы

2K на 256 эксп., 5.0 кГц для F2-проекции и 27.7 кГц – для F1) был зарегист-

рирован с задержкой d6 = 71.4 мс (cnst13=7 Гц).

Идентификация выделенных веществ методом хромато-масс-спектрометрии

Идентификацию липофильных соединений сырья первоцвета, в том чис-

ле полиметоксилированных флавоноидов, проводили следующим образом.

Исследования проводили на хромато-масс-спектрометре фирмы «Agilent

Technologies», состоящего из газового хроматографа – «Hewlett-Paccard 7890»

и масс-селективного детектора «МSD HP-5973N» с квадрупольным анализато-
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ром. Программное обеспечение – «HP ChemStation Е 02.00». Идентификацию

зарегистрированных масс-спектров компонентов проводили с помощью биб-

лиотеки масс-спектров NIST-05, содержащей библиотеку масс-спектров более

чем на 250 тысяч соединений.

Разделение компонентов осуществляли на кварцевой  капиллярной колонке

HP – 5 MS длиной 30 м, диаметром 0.25 мм, привитая фаза содержала смесь 5%

фенилметилсиликона и 95% диметилполисилоксана, толщина привитой фазы

0.33 ммк, при программировании температуры от 100°С до 300°С со скоростью

нагрева 10°С в мин. Газ-носитель – гелий, скорость подачи – 1 см3/сек.

Программированный нагрев хроматографической колонки: изотерма

50°С, 5 мин, подъем температуры до 290°С, скорость подъема 10о/мин. Темпе-

ратура инжектора – 295°С (постоянный поток).

Условия масс-спектрометрического анализа – энергия ионизирующих

электронов 70 эВ, регистрация спектров в диапазоне массовых значений от

39 Да до 450 Да со скоростью 2,5 скан/сек.

Идентификацию липофильных соединений сырья хмеля обыкновенного

проводили следующим образом.

Исследования проводили в системе хроматограф-масс-спектрометр-

ЭВМ, для чего использовали спектрометр высокого разрешения «Thermo

Finnigan», хроматограф «Finnigan 800», масс-спектрометр высокого разреше-

ния MAT-95XP ЭВМ “Delta” с системой обработки данных «Data Sistem», со-

держащей библиотеку Wiley 275 (275 000 масс-спектров).

Разделение компонентов осуществляли на кварцевой  капиллярной колон-

ке DB25MS длиной 30 м, диаметром 0.25 мм, привитая фаза содержала смесь

5% фенилметилсиликона и 95% диметилполисилоксана, толщина привитой фа-

зы 0,33 ммк, при программировании температуры от 100°С до 300°С со скоро-

стью нагрева 10°С в мин. Газ-носитель – гелий, скорость подачи – 1 см3/сек.

Программированный нагрев хроматографической колонки: начальная

температура – 140°С, подъем температуры до 300°С, скорость подъема

10о/мин. Температура инжектора – 290°С (постоянный поток).
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Условия получения масс-спектра: ионизация электронным ударом, энергия

электронов 70 эВ. Разрешение порядка 10000. Скорость сканирования 1 сек/декаду,

регистрация спектров в диапазоне массовых значений от 40 Да до 600 Да.

Идентификацию зарегистрированных масс-спектров компонентов про-

водили с помощью библиотеки масс-спектров Wiley 275. Относительное со-

держание компонентов смеси (количественный анализ) вычисляли из соотно-

шений площадей хроматографических пиков (метод простой нормировки).

Хромато-масс-спектрограмма образцов – по полному ионному току.

При обработке результатов исследований обращали внимание на  пара-

метры: показатель количественного вклада в смесь, время удерживания, ин-

декс сходства (Match qulity) полученного и библиотечного спектров. Если по-

казатель Match qulity  равнялся 90% и более, что говорило о высоком совпаде-

нии спектров, то последующий анализ спектров не проводился. В  оставшихся

случаях обращали внимание на другие параметры: коэффициент тождествен-

ности, отличие коэффициента тождественности и «идеального совпадения»,

коэффициент загрязненности, показатель чистоты спектра, взаимную корреля-

цию, величину надежности [64, 100, 104, 170, 207, 280].

2.2.7 Методы стандартизации сырья

Отбор проб для товароведческого анализа сырья исследуемых видов про-

водили в соответствии с ОФС 42-0013-03  «Правила приемки лекарственного

растительного сырья и методы отбора проб» [137].

Определение числовых показателей (влажности, золы общей и золы нерас-

творимой в растворе кислоты хлористоводородной 10%, содержание экстрактив-

ных веществ, содержание примесей) проводили по методикам ГФ XI [53, 54].

Содержание основных групп БАВ (суммы флавоноидов, кислоты аскор-

биновой, суммы АФГ) определяли по разработанным нами методикам.

Испытание исследуемых образцов сырья по показателю микробиологиче-

ская чистота проводили согласно статье ГФ XI «Методы микробиологического

контроля лекарственных средств» [52], изменению №3 от 19.06.03 г. (катего-
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рия 4А – для лекарственного растительного сырья, подвергающегося термиче-

ской обработке для приготовления лекарственной формы),  по ОФС 42-0067-

07, ГФ XII, часть 1, [69, 138].

Определение содержания радионуклидов в сырье исследуемых видов вы-

полняли в лаборатории ЦНИЛ ГБОУ ВПО БГМУ согласно ОФС 42-0011-03

«Определение содержания радионуклидов в лекарственном растительном сы-

рье. Стронций-90, цезий-137. Отбор проб, анализ, оценка результатов» [136].

Выделение стронция-90 проводилось радиохимическим методом с дальней-

шим измерением активности на гамма-бета спектрометрическом комплексе

«Прогресс» № 346 (НПП «Доза», 2000 г.).

Сроки хранения сырья исследуемых видов определяли на образцах сырья,

хранившихся в лабораторных условиях, по ГОСТ 17768-90 [49, 137].

Каждые полгода в образцах сырья исследуемых видов определялось содержа-

ние БАВ (суммы флавоноидов, кислоты аскорбиновой, суммы АФГ) по разрабо-

танным нами методикам. Определение числовых показателей проводили по мето-

дике ГФ XI [53, 54, 55] в высушенном растительном материале в 5 повторностях.

Экспериментальные данные подвергали статистической обработке обще-

принятыми методами для малой выборки с определением средней величины

(М) и средней арифметической ошибки (m) [53, 54].

Достоверность результатов (Р) оценивалась с применением критерия Манна-

Уитни [168]. Различие считали достоверным при вероятности 95% (р≤0,05).

2.2.8 Методы токсико-фармакологических исследований

Фармакологические исследования проводили на базе лаборатории ЦНИЛ

ГБОУ ВПО БГМУ, группы фармакологических исследований лаборатории

биоорганической химии ФГБУ РАН «Институт органической химии Уфимско-

го научного центра Российской академии наук»;  исследование антиоксидант-

ной активности выполняли на кафедре биологической и органический химии

ГБОУ ВПО БГМУ.



86

Экспериментальные исследования были выполнены на животных сле-

дующих видов: 88 беспородных белых крысах (150 –200 г), 119 белых крысах

линии Вистар (165–170 г), 132 беспородных белых мышах (18–22 г).

Животных содержали в условиях вивария с естественным световым ре-

жимом на стандартной диете [ГОСТ Р 50258-92], с соблюдением «Европей-

ской конвенции о защите позвоночных животных, используемых для экспери-

ментов или в иных научных целях» (2007) и правил лабораторной практики

при проведении доклинических исследований в РФ [ГОСТ Р 51000.3-96, ГОСТ

Р 51000.4-96]. Забой животных проводили согласно требованиям «Междуна-

родных рекомендаций по проведению медико-биологических исследований

с использованием животных» (2007) [43].

Статистическая обработка полученных в эксперименте материалов прове-

дена в соответствии с требованиями ГФ XI на персональном компьютере с ис-

пользованием программы статистической обработки (Statgraphics plus 5.1).

В экспериментах использовали ГЭТПВ, ГЭЛХО, полученные на основе

водно-спиртовых извлечений из растительного сырья. Сгущение полученных

извлечений проводили на вакуум-выпарительном ротационном испарителе

марки «ИРМ-1».

Исследование острой токсичности густых экстрактов из травы

первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного

Исследование острой токсичности LD50 проводили по общепринятому

методу [160, 215].

Острую токсичность изучали на 84 беспородных мышах обоего пола

массой 18–22 г при пероральном способе введения водных растворов ГЭТПВ

и ГЭЛХО в следующих дозах: 100, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 3000 мг/кг. Каж-

дая доза исследовалась в группе из 6 животных (3 самца и 3 самки), всего 14

групп. Наблюдение за состоянием животных проводили в течение 14 дней. Ре-

гистрировали следующие клинические показатели интоксикации: общее со-

стояние подопытных животных, двигательная активность, поведение, состоя-
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ние дыхательной системы, кожного и шерстного покрова, потребление пищи

и воды и др. Параметры острой токсичности вычисляли по методу Литчфильда

и Уилкоксона [22].

Изучение антигипоксантного действия густых экстрактов

из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного

Эксперимент выполняли на 48 беспородных мышах-самцах с одинако-

вой массой 18.0±0.3 г на модели нормобарической гипоксии с гиперкапнией

согласно методике, описанной в Руководстве по экспериментальному (докли-

ническому) изучению новых фармакологических веществ [160].

Профилактически в течение 14 дней животным перорально вводили рас-

творы исследуемых экстрактов и препаратов сравнения. На 15 день воспроиз-

водили нормобарическую гипоксию с последующей гиперкапнией. Экспери-

ментальных животных по одному помещали в герметически закрытые банки

объёмом 200 см3. При достижении явных признаков гипоксии (удушье) завер-

шали наблюдение. Животных декапитировали, извлекали головной мозг и го-

могенизировали в физиологическом растворе. Для определения активности

процессов липопероксидации в клетках головного мозга использовали показа-

тель содержание малонового деальдегида (МДА), определяемого общеприня-

тым спектрофотометрическим методом.

Методика. Для получения гомогената головной мозг экспериментально-

го животного растирали в гомогенизаторе Поттера в 3 мл буфера 0,025 М трис-

HCl (рН 7.4), содержащего 0.175 М хлорида калия. К 2.5 мл гомогената добав-

ляли 1 мл 17% раствора трихлоруксусной кислоты (ТХУ) (конечная концен-

трация 5%), осаждали белковую часть, осадок отделяли центрифугированием

в течение 10 мин при 4000 об/мин. Полученную надосадочную жидкость пере-

носили в пробирки, прибавляли 1 мл 0.8% водного раствора 2-

тиобарбитуровой кислоты,  помещали на кипящую водяную баню на 10 минут,

по мере окрашивания смеси в розовый цвет пробы охлаждали при комнатной

температуре, измеряли оптическую плотность при λ= 532 нм. Контролем слу-

жила проба, содержащая буфер рН 7.4 вместо надосадочной жидкости.
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Количество МДА рассчитывали с использованием молярного коэффици-

ента экстинкции 1.56×105 см-1×М-1, полученный результат выражали в нмо-

лях/мг [140].

Исследуемые экстракты вводились в дозе 21 мг/кг в виде водного рас-

твора (выбор дозы основан на суточной норме потребления для взрослого че-

ловека в пересчете на рутин). В качестве препарата сравнения использовали

дигидрохлорид триметазидина («Предуктал») в дозе 1 мг/кг, а в качестве пре-

парата сравнения природного происхождения – экстракт плодов боярышника

в дозе, эквивалентной дозе исследуемого экстракта в пересчете на рутин [186].

Дозу исследуемых экстрактов и препарата сравнения растительного про-

исхождения (плодов боярышника) определяли исходя из суточной нормы по-

требления флавоноидов (в пересчете на рутин) [42, 131, 155, 183].

Изучение антиоксидантных свойств густых экстрактов из травы

первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного

Антиоксидантные свойства исследуемых экстрактов оценивали по

влиянию на Fe2+ – индуцированную хемилюминесценцию (ХЛ) по Владимиро-

ву (1989) с использованием отечественного аппаратно-программного комплек-

са «ХЛМ-003» [191, 193], для чего нами были использованы тест-системы,

инициирующие свободно-радикальное окисление (СРО) – образование актив-

ных форм кислорода (АФК) и перекисного оксиления липидов (ПОЛ).

Изучение влияния на Fe2+-индуцированную хемилюминесценцию, ими-

тирующую образование АФК, проводили на хемилюминомере «ХЛМ-003»

[33, 191, 193].

Система, имитирующая АФК, содержала фосфатно-солевой буферный

раствор с добавлением цитрата Na (2.5% раствор) и люминол (10-5М), резко

повышающий активность свечения [9, 143].

Регистрацию люминолзависимой ХЛ проводили в светоизолированной

камере прибора, куда помещали сосуд с инкубационной смесью: 2.0 мл физио-

логического раствора, содержащего рабочий раствор люминола (5-амино-2,3-
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дигдро-1,4-фталазиндион) в конечной концентрации 10-5 М. Хемилюминес-

ценцию инициировали добавлением 1 мл 50 мМ раствора сульфата железа (II)

при постоянном перемешивании. Растворы исследуемых экстрактов добавляли

в указанную модельную систему за 1 мин до введения сульфата железа (II). Затем

вели запись ХЛ в течение 5 мин.

Изучение влияния на систему, имитирующую процессы ПОЛ, проводили

на модели Fe2+ -индуцированной хемилюминесценции с использованием 1%

суспензии липосом яичного желтка, обладающей высокой окисляемостью, на

хемилюминомере «ХЛМ-003» [33, 57, 79, 89, 191, 193, 228].

Регистрацию люминолзависимой ХЛ проводили в светоизолированной ка-

мере прибора, куда помещали сосуд с инкубационной смесью. Для чего яичный

желток, смешанный с фосфатным буфером в соотношении 1:5, гомогенизирова-

ли, содержание белка доводили дальнейшим разведением до 1 мг на 1 мл (около

25 мл полученного гомогената на 1 л буфера). Для инициации ХЛ в 20 мл полу-

ченной смеси прибавляли 1 мл 50 мМ раствора сульфата железа (II) при постоян-

ном перемешивании, что  вызывало окисление ненасыщенных жирных кислот

желточных липопротеидов. По интенсивности ХЛ судили о процессах ПОЛ. Рас-

творы исследуемых экстрактов добавляли в  указанную модельную систему за

1 мин до введения сульфата железа (II). Затем вели запись ХЛ в течение 5 мин.

Для приготовления модельных тест-систем использовали фосфатно-

солевой буферный раствор состава: 20 мМ KH2PO4, 105 мМ КCl (рН 7.45).

Инициировали процесс добавлением 1 мл соли сульфата железа (II) (конечная

концентрация ионов Fe2+ в среде инкубации составила 2,5 мМ).

Об интенсивности Fe2+-индуцированной ХЛ судили по следующим пара-

метрам: светосумме свечения (SL) и максимальной амплитуде свечения (HL), со-

ответствующие скорости образования АФК и ПОЛ. Величины показателей вы-

ражали в условных единицах. Показатель хемилюминесценции светосумма све-

чения (SL) выражалась в условных единицах (1 у.е.= 3,06Ч105 квантов в сек).

Обработку хемилюминограмм проводили с помощью разработанной ав-

торами установки компьютерной программы [192, 193].
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Результаты экспериментов оценивали по степени изменения хемилюминес-

ценции в присутствии исследуемых экстрактов и пересчитывали в% от контроля.

Исследуемые экстракты разводили в физиологическом растворе, отбирали от

0.05 мл до 1.0 мл исследуемых растворов и прибавляли в тест-системы.

В качестве контроля служили модельные системы без добавления рас-

творов исследуемых экстрактов (с добавлением  физиологического раствора

в тех же объемах).

Методика выполнения эксперимента, приготовление реактивов изложены

в инструкциях к аппаратно-программному комплексу «ХЛМ-003» [191, 193].

Изучение влияния на проницаемость капилляров

густого экстракта из травы первоцвета весеннего

Экспериментальные исследования проводили на 24 белых крысах линии

Вистар массой 165–170 г. Изучение ангиопротекторного действия испытуемо-

го экстракта ГЭТПВ проводили на модели локальной воспалительной реакции,

индуцированной ксилолом, с помощью модифицированного метода К.Н. Мо-

наковой [20, 22].

Индикатором проницаемости стенок сосудов явился 0.5% раствор трипа-

новой сини (на физиологическом растворе), вводимый в вену хвоста крыс из рас-

чета 1 мл/100 г. Животным опытных групп внутрижелудочно вводили раствор

испытуемого экстракта в дозе 21 мг/кг в виде водного раствора в течение 5 дней

1 раз в сутки. Критерием состояния проницаемости капилляров явилось время

появления на коже сине-окрашенных петехий и отчётливого их прокрашивания.

Изучение эндотелиопротекторной активности густого экстракта

из травы первоцвета весеннего

Экспериментальные исследования проводили на 95 белых крысах линии

Вистар массой 170–200 г. В качестве хронической модели эндотелиальной

дисфункции нами была выбрана модель хронического аллоксанового диабета.
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Аллоксановый диабет вызывали двухкратным подкожным введением водно-

го раствора аллоксана в дозе 75 мг/кг голодавшим в течение суток животным.

Исследуемый препарат густого экстракта из травы первоцвета весеннего вводили

в дозе 21 мг/кг в виде водного раствора. В качестве препарата сравнения исполь-

зовали препарат «Антистакс». Исследуемые препараты вводили внутрижелудоч-

но на протяжении трех месяцев с момента введения аллоксана ежедневно. В экс-

периментальных группах в течение этого периода наблюдали смертность живот-

ных. Затем проводили оценку антиоксидантной активности исследуемого препа-

рата, показателей эндотелина и метаболитов NO в плазме крови.

Общую антиокислительную активность (ОАА) определяли коло-

риметрическим методом с помощью стандартного тест-набора «Total in-tioxidant

status» фирмы «Randox Laboratories» (Великобритания). Принцип метода основан

на подавлении развития окраски хромогена в тестируемой пробе пропорцио-

нально концентрации антиоксидантов. Хромоген ABTSR (2.2-азино-ди-[3-

этилбензтиазолина сульфонат]) при инкубации с пероксидазой и Н2О2 образует

радикал ABTSR+, полученный раствор имеет стабильный зелено-голубой цвет,

интенсивность которого может быть измерена при 600 нм. Активность ГПО

и СОД оценивали с использованием коммерческих тест-систем фирмы «Randox

Laboratories» – «Ransel» и «Ransod», соответственно, согласно приложенным ин-

струкциям. Количественное определение содержания ТБК-активных продуктов

в плазме крови определяли с помощью наборов «ТБК-АГАТ» фирмы «АГАТ-

МЕД» (Россия). Уровень эндотелина определяли методом твердофазного им-

муноферментного анализа (ELISA) с использованием коммерческого набора

«QuantiGlo ELISA Kit» («RnD Systems», Англия). Содержание окиси азота опре-

деляли биохимическим методом с помощью наборов «Total Nitric Oxide and

Nitrate/ Nitrite Parameter Assay Kit» фирмы «RnD Systems», Англия.
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Изучение влияния густых экстрактов из листьев и соплодий хмеля

обыкновенного на ориентировочно-исследовательское поведение крыс

Для выполнения экспериментального исследования использовали густые

экстракты из листьев и соплодий хмеля обыкновенного (ГЭЛХО и ГЭСХО).

ГЭСХО был получен по технологической схеме, разработанной нами для

получения густого экстракта из листьев хмеля обыкновенного (глава 6, раздел

6.1). Исследования проведены на 40 белых беспородных половозрелых крысах

обоего пола массой 170-200 г.

Экспериментальные исследования по изучению влияния экстрактов из

хмеля обыкновенного на ориентировочно-исследовательское поведение крыс

оценивались в тестах: «вертикальная двигательная активность» (по показателю

вертикальные стойки); «норковый рефлекс» (число заглядываний в отверстия);

«влияние на стереотипное поведение» (по показателю число чисток) [18, 160].

Для исследования использовали ГЭЛХО и ГЭСХО в двух концентрациях:

21 мг/кг и 42 мг/кг, вводимые животным внутрижелудочно в течение 21 дня.

До начала эксперимента (с интервалом в 4 дня) регистрировали исход-

ные характеристики поведения крыс, после чего подопытные животные были

разделены на 5 групп. В дальнейшем характеристики поведения крыс контро-

лировали на 10- и 21-е сутки исследования.

Исследование ноотропной активности густых экстрактов

из листьев и соплодий хмеля обыкновенного

Эксперименты были выполнены на 48 беспородных белых крысах,

массой 170–200 г.

Для определения специфической ноотропной активности использовали

оценку антиамнестического действия с применением методики условного

рефлекса пассивного избегания (УРПИ) с последующим использованием

электрошока в качестве амнезирующего фактора по моди-

фицированной методике Буреша [159, 243].



93

Для исследования использовали ГЭЛХО и ГЭСХО в двух концентраци-

ях: 21 мг/кг и 42 мг/кг. В качестве препарата сравнения был использован пир-

ацетам (20% раствор для инъекций), вводимый в дозе 400 мг/кг и физиологи-

ческий раствор (в контрольной группе).

Методика. Установка для эксперимента УРПИ представляла собой два

смежных отсека, один из которых большой, освещенный; другой – меньшего

размера, затемненный, закрытый со всех сторон, имеющий четырехугольное

отверстие для сообщения с большим отсеком и электрифицированный пол.

Метод состоял из двух этапов: обучение навыку и воспроизведение его

сохранности. В первый день (обучение) крысу помещали на середину площадки

освещенного отсека, хвостом к отверстию в темный отсек. При этом регистри-

ровали: латентный период 1-го захода в темный отсек (время от момента поме-

щения животного в середину площадки до 1-го захода в темный отсек), общее

время наблюдения 3 минуты (животных, не заходивших в темную камеру за это

время, из опыта исключали). После каждого захода в темный отсек животному

наносили электроболевое раздражение (40 В, 3 импульса по 1 с., с интервалом

0,5 с.). Производилась регистрация количества заходов в темный отсек.

Воспроизведение навыка УРПИ осуществляли на 2-е сутки после обу-

чения (второй день эксперимента). Процедура воспроизведения эксперимен-

та 2-го дня соответствовала первому, с разницей в исключении электроболе-

вой стимуляции животного.

В 1- и 2-й день эксперимента регистрировали показатели: количество

заходов в темный отсек – показатель, отражающий обучаемость животных

(чем меньше заходов, тем быстрее происходит процесс обучения); латент-

ный период первого захода (для сравнения с аналогичным показателем после

обучения); общее время нахождения в темном отсеке (чем меньше указанное

время, тем более сохранным считается памятный след).

Снижение количества заходов в темный отсек у животных, получав-

ших исследуемый препарат, по сравнению с контролем расценивалось как

положительное влияние на скорость процессов обучения (1-й день). Увели-
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чение латентного периода первого захода в темный отсек при воспроизведе-

нии по сравнению с латентным периодом первого захода до обучения, а так-

же уменьшение количества заходов в темный отсек и общего времени пре-

бывания в нем животных экспериментальной группы по сравнению с кон-

тролем расценивались как положительное влияние исследуемых препаратов

на фиксацию и прочность сохранения памятного следа.

Проверка сохранности УРПИ (воспроизведение рефлекса) проводилась

через 24 часа, повторным помещением животного в освещенный отсек.

2.3 Статистическая обработка данных

Полученные в ходе экспериментов данные статистически обработаны

общепринятыми методами для малой выборки с определением средней ве-

личины (М) и средней арифметической ошибки (m) [53, 54]. Достоверность

результатов (Р) оценивалась с применением критерия Манна-Уитни [168].

Различие считали достоверным при вероятности 95% (р≤0,05).
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ГЛАВА 3. ИССЛЕДОВАНИЕ ХИМИЧЕСКОГО СОСТАВА,

ВЫДЕЛЕНИЕ, ИДЕНТИФИКАЦИЯ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ

ВЕЩЕСТВ ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ РОДА ПЕРВОЦВЕТ И РОДА ХМЕЛЯ

Исследование химического состава растений рода первоцвет и рода

хмель проведено для обоснования применения отходов производства, ком-

плексной переработки сырья, оптимизации использования растений отечест-

венной флоры как доступных источников сырья.

Нерациональное использование травы первоцвета весеннего и листьев

хмеля обыкновенного обусловлено недостаточной изученностью их химиче-

ского состава. В связи с этим представляло интерес  изучить химический со-

став растений рода первоцвет, хмеля обыкновенного дикорастущего вида

и культивируемых сортов, провести сравнительный анализ содержания основ-

ных групп БАВ в исследуемых видах сырья.

Предварительный фитохимический анализ показал наличие в исследуе-

мых объектах травы первоцветов весеннего и крупночашечного, листьев куль-

тивируемых сортов и дикорастущео вида основных групп БАВ: полифеноль-

ных соединений (простых фенолов, флавоноидов, в том числе изофлавонои-

дов, кумаринов, фенилпропаноидов, фенолкарбоновых кислот, стильбенов, ка-

техинов), тритерпеновых сапонинов, терпеноидных соединений, органических

и аминокислот.

Указанные группы БАВ, согласно данным предварительного фитохими-

ческого анализа и литературным источникам, в исследуемых объектах являют-

ся доминирующими, поэтому выбраны нами для дальнейшего изучения.
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3.1. Исследование фенольных соединений растений

рода первоцвет и рода хмель

Согласно данным литературы, растения рода первоцвет содержат соеди-

нения фенольной природы. Имеются выборочные данные по содержанию ли-

пофильных флавоноидов, производных кверцетина, кемпферола и др. флаво-

ноидов в первоцвете весеннем, состав фенольных соединений  первоцвета

крупночашечного изучен недостаточно. Анализ современной литературы так-

же показал всестороннюю изученность химического состава соплодий хмеля

обыкновенного, в том числе фенольных соединений, описаны флавоноиды,

пренилированные халконы, фенолокислоты, стильбены, изофлавоноиды и др.

Однако, имеются отдельные данные по содержанию веществ фенольной при-

роды в листьях хмеля обыкновенного.

Исследование качественного состава фенольных соединений

методами хроматографии

Проведенные качественные реакции (глава 2, раздел 2.2.2) показали, что

изучаемые растения содержат фенольные соединения.

Используемые методы хроматографии (бумажная, тонкослойная, ВЭЖХ,

хромато-масс-спектрометрия) показали наличие в растениях рода первоцвет 34

веществ фенольной природы, 10 из которых идентифицированы впервые для

первоцвета весеннего, 23 – для первоцвета крупночашечного (таблица 1). В хме-

ле обыкновенном дикорастущего вида и культивируемых сортов определены

23 вещества фенольной природы, 18 из которых для листьев хмеля идентифи-

цированы впервые (таблица 2).
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Таблица 1 – Результаты  проведенного хроматографического анализа на содержание основных групп  фенольных со-
единений в растениях рода первоцвет

Вид растения Простые
фенолы

Фенолкарбоновые
и оксикоричные кислоты Кумарины Дубильные

вещества Флавоноиды

1 2 3 4 5 6
Первоцвет ве-
сенний

3.08 – арбу-
тин

3.11 – галловая
3.12 – кофейная
3.13 – феруловая
3.14 – хлорогеновая
3.16 – коричная
3.30 – цикориевая

3.09 – умбел-
лиферон

3.17 – танин 3.01 – 3´,4´-метиленди-
окси-3-гидроксифлавон
3.02 – флавон
3.03 – 8-метоксифлавон
3.04 – 3-метоксифлавон
3.05 –3-ацетил-7,8-диме-
токси-2-диметил-1Н-
нафто(2,1-6) пиран-1-он
3.06 – запотин
3.07 – 5,6,7,3´,4´-пента-
метоксифлавон
3.19 – апигенин
3.20 – кверцетин
3.21 – кемпферол
3.22 – дигидрокверцетин
(таксифолин)
3.23 – цинарозид
3.24 – гиперозид
3.25 – байкалин
3.26 – рутин
3.27 – витексин

97
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Продолжение таблицы 1

1 2 3 4 5 6

Первоцвет круп-
ночашечный

3.08 – арбу-
тин

3.11 – галловая
3.12 – кофейная
3.13 – феруловая
3.14 – хлорогеновая
3.15 – неохлороге-новая
3.16 – коричная
3.30 – цикориевая
3.31 – О-кумаровая
3.32 – салициловая

3.10 – кумарин
3.28 – дигидро-
ку-марин
3.29 – О-
метокси-
кумарин

3.18 – кате-
хин

3.01 – 3´,4´-метиленди-
окси-3-гидрокси-флавон
3.02 – флавон
3.03 – 8-метоксифлавон
3.04 – 3-метоксифлавон
3.05 – 3-ацетил-7,8-диме-
токси-2-диметил-1Н-
нафто(2,1-6) пиран-1-он
3.06 – запотин
3.07 –5,6,7, 3´,4´-пента-
метоксифлавон
3.19 – апигенин
3.20 – кверцетин
3.22 – дигидрокверцетин
(таксифолин)
3.24 – гиперозид
3.25 – байкалин
3.26 – рутин
3.27 – витексин
3.33 – яцеин
3.34 – кверцимеритрин

98
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Таблица 2 – Результаты  проведенного хроматографического анализа на содержание основных групп  фенольных со-

единений в хмеле обыкновенном

Вид растения Стильбены
Фенолкарбоновые
и оксикоричные
кислоты

Кумарины
Дубильные
вещества

Флавоноиды Изофлавоноиды

Хмель
обыкновенный
дикорастущий
(Давлекановский,
Уфимский р-ны)

3.38 –
ресве-
ратрол

3.11 – галловая
3.12 –кофейная
3.13 – феруловая
3.14 – хлороге-
новая
3.15 – неохлороге-
новая
3.16 – коричная
3.30 – цикориевая

3.09 –
умбелли-
ферон
3.10 –
кумарин

3.17 – танин
3.36 –
ЭГКГалат
3.37 –эпика-
техин

3.20 – кверцетин
3.21 – кемпферол
3.22 – дигидрок-
вер-цетин (так-
сифолин)
3.23 – цинарозид
3.24 – гиперозид
3.26 – рутин
3.35 – лютеолин

3.39 – генистин
3.40 –генистеин
3.41 – даидзеин

Хмель обыкно-
венный
культивируемый
(сорта
«Ранний»,
«Крылатский»,
«Подвязный»)

3.38 – рес-
ве-ратрол

3.11 – галловая
3.12 – кофейная
3.13 – феруловая
3.14 – хлорогено-
вая
3.15 – неохлороге-
новая
3.16 – коричная
3.30 – цикориевая

3.10 –
кумарин

3.36 –
ЭГКГалат
3.37 –эпика-
техин

3.20 – кверцетин
3.21 – кемпферол
3.22 – дигидрок-
вер-цетин (так-
сифолин)
3.23 – цинарозид
3.24 – гиперозид
3.26 – рутин
3.35 – лютеолин

3.39 – генистин
3.40 –генистеин
3.41 – даидзеин

99
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Чтобы подтвердить результаты качественного хроматографического

анализа фенольных соединений исследуемых растений, был использован ме-

тод ВЭЖХ (внутренняя нормализация) (глава 2, раздел 2.2.3). Идентификацию

разделенных БАВ проводили, сопоставляя время удерживания пиков анализи-

руемой пробы и стандартных образцов веществ. В таблицах 3, 4 и приложени-

ях 1–8 отражены результаты проведенных исследований.

Таблица 3 – Результаты исследования состава фенольных соединений расте-

ний рода первоцвет методом ВЭЖХ

Наименование

вещества

Сырье первоцвета

весеннего

Сырье первоцвета

крупночашечного

время удерживания,

мин (внутренняя

нормализация)

время удерживания,

мин (внутренняя

нормализация)

1 2 3

Арбутин 5,73 5,76

Умбеллиферон 5,93 –

Танин 6,14 –

Галловая

кислота
6,24 6,26

Катехин – 6,73

Хлорогеновая кислота 7,36 7,37

О-кумаровая кислота – 7,95

Кофейная

кислота
8,76 8,78

Цикориевая кислота 10,40 10,41

Феруловая

кислота
11,55 11,56

Неохлорогеновая

кислота
– 12,91
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Продолжение таблицы 3

1 2 3

Салициловая кислота – 14,61

Лютеолин-7-глюкозид

(цинарозид)
14,98 –

Кверцимеритрин – 16,12

Дигидрокумарин – 18,48

О-метоксикумарин – 19,31

Коричная

кислота
22,24 22,27

Рутин 24,85 24,86

Гиперозид 26,15 26,17

Витексин 31,11 31,12

Кумарин 35,63 35,64

Байкалин 41,51 41,52

Яцеин – 46,56

Кверцетин 53,27 53,28

Кемпферол 55,19 –

Дигидрокверцетин 61,44 61,46

Апигенин 69,75 69,76

В ходе проведенного исследования методом ВЭЖХ в изучаемых видах

первоцвета идентифицировано 27 веществ фенольной природы. Для сырья

первоцвета весеннего впервые определено 10 фенольных соединений, представ-

ленные галловой, коричной, хлорогеновой кислотами из группы фенолокислот;

апигенином, байкалином, витексином, цинарозидом из класса флавоноидов; ум-

беллефероном и кумарином из класса кумаринов, арбутином из класса простых

фенолов. В сырье первоцвета крупночашечного впервые определено 23 феноль-

ных соединения, преобладающими из которых были из группы оксикоричных
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кислот – коричная кислота; из класса флавоноидов – кверцетин, апигенин, ди-

гидрокверцетин (таксифолин), гиперозид, рутин; из кумаринов – кумарин, О-

метоксикумарин; из класса простых фенолов – арбутин.

Таблица 4 – Результаты исследования  состава фенольных соединений хмеля

обыкновенного методом ВЭЖХ

Наименование

вещества

Сырье листьев хмеля

обыкновенного

Сырье соплодий хмеля

обыкновенного

время удерживания,

мин (внутренняя

нормализация)

время удерживания,

мин (внутренняя нор-

мализация)

Умбеллиферон – 3,07

Танин 3,12 3,12

Галловая кислота 3,42 3,42

ЭГКГаллат 3,97 3,96

Хлорогеновая
кислота

4,25 4,25

Кофейная кислота 5,73 5,74

Цикориевая кислота 5,96 5,96

Феруловая кислота 7,97 7,98

Неохлорогеновая кислота 9,52 9,54

Лютеолин 7-глюкозид

(цинарозид)
10,83 10,84

Коричная кислота 11,01 11,04

Эпикатехин – 12,64

Рутин 14,08 14,09

Гиперозид 16,31 16,32

Кумарин 21,13 21,14

Кверцетин 40,04 40,07

Кемпферол 58,78 58,79

Лютеолин 69,34 69,35
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В ходе проведенного исследования методом ВЭЖХ в изучаемых видах

сырья хмеля обыкновенного идентифицировано 18 веществ фенольной приро-

ды. Из данных таблицы видно, что по качественному составу веществ феноль-

ной природы листья хмеля обыкновенного не уступают соплодиям. В листьях

хмеля обыкновенного впервые идентифицировано 13 веществ фенольной при-

роды, представленных галловой, коричной, хлорогеновой, неохлорогеновой, фе-

руловой, цикориевой кислотами из группы фенолокислот; рутином, гиперозидом,

цинарозидом, лютеолином – из группы флавоноидов; умбеллефероном и кума-

рином – из группы кумаринов, таннином, эпикатехином, ЭГКГаллатом – из

группы дубильных веществ.

3.2. Выделение основных групп биологически активных веществ

Проведенный анализ показал, что вещества фенольной природы иссле-

дуемых растений рода первоцвет и рода хмель являются перспективными для

дальнейшего изучения.

Для выделения индивидуальных соединений использовали высушенное

измельченное растительное сырье (надземную часть исследуемых растений).

Для этого было взято измельченное растительное сырье (1–3 мм) от 200 г до

3,0 кг. Экспериментально установлено, что максимальный выход фенольных

соединений (качественно и количественно) осуществляется раствором спирта

этилового 70% [147, 212]. Полученные извлечения упаривали под вакуумом до

водного концентрата и разделяли методами избирательной жидкостной экс-

тракции и адсорбционной колоночной хроматографии.

При разделении веществ методом колоночной хроматографии упаренн-

ные извлечения наносили на силикагель L 40/100 и L 100/110 мкм. Экстрак-
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тивные вещества элюировали хлороформом, спирто-хлороформными смесями

и спиртом этиловым. Полученные элюаты делились на фракции одинакового

состава и упаривались под вакумом. Индивидуальные вещества выделяли

с использованием рехроматографии на микроколонках с полиамидным сорбен-

том («Wolem DC»), при необходимости очищали перекристаллизацией.

В случаях разделения веществ с использованием метода избирательной

жидкостной экстракции предварительно очищенные концентрированные из-

влечения обрабатывались равными количествами органических растворителей

(диэтилового эфира, хлороформа, этилацетата, бутанола). Для каждого раство-

рителя обработку повторяли 6–8 раз. Полученные извлечения обезвоживали

натрия сульфатом безводным и упаривали под вакуумом до полного удаления

растворителя. Вещества во фракциях разделяли дробной кристаллизацией, ко-

лоночной и тонкослойной хроматографией на полиамиде и силикагеле.

Процесс фракционирования БАВ контролировали методами БХ, ТСХ,

УФ-спектроскопии. Для выполнения ТСХ использовали пластинки «Sorbfil»

(марки ПТСХ-П-А и ПТСХ-АФ-А-УФ), "Silufol" UV 254, 366, различные сис-

темы растворителей. УФ-спектры растворов выделенных веществ и водно-

спиртовых извлечений регистрировали с помощью спектрофотометра «Specord

40». Для проведения БХ использовали растворы кислоты уксусной 2%, 15%,

30%; системы растворителей н. бутанол – кислота уксусная – вода (БУВ)

(4:1:5), бензол – этилацетат – кислота уксусная (50:50:1), этилацетат – кислота

муравьиная-вода (3:1:1). Для выполнения ТСХ использовали следующие сис-

темы растворителей: хлороформ – спирт этиловый – вода (26:16:3), БУВ

(4:1:2); система БУВ (4:1:2) оказалась более оптимальной.

Выделение фенольных соединений рассмотрим на примере первоцвета ве-

сеннего. Для выделения БАВ высушенное измельченное растительное сырье,

траву первоцветов весеннего (1,5 кг), экстрагировали методом мацерации рас-

твором спирта этилового 70% в соотношении 1:10 в течение суток при комнат-

ной температуре с последующим нагреванием на водяной бане в течение 2 часов.

Полученное водно-спиртовое извлечение упаривали и сгущали при t от 40°С до
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60°С до получения густого остатка (около 100 мл). Затем смешивали с селикаге-

лем L40/100 (100 г) и высушивали, полученный порошок (извлечение + силика-

гель) переносили на хроматографическую колонку (диаметр – 5 см, высота сор-

бента – 3 см), заполненную силикагелем в смеси с хлороформом.

Фракционирование БАВ проводили, элюируя колонку последовательно

хлороформом и далее раствором спирта этилового 96% в хлороформе в различ-

ных концентрациях (1%, 3%, 5%, 7%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50% и 96%).

Процесс фракционирования БАВ контролировали методами БХ, ТСХ, УФ-

спектроскопии. Результаты фракционирования БАВ представлены в таблице 5.

Таблица 5 – Фракции  водно-спиртового извлечения из сырья первоцветов

Фракции
Объем

растворителя, мл

Элюент спирт этиловый:

хлороформ (соотношение)

1–4 300 хлороформ

5–14 300 1:99

15–22 500 3:97

23–29 500 5:95

30–36 500 7:93

37–51 1000 10:90

52–59 500 15:85

60–67 500 20:80

68–75 500 30:70

76–83 500 40:60

84–91 500 50:50

92–105 300 спирт

Следующую очистку фракций осуществляли методом рехроматографии

на микроколонках с полиамидом. Для этого фракции с БАВ отделяли от осад-

ков и переносили на микроколонки, элюировали водой и водно-спиртовыми

растворами различных концентраций (20%, 40%, 70%, 96%). Фракции, содер-

жащие одинаковые вещества, объединяли, при необходимости упаривали, при
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этом наблюдали появление осадков. Выпавшие осадки отделяли, перекристал-

лизовывали из спирта этилового, водно-спиртовых растворов.

Для сырья первоцвета весеннего были получены следующие фракции.

Фракции 8–11 (элюент – спирт: хлороформ в соотношении 1:99), пред-

ставляли собой густые маслянистые жидкости от желто-зеленого до  темно-

зеленого цвета. Полученные вещества в небольшом количестве элюента пере-

носили  по отдельности в хроматографическую микроколонку  с полиамидом.

Колонку элюировали хлороформом и смесью спирта этилового-хлороформа

в различных соотношениях и спиртом этиловым. В результате проведенных

исследований во фракциях 8–11 выделены вещества, отнесенные нами в ходе

дальнейших исследований к полиметоксилированным флавоноидам (3.01–

3.07), во фракциях 29–36 – к кумариновым соединениям (3.09, 3.10), во фрак-

циях 37–51 – к простым фенолам (3.08).

В последующих фракциях 60-67 выделены вещества, отнесенные в ходе

последующих исследований  к фенолокислотам 3.11, во фракциях 68–75 –

к окискоричным кислотам 3.12–3.16, во фракциях 76–83 – к дубильным веще-

ствам (3.17, 3.18), во фракциях 88–105 – к флавоноидам (3.19–3.27).

В ходе проведенных исследований использованы  известные групповые

методики выделения фенольных соединений, примененные нами для иссле-

дуемых видов растения рода первоцвет. Схема выделения веществ фенольной

природы представлена на рисунке 2.

Выделение основных групп фенольных соединений так же рассмотрим

на примере травы первоцвета весннего. Результаты идентификации БАВ из

первоцвета весеннего представлены в таблицах 7, 8, 9.

Выделение фенольных соединений

Извлечение фенольных соединений проводили экстрагированием измель-

ченной травы первоцвета весеннего (1.5 кг) раствором спирта этилового 70%

методом мацерации. Полученное извлечение (15 л) упаривали до водного кон-

центрата (2 л). Очистку от липофильных веществ проводили шестикратной

экстракцией четыреххлористым углеродом.
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Рисунок 2 – Схема выделения фенольных веществ из растений рода первоцвет
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В дальнейшем очищенный экстракт подвергали селективной экстракции

различными растворителями: диэтиловым эфиром, хлороформом, этилацета-

том, бутанолом. Для каждого вида растворителя операцию проводили по 5–8

раз. Полученные экстракты упаривали под вакуумом до полной отгонки рас-

творителя. Индивидуальные вещества выделяли на микроколонках с поли-

амидным сорбентом.

Выделение агликонов флавоноидов

Для отделения агликонов флавоноидов применяли фракцию, извлеченную

диэтиловым эфиром. Полученную фракцию упаривали до сухого остатка

(0,75 г), который растворяли в спирте изопропиловом, переносили в хромато-

графическую колонку с полиамидным сорбентом, элюировали изопропиловым

спиртом, отбирая фракции и проводя качественный анализ. Методами хрома-

тографии (система растворителей бензол-этилацетат-кислота уксусная

(50:50:1) предварительно обнаружены вещества 3.19, 3.20, 3.21, 3.22. Получен-

ные смеси веществ подвергали повторной рехроматографии на колонках с по-

лиамидным сорбентом элюируя хлороформом и смесью хлороформа с этано-

лом, увеличивая концентрацию последнего. В результате выделены вещества

3.19 апигенин (22 мг), 3.20 кверцетин (16 мг), 3.21 кемпферол (12 мг), 3.22 ди-

гидрокверцетин (17 мг).

Выделение гликозидов флавоноидов

Для выделения флавоноидных голикозидов использовали фракцию, полу-

ченную экстракцией этилацетатом. По результатам исследований методом БХ,

ТСХ, УФ-спектроскопии были обнаружены вещества, идентифицированные

нами в ходе дальнейших исследований: оксикоричные кислоты – 3.12 кофей-

ная (11 мг), 3.13 феруловая (9 мг), 3.14 хлорогеновая (11 мг), 3.15 неохлороге-

новая (13 мг), 3.16 коричная (15 мг), фенолкарбоновые кислоты – 3.11 галло-

вая (10 мг), флавоноидные монозиды (вещества 3.23 цинарозид, 3.24 гиперо-

зид, 3.25 байкалин).



109

Выделение О- и С-гликозидов флавоноидов

Для отделения флавоноидов от оксикоричных кислот использовали рас-

творители с разной степенью полярности. Упаренный до смолообразного со-

стояния остаток растворяли в минимальном количестве метанола при нагрева-

нии, охлаждали и  переносили, перемешивая в избыток диэтилового эфира.

Наблюдали образование осадка.

В эфирно-метанольном растворе методами хроматографии определены

оксикоричные кислоты – 3.12 кофейная, 3.13 феруловая, 3.14 хлорогеновая, 3.15

неохлорогеновая, 3.16 коричная, фенолкарбоновые кислоты – 3.11 галловая.

Дальнейшее разделение полученного осадка проводили растворением в

этаноле, смешиванием с полиамидным сорбентом (15.0 г) и дальнейшим хро-

матографированием на колонке с полиамидом, элюированием этилацетатом и

смесью этилацетата с этанолом. Собранные фракции по 40–50 мл подверга-

лись качественному анализу методом БХ в системах растворителей бензол-

этилацетат-кислота уксусная (50:50:1) и 15% раствор кислоты уксусной. На

основании отрицательной цианидиновой пробы по Брианту, результатов ки-

слотного гидролиза вещества полученного осадка отнесены к гликозидам фла-

воноидов. Сравнением УФ-спектров гликозидов и их агликонов, динамики

гидролиза было установлено, что большинство гликозидов легко подвергались

гидролизу, что позволило отнести их к О-гликозидам (вещества 3.23 цинаро-

зид, 3.24 гиперозид, 3.25 байкалин). Вещество 3.27, не гидролизующееся

в обычных условиях гидролиза, было отнесено к С-гликозидам. В результате

выделены вещества 3.23 цинарозид (12 мг), 3.24 гиперозид (45 мг), 3.25 байка-

лин (12 мг), 3.26 рутин (23 мг), 3.27 витексин (11 мг).

Выделение биозидов флавоноидов (рутина)

Для выделения рутина использовали водный остаток извлечения, полу-

ченный после тщательной экстракции этилацетатом (рисунок 2). Полученный

водный остаток оставляли в холодильной камере.  Через некоторое время на-

блюдалось выпадение мелких кристаллов желтого цвета игольчатой формы,

оказавшихся индивидуальным чистым веществом 3.26 рутин (54 мг).
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Выделение кумаринов

Для извлечения кумаринов использовали водно-спиртовый экстракт, по-

лученный вышеописанным способом, из сырья первоцвета весеннего (300 г).

Сгущенное до водного остатка водно-спиртовое извлечение из сырья выдер-

живали при t=2–4°C, отфильтровывали от выпавших в осадок хлорофилла

и липофильных веществ. Фильтрат обрабатывали хлороформом.

Для освобождения от веществ, не относящихся к кумаринам, использова-

ли лактонные свойства кумариновых производных. Для этого остаток хлоро-

формного извлечения растворяли в 3% растворе NaOH (200 мл) и четырехкрат-

но обрабатывали хлороформом. Водную фракцию подкисляли раствором ки-

слоты серной 10% до значения рН 3–4, при этом О-кумариновые кислоты замы-

каются в кумарины, которые выделяли хлороформом четырехкратно по 150 мл.

Полученные извлечения промывали водой очищенной и упаривали до

смолообразного состояния (остаток 1,5 г). Полученный остаток растворяли

в этаноле (20 мл), смешивали с селикагелем (20.0 г), высушивали при t=35°C,

переносили на колонку с силикагелем и элюировали хлороформом и смесью

хлороформа с этанолом. Фракционный состав  анализировали методом тон-

кослойной хроматографии на пластинках «Silufol» в системе растворителей

бензол-этилацетат (2:1). Фракции с индивидуальными веществами упаривали,

остатки кристаллизовали из этанола или из смеси этанол-хлороформ. В ре-

зультате проведенных исследований были идентифицированы вещества 3.10

кумарин (14 мг) и 3.09 умбеллиферон (17 мг).

Выделение арбутина

Для выделения арбутина использовали бутанольную фракцию, которую

упаривали до смолообразного остатка и переносили в хроматографическую

колонку с суспензией полиамида и воды. Элюировали горячей водой. Элюент

анализировали хроматографией на бумаге в системе растворителей: этилацетат

– кислота муравьиная – вода (3:1:1) и раствор кислоты уксусной 15%. Из по-

лученного элюента выделено индивидуальное вещество 3.08 арбутин (14 мг).
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Выделение фенолкарбоновых и оксикоричных кислот кислот

Для выделения оксикоричных кислот использовали эфирно-

метанольный фильтрат, полученный после отделения флавоноидов из этилаце-

татной фракции. С целью выделения индивидуальных веществ указанную

фракцию упаривали до полного удаления эфира, смешивали с полиамидным

сорбентом и переносили в хроматографическую колонку с взвесью полиамида

и воды, элюировали (элюент вода и водно-спиртовый раствор). Анализ качест-

венного состава проводили хроматографией на бумаге в системе растворите-

лей раствор кислоты уксусной 2%. В результате выделены вещества 3.11 гал-

ловая (25 мг), 3.12 кофейная (11 мг), 3.13 феруловая (13 мг), 3.14 хлорогеновая

кислота (18 мг), 3.15 неохлорогеновая (16 мг), 3.16 коричная кислоты (14 мг).

В результате проведенных исследований из изучаемых видов сырья пер-

воцвета выделено 27 соединений фенольной природы, из них 16 флавоноидов,

в том числе – 7 полиметоксилированных флавоноидов, 1 фенологликозид,

6 производных фенолкарбоновых и оксикоричных кислот, 2 кумарина, 2 со-

единения из группы дубильных веществ.

Выделение биологически активных веществ

из сырья хмеля обыкновенного

Выделение индивидуальных соединений из листьев хмеля обыкновенно-

го проводили аналогично первоцвету весеннему. Результаты фракционирова-

ния БАВ представлены в таблице 6. Результаты идентификации БАВ лисьев

хмеля обыкновеного представлены в таблицах 7, 8, 9.

В результате выполненных исследований во фракциях 22–26 выделен 1

фитостерин (3.42), во фракциях 27–34 – 2 кумарина (3.09, 3.10), во фракциях 40–

44 – 1 фенолокислота (3.11), во фракциях 45–49 – 6 оксикоричных кислот (3.12–

3.16), во фракциях 50–53 – 3 соединения из группы дубильных веществ (3.17,

3.36, 3.37), во фракциях 54–67 – 7 флавоноидных соединений (3.20–3.26, 3.35).

В ходе проведенных исследований использованы  известные групповые

методики выделения фенольных соединений, примененные нами для иссле-
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дуемых видов растения рода хмель. Схема выделения веществ фенольной при-

роды представлена на рисунке 3.

Таблица 6 – Фракции  водно-спиртового извлечения из сырья хмеля обыкно-

венного

Фракции
Объем

растворителя, мл

Элюент спирт этиловый: хло-

роформ (соотношение)

1–4 300 хлороформ

5–10 300 1:99

11–16 300 3:97

17–21 300 5:95

22–26 300 7:93

27–34 500 10:90

35–39 300 15:85

40–44 300 20:80

45–49 300 30:70

50–53 200 40:60

54–58 300 50:50

59–62 200 60:40

63–67 300 спирт

Таким образом, в ходе проведенных исследований из изучаемых видов

сырья хмеля обыкновенного выделено 18 соединений фенольной природы, из

них 7 флавоноидных соединений, 6 производных фенолкарбоновых и оксико-

ричных кислот, 2 кумарина, 3 соединения из группы дубильных веществ.
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Рисунок 3 – Схема выделения фенольных веществ из  хмеля обыкновенного
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3.3 Идентификация выделенных веществ

Идентификацию выделенных веществ проводили используя методы

ЯМР 1Н-, ЯМР 13С – спектроскопии,  корреляционной спектроскопии ЯМР 1Н-
1Н COSY ,1H-13C HSQCED, НМВС (ЯМР-спектрометр высокого разрешения

«Bruker Avance III 500 MHz»), хромато-масс-спектрометрии, на основании фи-

зико-химических свойств, методов хроматографии, сравнением со стандарт-

ными образцами веществ, УФ – спектроскопии с использованием диагности-

ческих, комплексообразующих реактивов (глава 2, разделы 2.2.2, 2.2.3, 2.2.6).

Полиметоксилированные флавоноиды

В ходе проведенных исследований было выделено вещество 3.01, пред-

ставляющее собой густую маслянистую жидкость темно-зеленого цвета. Струк-

турные  данные вещества 3.01 приведены на рисунках 4–6 в приложениях 9–11.

Рисунок 4 – Спектр раствора вещества 3.01 (3’,4’-метилендиокси-5’-

метоксифлавона)
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Рисунок 5 – Спектр ЯМР 13С вещества 3.01 (3’,4’-метилендиокси-5’-метоксифлавона) в CDCl3

115
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Рисунок 6 – Спектр ЯМР 1H вещества 3.01( 3’,4’-метилендиокси-5’-метоксифлавона) в CDCl3

116
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В спектрах ЯМР 13С представлены сигналы  восьми четвертичных угле-

родных атомов, одной СН2-групп, семи СН- и одной ОСН3-групп. Сигналы

карбонильного С-4 (δС 178.34) углеродного атома, а также углеродных атомов

двойной связи С-2 (δС 162.96) и С-3 (δС 106.93) обладают характеристичными

значениями химических сдвигов 1,3-замещенной (т. е. положение 3 по отно-

шению С=О) еноновой системы. Для протонированных углеродных атомов

и их протонов положения сигналов установлены на основании анализа спек-

тров COSY и HSQC.

Положение 7-метокси-1,3-бензодиоксольного заместителя в 4Н-хромен-4-

оне установили на основании сильнопольных сигналов протона Н-3 (δН 6.72)

и его углерода С-3 (δС 106.93). Это характерно для протона еноновой двойной

связи находящегося в области экранирования магнитно-анизотропной группы

С=О, что приводит к смещению сигнала в спектре в более сильное поле (если бы

протон находился в положении С-2, а бензодиоксольный заместитель в С-3, то

сигналы Н-2 регистрировались бы в более слабом поле в области 8.1–8.5 м.д.).

Корреляционные пики Н-2’/С-3’ и Н-2’/С-1’ в спектре HMBC указывают

на то, что диоксольный фрагмент находится в положении С-1’ и C-3’, а пик

ОМе/С-7’ является доказательством расположения метоксильной группы на

углероде С-7’.

Кроме того, в спектрах масс-спектроскопии молекулярный ион М+ равен

296, что соответствует предполагаемой структуре 3’,4’-метилендиокси-5’-

метоксифлавона (рисунок 7).

Вещество 3.01 представляет собой  густую маслянистую жидкость тем-

но-зеленого цвета состава С17H12O5, 3’,4’-метилендиокси-5’-метоксифлавон (2-

(7-метокси-1,3-бензодиоксол-5-ил)-4H-хромен-4-он), УФ – спектр в спирте

этиловом: λ max 219 , 337, 410 нм.

ЯМР 1Н (CDCl3): 4.0 (3H, с, OCH3), 6.10 (2H, с, H-2’), 6.71 (1H, c, H-3),

7.11 (1H, д, J=1.5 Гц, H-6’), 7.14 (1H, д, J=1.5 Гц, H-4’), 7.43 (1H, дд, J=7.9, 7.3

Гц, H-6), 7.55 (1H, д, J=8.2 Гц, H-8), 7.69 (1H, ддд, J=8.2, 7.3, 1.5 Гц, H-7), 8.22

(1H, дд, J=7.9, 1.5 Гц, H-5).
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ЯМР 13С (CDCl3): 56.36 (ОСН3), 100.74 (C6’), 102.34 (С2’), 106.93 (C3, С4’),

117.98 (С8), 123.89 (С10), 125.23 (С6), 125.69 (С5), 126.14 (С5’), 133.71 (С7),

138.45 (С1’), 143.87 (С7’), 149.55 (С3’), 159.13 (С9), 162.96 (С2), 178.34 (С=O).

Данное соединение 3’,4’-метилендиокси-5’-метоксифлавон (рисунок 6)

впервые выделено из травы первоцвета весеннего.

Рисунок 7 – Структурная формула 3’,4’-метилендиокси-5’-метоксифлавона

Вещество 3.02, представляет собой бесцветное кристаллическое вещест-

во, C₁₅H₁₀O₂, имеет следующие характеристики.

ЯМР 1Н (CDCl3): 6.82 (1H, с, H3), 7.40 (1H, дд, J=8.2, 1.0, H6), 7.51 (2H, м,

H3’, H5’), 7.55 (2H, м, H4’, Н8), 7.68 (1H, дд, J=8.2, 1.0, H7), 7.91 (2H, м, H2’, H6’),

8.23 (1H, дд, J=8.2, 1.7, H5).

ЯМР 13С (CDCl3): 107.3 (С3), 117.9 (С8), 123.7 (С10), 124.9 (С6), 125.4 (С5),

126.0 (C6’, С2’), 128.8 (C3’, С5’), 131.3 (С4’), 131.5 (С1’), 133.5 (С7), 156.0 (С9),

163.0 (С2), 178.0 (С=O).

По данным ЯМР-спектроскопии, хромато-масс-спектрометрии вещество

3.02 идентифицировано как флавон (2-фенил-4H-хромен-4-он) (рисунок 8).

8

6

10

7

9

5 4 3

2

O

O

OCH3

O

O

1'

2'
3'

4'
5'

6'



119

Рисунок 8 – Масс-спектр флавона

Вещество 3.03, находящееся в липофильной фракции, C₁6H12O3, имеет

следующие характеристики.

ЯМР 13С (CDCl3): 56.2 (OCH3), 107.1 (С3), 114.2 (С5), 116.1 (С7), 124.1

(С10), 124.6 (С6), 126.1 (C6’, С2’), 128.7 (C3’, С5’), 131.2 (С4’), 131.6 (С1’), 146.1

(С9), 148.8 (С8), 162.6 (С2), 178.0 (С=O).

По данным ЯМР-спектроскопии, хромато-масс-спектрометрии вещество

3.03 идентифицировано как 8-метокси-флавон (8-метокси-2-фенил-4H-хромен-

4-он) (рисунок 9).

Вещество 3.04, находящееся в липофильной фракции, C₁6H₁2O3, имеет

следующие характеристики.

ЯМР 13С (CDCl3): 55.3 (OCH3), 107.5 (С3), 111.5 (С2’), 116.9 (С4’), 117.9

(С8), 118.5 (C6’), 123.7 (С10), 124.9 (С6), 125.4 (С5), 129.8 (С5’), 132.8 (С1’), 133.2

(С7), 155.9 (С9), 159.7 (C3’) 162.8 (С2), 178.0 (С4).

По данным ЯМР-спектроскопии, хромато-масс-спектрометрии вещество

3.04 идентифицировано как 3’-метокси-флавон (3’-метокси-2-фенил-4H-

хромен-4-он) (рисунок 10).
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Рисунок 9 – Масс- спектр 8-метокси-флавона

Рисунок 10 – Масс-спектр 3’-метокси-флавона

Вещество 3.05, находящееся в липофильной фракции по данным ЯМР-

спектроскопии, хромато-масс-спектрометрии идентифицировано как 3-ацетил-
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7,8-диметокси-2-диметил-1Н-нафто(2,1-б)пиран-1-он (3-ацетил-7,8-диметокси-

2-метил-1H-бензо[f]хромен-1-он) (рисунок 11).

Рисунок 11 – Масс-спектр 3-ацетил-7,8-диметокси-2-метил-1H-

бензо[f]хромен-1-он

Вещество 3.06, находящееся в липофильной фракции, C₁9H18O6, имеет

следующие характеристики.

ЯМР 1Н (CDCl3): 3.78 (3H, с, OCH3), 3.79 (3H, с, OCH3), 3.92 (3H, с,

OCH3), 3.98 (3H, с, OCH3), 6.26 (1H, с, H3), 6.63 (2H, д, J=8.4, H3’, H5’), 7.20 (1H,

д, J=9.2, H8), 7.28 (1H, д, J=9.2, H7), 7.39 (1H, т, J=8.4, H4’).

ЯМР 13С (CDCl3): 56.0 (OCH3), 56.1 (OCH3), 57.3 (OCH3), 61.8 (OCH3),

104.0 (C5’, С3’), 111.4 (С1’), 113.7 (С8), 115.2 (С3), 119.1 (С7), 119.4 (С10), 132.0

(С4’), 148.0 (С5), 149.6 (C6), 152.7 (С9), 158.6 (С2’, C6’), 158.9 (С2), 178.2 (С4).

По данным ЯМР-спектроскопии, хромато-масс-спектрометрии вещество

3.06 идентифицировано как 5, 6, 2’, 6’-тетраметоксифлавон (запотин, 2-(2,6-

диметксифенил)-5,6,-диметокси-4H-хромен-4-он) (рисунок 12).



122

Рисунок 12 – Масс-спектр 5, 6, 2’, 6’-тетраметоксифлавон (запотин)

Вещество 3.07, находящееся в липофильной фракции, C20H18O7, UV

(MeOH, λ, nm): 239, 267, 325.

ЯМР 1Н (CDCl3): 3.92 (3H, с, OCH3), 3.95 (3H, с, OCH3), 3.98 (3H, с,

OCH3), 4.00 (3H, с, OCH3), 4.01 (3H, с, OCH3), 6.59 (1H, с, H3), 6.80 (1H, с, H8),

6.98 (1H, д, J=8.0, H5’), 7.34 (1H, д, J=2.0, H2’), 7.52 (1H, дд, J=8.0, 2.0, H6’).

ЯМР 13С (CDCl3): 56.0 (OCH3), 56.1 (OCH3), 56.3 (OCH3), 61.6 (OCH3),

62.2 (OCH3), 96.3 (С8), 107.4 (С3), 108.7 (С2’), 111.0 (C5’), 112.9 (С10), 119.7 (C6’),

124.1 (С1’), 140.4 (C6), 149.3 (С3’), 151.9 (С4’), 152.6 (С9), 154.5 (С5), 157.6 (С7),

160.0 (С2), 177.2 (С4).

По данным УФ, ЯМР-спектроскопии, хромато-масс-спектрометрии веще-

ство 3.07 идентифицировано как 3’,4’,5,6,7- пентаметоксифлавон (синенсетинт)

(2-(3,4-диметоксифенил)-5,6,7-триметокси-4H-хромен-4-он) (рисунок 13).



123

Рисунок 13 – Масс спектр 5,6,7,3’,4’- пентаметоксифлавон (синенсетинт)

Простые фенолы

Вещество 3.08, арбутин (гидрохинон-β-D-глюкопиранозид), представляет

собой кристаллическое вещество белого цвета, C12H16O7,  т.пл.196,5°C. На хро-

матограмме в УФ-свете имеет зону адсорбции, окрашенную в бледно-

фиолетовый цвет; не обнаруживается в видимом свете, при проявлении реакти-

вом Паули  детектируется в виде зоны адсорбции красного цвета (таблица 7).

ЯМР 1Н (D2O): 3.64 (1H, т, J=8.3, H4’), 3.84 (1H, т, J=5.0, H2’), 3.88 (1H, м,

H5’), 4.01 (1H, т, J=5.0, H3’), 4.05 (1H, дд, J=11.6, 5.0, H6a’), 4.16 (1H, дд, J=11.6,

4.4, H6b’), 4.99 (1H, д, J=7.6, H1’).

ЯМР 13C (D2O): 63.40 (C6’), 72.30 (C4’), 75.83 (C2’), 78.43 (C3’), 78.91 (C5’),

104.19 (C1’), 119.08 (C3, C5), 121.29 (C2, C6), 153.26 (C4), 154.12 (C1).

По результатам ЯМР-спектроскопии и сравнения со стандартным образ-

цом свидетеля выделенное вещество 3.08  отнесено к арбутину.
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Кумарины

Вещества 3.09 и 3.10 по результатам качественных реакций, ТСХ, БХ

отнесены к производным кумарина.

Вещество 3.09, умбеллиферон (7-оксикумарин), представляет собой

игольчатые кристаллы белого цвета, C9H6O3 , т. пл. 233-234°C. UV spectrum

(EtOH, λ, nm):  322, 340.

ЯМР 1Н (CD3OD): 6.17 (1H, д, J=9.6, H3), 6.70 (1H, д, J=2.2, H8), 6.78

(1H, дд, J=8.1, 2.2, H6), 7.44 (1H, д, J=8.1, H5), 7.83 (1H, д, J=9.6, H4).

ЯМР 13C (CD3OD): 102.42 (C8), 111.38 (C3), 112.14 (C10), 113.51 (C6),

129.67 (C5), 145.02 (C4), 156.22 (C2), 162.11 (C9), 162.75 (C7).

Величина Rf изучаемого вещества и стандартного образца умбеллиферо-

на в различных системах растворителей совпали (таблица 7).

По данным УФ, ЯМР-спектроскопии и сравнения с достоверным образ-

цом, выделенное вещество 3.09 отнесено к умбеллиферону.

Вещество 3.10, кумарин (бензо-α-пирон), представляет собой игольча-

тые кристаллы без цвета, C9H6O2, т. пл. 67-68°C. UV spectrum (EtOH, λ , nm):

275, 325. Характерная зеленоватая флуоресценция зоны адсорбции в УФ-свете,

появляющаяся  при обработке хроматограмм 10% раствором NaOH, позволи-

ли  отнести  выделенное вещество к кумариновым соединениям (таблица 7).

ЯМР 1Н (CDCl3): 6.42 (1Н, д, J=9.5, Н4), 7.28 (1Н, м, Н9), 7.32 (1Н, дд,

J=8.1, 1.5, Н7), 7.50 (1Н, ддд, J=8.1, 7.7, 1.7, Н8), 7.53 (1Н, дд, J=7.9, 1.7, Н10),

7.73 (1Н, д, J=9.5, Н3).

ЯМР 13С (CDCl3): 116.09 (C7), 116.17 (C3), 118.58 (C5), 124.13 (C9), 127.69

(С10), 131.06 (С8), 143.33 (С4), 153.66 (C6), 160.36 (С=O).

Сравнение величин Rf в различных системах растворителей вещества

3.10 и стандартного образца кумарина показало их идентичность.

Результаты УФ, ЯМР-спектроскопии и сравнения со стандартным образ-

цом свидетеля позволили отнести вещество 3.10 к  кумарину.
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Таблица 7 – Физико-химические свойства веществ, выделенных из сырья первоцветов и хмеля обыкновенного

Но-
мер
веще
ще-
ства Название вещества Брутто

формула
T пл.,
˚С

моле-
куляр-
ная
масса

Цвет веществ в УФ-свете

Величина Rfдо прояв-
ле-ния

после проявления

парами
аммиака

спирто-
вым
раство-
ром
натрия
гидрокси-
да

раство-
ром
цирко-
ния ок-
сихло-
рида

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ПРОСТЫЕ ФЕНОЛЫ
3.08 Арбутин

(гидрохинон-О-β-D-
глюкопиранозид) С12Н16О7

195-
197 272,26

светло-
фиоле-
товый

– –

интен-
сивно-
фио-
летовый

0,86 Б;
0,92 З;
0,88 И

КУМАРИНЫ
3.09 Умбеллиферон

(7-оксикумарин) С9 Н6 О3
233-
234 162,88 голубой

интенсив-
но-голу-
бой

интенсив-
но-голу-
бой

голубой
0,67 Б;
0,34 Г;
0,26 Ж

3.10 Кумарин
(бензо-α-пирон) С9 Н6 О2 67-68 146,89 – – зелено-

ватый – 0,81 Г;
0,95 Ж

ФЕНОЛОКИСЛОТЫ
3.11 Галловая

(3,4,5-
триоксибензойная)

С7Н6О5
254-
256 170,00 темный – – синий 0,63 А;

0,57 Е

125
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Продолжение таблицы 7
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ГИДРОКСИКОРИЧНЫЕ КИСЛОТЫ
3.12 Кофейная

(3,4-диоксикоричная) С9 Н8 О4
193-
195 184,30 светло-

голубой

интенсив-
но-голу-
бой

интенсив-
но-голу-
бой

голубой
0,83 А;
0,42Б;
0,27 В

3.13 Феруловая
(4-окси-3-метокси-
коричная) С10 Н10О4

167-
169 194,19

голубова-
то-фиоле-
товый

интенсив-
но голуб-
вато-фио-
летовый

интенсив-
но голуб-
вато-фио-
летовый

голубой
0,84 А;
0,56 Б;
0,34 В

3.14 Хлорогеновая
(5-О-кофеил-D-
хинная)

С16 Н18О9
203-
205 353,08 голубой

зелено-
вато-
голубой

зелено-
вато-
голубой

голубой
0,66А;
0,73 Б;
0,71 В

3.15 Неохлорогеновая
(3-0-кофеил- D-
хинная)

С16 Н18О9
аморф
н. 354,00 голубой голубой

зелено-
вато-
голубой

голубой 0,73 В

3.16 Коричная (β-фенилак-
риловая кислота) С9 Н8 О2 133 148,16 – желтая (па-

ры йода) – – –

ФЛАВОНОИДЫ
3.19 Апигенин (5, 7, 4΄-

триоксифлавон) С15 Н10О5
341-
344 270,24 темный зеленый – желтый 0,83 А;

0,19 Е
3.20 Кверцетин (3,5,7, 3΄-

4΄-пентаоксифлавон) С15 Н10О7
310-
312 302,00 желтый

интенсив-
но-жел-
тый

желтый –
0,69 А;
0,11Б;
0,13 Е

3.21 Кемпферол (3,5, 7,4΄-
тетраоксифлавон) С15 Н10О6

276-
277 286,00 желтый – – оранже-

вый

0,88 А;
0,16Б;
0,11 В;
0,11 Е
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Продолжение таблицы 7

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

3.22 Дигидрокверцетин
(2R,3R)-2-(3,4-
дигидроксифенил)-
3,5,7-тригидрокси-2,3-
дигидрохромен-4-он)

С15 Н12О7
222-
224 304,25 желтый

интен-
сивно-
желтый

желтый –
0,68 А;
0,10 Б;
0,12 Е

3.23 Цинарозид (лютео-
лин-7-О-β-D-
глюкопиранозид)

С12Н20О11
256-
258 448,00

темно-
коричне-
вый

оранже-
вый – желтый

0,25 Е

3.24 Гиперозид
(кверцетин-3-О-β-D-
галактопиранозид)

С21Н20О12
235-
237 464,00 темно-

желтый – – желтый 0,51 Б

3.25 Байкалин (5,6-
дигидрокси-4-
оксиген-2-фенил-4Н-
1-бензопиран-7- β-D-
глюкопиранозид)

С22
Н21О11

220-
222 461,10 темно-

желтый – – желтый 0,50 Б

3.26 Рутин (кверцетин-3-
О-β-D-
глюкопиранозидо-
(1→6)-О-α-L-
рамнопиранозид)

С27Н30О16
188-
190 610,52 темно-

бурый
оранже-
вый

желто-
оранже-
вый

желтый 0,71 А;
0,57 Б

3.27 Витексин (8-С-β-D-
глюкопиранозид апи-
генина)

С21Н20О10
263-
265 432,20 темный

желтова-
то-зеле-
ный

желтый желтый 0,35 Е

3.33 Яцеин (яцеидин-7- о-
β-D-глюкопиранозид) C24H26O13

205-
207 522,00 темный – – Желтый 0,39 Е

127



128

Продолжение таблицы 7

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

3.34
Кверцимеритрин
(кверцетин-7-о-β-D-
глюкопиранозид)

C21H20O12
247-
249 464,00 темный – – желтый 0,38 Е

3.35 Лютеолин (2-(3,4-
дигроксифенил)-5,7-
дигрокси-4H-хромен-
4-он)

С15Н10О6
228-
330 286,24 темный оранже-

вый – желтый 0,22 Е

Примечание: Системы растворителей для хроматографирования:
А – н. бутанол- кислота уксусная – вода (4:1:2) – БХ; Ж – хлороформ – формамид – БХ;
Б – 15% раствор кислоты уксусной – БХ; З – этилацетат- кислота муравьиная – вода (3:1:1) – БХ;
В – 2% раствор кислоты уксусной – БХ; И – 60% раствор кислоты уксусной – ТСХ («Silufоl»);
Г – бензол-этилацетат (2:1) – ТСХ («Silufоl»); К – хлороформ-спирт этиловый-вода (100:50:2) – ТСХ

(«Silufоl»);
Д – бензол-этилацетат-кислота уксусная (50:50:1) – БХ; Л – н. бутанол – кислота уксусная – вода (4:1:5) – БХ.
Е – 30% раствор кислоты уксусной – БХ;

128



129

Фенолокислоты

Вещество 3.11  галловая кислота (триоксибензойная кислота) пред-

ставляет собой бесцветные слегка желтоватые кристаллы, C7H6O5. т. пл. 254–

256°C. UV (EtOH, λ , nm): 220, 271.

Вещество 3.11  при взаимодействии с 1% раствором железа хлорида

(III) приобретает синюю окраску, характерную для кислоты галловой и ее

эфиров [19].

ЯМР 1Н (acetone-d6): 7.15 (2H, с, H3, H7).

ЯМР 13С (acetone-d6): 109.14 (C3, C7), 120.81 (C2), 137.77 (C5), 144.94 (C4,

C6), 167.39 (C1).

По результатам проведенных исследований методами ТСХ, БХ, УФ-

спектроскопии, сравнения со стандартным образцом, вещество 3.11 идентифи-

цировано как галловая кислота.

Гидроксикоричные кислоты

Вещества 3.12, 3.13, 3.14 , 3.15, 3.16 по флуоресценции  адсорбционных

зон на хроматограммах в фильтрованном УФ-свете и результатам качествен-

ных цветных реакций отнесены нами к производным кислоты коричной (таб-

лицы 3, 4). Появление голубой окраски зон адсорбции веществ 3.08 и 3.09 на

хроматографических пластинках  в результате обработки реактивом кислоты

барбитуровой говорит о наличии в структуре указанных  веществ хинной ки-

слоты [322].

УФ-спектральные характеристики предполагают, что исследуемые веще-

ства относятся к производным кислоты коричной с максимумами поглощения

в областях 236–245 и 297–325 нм.

Вещество 3.12, кофейная кислота (3,4-диоксикоричная), представляет

собой кристаллы светло-желтого цвета, хорошо растворимые в этиловом и ме-

тиловом спиртах, плохо – в воде; C9H8O4, т.пл. 193–195°C. UV spectrum (EtOH,

λ, nm): 246, 292 пл., 331.
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Вещество 3.12 в УФ-свете на хроматограмме проявляется в виде сине-

голубой зоны адсорбции, переходящей в желто-зеленую в парах аммиака, при

взаимодействии с диазотированнной сульфаниловой кислотой наблюдается ко-

ричневое окрашивание адсорбционной зоны. При добавлении Na этилата наблю-

дается батохромный сдвиг основных полос поглощения до 271, 354 нм, что опре-

деляет присутствие 3,4-диоксигруппировки в исследуемом  веществе [31, 48].

Результаты ТСХ, БХ, УФ-спектроскопии, сравнения со стандратным об-

разцом позволили определить вещество 3.12  как  кофейную кислоту.

Вещество 3.13, феруловая кислота (4-окси, 3-метоксикоричная кисло-

та), представляет собой кристаллы розового цвета, хорошо растворимые

в спиртах этиловом, метиловом, воде. C10H10O4 , т. пл. 167-169°С; UV spectrum

(EtOH, λ , nm): 244, 298 пл., 330.

Хроматографически в УФ-свете вещество 3.13 проявляется в виде сине-

голубой зоны адсорбции, приобретающей фиолетовую окраску от паров аммиа-

ка, от диазотированной сульфаниловой кислоты – желто-оранжевую.

В присутствии Na этилата наблюдается батохромный сдвиг до 252, 317, 348 нм.

Сравнение со стандартным образцом свидетеля вещество 3.13 иденти-

фицировано как феруловая кислота.

Вещество 3.14, хлорогеновая кислота (5-О-кофеоил-D-хинную кислоту),

представляет собой кристаллы белого цвета, растворимые в этаноле, этилацетате;

C16H18O3, т. пл. 203–205°C. UV spectrum (EtOH, λ, nm): 246, 302 пл., 328.

Вещество 3.14 на хроматограмме имеет сине-фиолетовую зону адсорб-

ции, при воздействии паров аммиака  переходящая в зелено-голубую флуорес-

ценциию, от диазотированной сульфаниловой кислоты – в желто-коричневую.

При добавлении Na этилата наблюдается батохромный сдвиг основных

полос поглощения до 266, 307 пл., 378 нм, что говорит о наличии оксигруппы

в молекуле вещества. Добавление к раствору вещества 3.08 циркония оксихло-
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рида  наблюдается батохромный сдвиг максимума I полосы на 36 нм, что го-

ворит о наличии 3,4-диоксигруппировки в  изучаемом веществе [63].

Результаты ТСХ, БХ, УФ-спектроскопии, физико-химические свойства,

сравнение со стандартным образцом, позволили определить вещество 3.14 как

хлорогеновую кислоту [19, 63].

Вещество 3.15, неохлорогеновая кислота (3-О-кофеоил-D-хинная ки-

слота), представляет собой аморфный порошок белого цвета, C16H18O9. UV

spectrum (EtOH, λ, nm): 246, 302 пл., 326 [63].

При добавлении натрия гидроксида в спирте этиловом и циркония оксихло-

рида наблюдаются батохромные сдвиги максимума I полосы поглощения, что

говорит о присутствии 3,4-диоксигруппы в структуре исследуемого вещества.

Результаты хроматографического анализа на бумаге в сравнении со стан-

дартным образцом неохлорогеновой кислоты, УФ-спектроскопии позволили

предположить, что вещество 3.15 является неохлорогеновой кислотой [19, 63].

Вещество 3.16,  коричная кислота (β-фенилакриловая кислота), представ-

ляет собой кристаллы бледно-желтого цвета, хорошо растворимы в эфире, спирте,

бензоле, плохо-в воде; C9H8O2 , т. пл.133°C. UV spectrum (EtOH, λ, nm): 276.

Хроматографически в УФ-свете не обнаруживается, при проявлении в

йодной камере в видимом свете проявляет желтоватое окрашивание. В присут-

ствии Na этилата происходит гипсохромный сдвиг до 267 нм.

По результатам ТСХ, БХ, физико-химическим свойствам, УФ-

спектроскопии и сравнения с достоверным образцом, вещество 3.16 иденти-

фицировано как коричная кислота.

Дубильные вещества

Вещество 3.17, танин, представляет собой аморфный порошок светло-

жёлтого цвета со слабым своеобразным запахом, вяжущего вкуса, раствори-

мый в воде, этаноле и глицерине. Идентифицирован на основании результатов
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ЯМР – спектроскопии (ЯМР 13С совпал с данными в журнале Food Chemistry

118 (2010) р.740) и сравнения с достоверным образцом свидетеля.

Вещество 3.18, катехин, (3,5,7,3′,4′ - пентаоксифлаван) представляет со-

бой бесцветное кристаллическое вещество; C15H14O6, с т.пл.175°C.

ЯМР 1Н (DMSO): 2.49 (1Н, м, Н4а), 2.62 (1Н, м, H4b), 3.79 (1Н, м, Н3), 4.46

(1Н, д, J=7.3, Н2), 4.84 (1Н, д, J=4.0, ОН), 5.67 (1Н, д, J=2.0, Н-), 5.87 (1Н, д,

J=2.0, Н8), 6.58 (1Н, дд, J=2.0, 8.0, Н5'), 6.67 (1Н, д, J=8.0, Н6'), 6.71 (1Н, д,

J=2.0, Н2'), 8.79 (1Н, с, ОН), 8.83 (1Н, с, ОН), 8.91 (1Н, с, ОН), 9.15 (1Н, с, ОН).

ЯМР 13C (DMSO): 27.84 (С4), 66.27 (С3), 80.96 (С2), 93.78 (С9), 95.05 (С7),

99.00 (С5), 114.48 (С12), 115.01 (С15), 118.36 (С16), 130.55 (С11), 144.79 (С14),

155.31 (С6), 156.12 (С10), 156.41 (С8).

По результатам ЯМР-спектроскопии и сравнение со стандартным образ-

цом свидетеля выделенное вещество 3.18 отнесено к катехину.

Флавоноиды

Агликоны флавоноидов

Вещество 3.19, апигенин (5,7,4´ – тригидроксифлавон, 5,7-дигидрокси-

2-(4-гидроксифенил)-4H-хроман-4-он), представляет собой игольчатые кри-

сталлы бледно-желтого цвета, C15H10O5, т.пл. 341–344°C. UV spectrum (EtOH,

λ, nm): 272, 296, 337.

Вещество 3.19 на хроматограмме в УФ-свете имеет зону адсорбции жел-

того цвета (таблица 7), дает положительную цианидиновую реакцию по Бри-

анту (слой октанола окрашивается в ярко-розовый цвет), что говорит об

агликоновой природе выделенного флавоноида.

В присутствии Na ацетата наблюдался батохромный сдвиг I полосы на

43 нм, что говорит о наличии свободной оксигруппы в C-7 положении. При

добавлении Na этилата происходил батохромный сдвиг I полосы на 57 нм, что

предполагает наличие свободной оксигруппы в C-4´ положении. Батохромный
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сдвиг I полосы на 50 нм наблюдался при добавлении алюминия хлорида, гово-

рит о наличии оксигруппы в положении C-5 у флавонов (таблица 8).

ЯМР 1Н (DMSO-d6): 7.93 (2H, д, J=8.0, H2’, H6’), 6.92 (2H, д, J=8.0, H3’,

H5’), 6.77 (1H, д, J=2.5, H8), 6.47 (1H, с, H3), 6.21 (1H, д, J=2.5, H6).

ЯМР 13С (DMSO-d6): 182.21 (С4), 164.19 (С2), 163.31 (С7), 161.95 (С5),

161.79 (С4’), 157.86 (С9), 128.98 (С2’, C6’), 121.63 (С1’), 116.51 (С3’, C6’), 105.83

(С10), 103.30 (С3), 99.89 (С6), 94.55 (С8).

На основании проведенных исследований и сравнения со стандартным

образцом выделенное вещество 3.19 отнесено к апигенину.

Вещество 3.20, кверцетин (3,5,7,3´,4´-пентагидрооксифлавон), пред-

ставляет собой кристаллы ярко-желтого цвета, C15H10O7, с т. пл. 310-312°C. UV

spectrum (EtOH, λ, nm): 258, 272,372.

Вещество 3.20 на хроматограмме в УФ-свете имеет зону адсорбции жел-

то-оранжевого цвета (таблица 7), дает положительную цианидиновую реакцию

по Брианту (слой октанола окрашивается в ярко-розовый цвет), что говорит об

агликоновой природе выделенного флавоноида.

При добавлении Na ацетата наблюдался батохромный сдвиг I полосы на

22 нм, что говорит о наличии свободной оксигруппы в C-7 положении. Под

воздействием Na ацетата и кислоты борной происходил батохромный сдвиг I

полосы на 18 нм, что говорит о наличии гидроксильных групп в C-

3´,4´положениях кольца B. При добавлении алюминия хлорида наблюдался

батохромный сдвиг полосы на 58 нм, не разлагающийся при последующем

прибавлении кислоты хлористоводородной, что говорит о наличии оксигрупп

в положениях C-3,5 (таблица 8) .

ЯМР 1Н (CD3OD): 6.1 (1H, д, J=2.1, H6), 6.37 (1H, д, J=2.1, H8), 6.87 (1H,

д, J=8.5, H5), 7.6 (1H, дд, J=8.5, 2.1, H6), 7.74 (1H, д, J=2.1, H2).

ЯМР 13С (CD3OD): 94.12 (C8), 99.87 (C6), 105.16 (C3), 115.36 (C10), 115.69

(С5’), 121.48 (С6’), 124.62 (С2’), 137.72 (C1’), 146.27 (С9), 148.57 (С3’), 149.36

(C4’), 158.51 (С5), 163.46 (С7), 166.46 (C2), 177.57 (С4).
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Таблица 8 – Характеристика УФ-спектров флавоноидов, выделенных из сырья первоцветов и хмеля обыкновенного

Наименование

вещества

Полосы

поглощения

(EtOH,λ,

nm)

Na ацетат
Na ацетат + ки-

слота борная

Алюминия

хлорид
Na этилат

λ, nm Δ λ λ, nm Δ λ λ, nm Δ λ λ, nm Δ λ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Апигенин
I

II

337, 296 пл.

272

380

279

+43

+7

382

277

+45

+5

387

281

+50

+9

394

278

+57

+6

Байкалин
I

II

324

283

218

– – – –

344

295

223

+20

+12

+5

– –

Витексин
I

II

336

272

378

280

+42

+8
– –

386

284

+50

+12

398

281

+62

+9

Цинарозид
I

II

348

260

388

279

+40

+19
– –

396

279

+48

+15
– –

Кверцетин
I

II

372, 272 пл.

258

394

264

+22

+6

390

260

+18

+2

430

269

+58

+11
– –

Рутин
I

II

361, 270 пл.

259

400

264

+39

+5

390

262

+29

+3

410

266

+42

+7
– –

Кемпферол
I

II

370

266

381

271

+11

+5

379

269

+9

+3

424

278

+54

+12
413 +43

134
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Продолжение таблицы 8
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Гиперозид
I

II

364, 267 пл.

257

383

260

+19

+3

380

261

+16

+4

419

270

+55

+13
– –

Дигидроквер-

цетин

I

II

336, 293 пл.

261

351

265

+15

+4

354

269

+18

+8

381

272

+45

+11
378 +42

Кверцимерит-

рин

I

II

375

255
– –

400

–

+25

–

440

–

+65

–
–

–

Цинарозид
I

II

350

266,255

352

–
+2 410 +60

396

–
+46 – –

Байкалин
I

II

310

275
– – – – 354 +44 – –

Яцеин
I

II

350

270,260
– – – – 400 +50 – –

135
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Проба смешения выделенного вещества 3.20 и стандартного образца

кверцетина не дала депрессии температуры плавления. Таким образом, выде-

ленное вещество 3.20 идентифицировано как кверцетин.

Вещество 3.21, кемпферол (3,5,7,4´- тетрагидрооксифлавон), представ-

ляет собой кристаллы светло-желтого цвета, C15H10O6 ,с т. пл. 276-2770C. UV

spectrum (EtOH, λ, nm): 266, 370.

Добавление Na ацетата вызывал батохромный сдвиг I полосы на 11 нм,

что предполагает наличие свободной гидроксильной группы в C-7 положении.

Под влиянием Na метилата происходил батохромный сдвиг I полосы на 43 нм,

что говорит о наличии гидроксильной группы в C-3´,4´положениях кольца B.

Наличие гидроксильной группы в положениях C-3,5 было подтверждено бато-

хромным сдвигом I полосы на 54 нм при добавлении алюминия хлорида, даль-

нейшее прибавление кислоты хлористоводородной не привело к его разложе-

нию (таблица 8) [106].

ЯМР 1Н (DMSO): 8.10 (2H, д, J=8.0, H2’, H6’), 7.0 (2H, д, J=8.0, H3’, H5’),

6.54 (1H, д, J=2.0, H8), 6.28 (1H, д, J=2.0, H6).

ЯМР 13С (DMSO): 93.50 (С8), 98.21 (С6), 103.16 (С10), 115.42 (С3’, C5’),

121.74 (С1’), 129.57 (С2’, C6’), 135.67 (С3), 146.81 (С2), 156.23 (С9), 159.25 (С4’),

160.72 (С5), 163.96 (С7), 175.90 (С4).

На основании проведенных исследований и сравнения со стандартным

образцом выделенное вещество 3.21 отнесено к кемпферолу.

Вещество 3.22, дигидрокверцетин (таксифолин) (2-(3,4-

дигидроксифенил)-3,5,7-тригидро-4H-хромен-4-он) представляет собой кри-

сталлы светло-желтого цвета, C15H12O7 ,с т. пл. 222-224°C. UV (EtOH, λ, nm):

261, 293, 336.

В присутствии Na ацетата наблюдался батохромный сдвиг I полосы на

15 нм, что предполагает наличие свободной гидроксильной группы в C-7 по-

ложении. Под влиянием Na ацетата и кислоты борной происходил батохром-
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ный сдвиг I полосы на 18 нм, что говорит о наличии гидроксильных групп в C-

3´,4´положениях кольца B. При добавлении алюминия хлорида наблюдался

батохромный сдвиг I полосы на 45 нм, не разлагающийся при последующем

прибавлении кислоты хлористоводородной, что говорит о наличии гидро-

ксильной группы в положении C-3,5 (таблица 8) [106].

ЯМР 1Н (DMSO): 4.50 (1H, д, J=11.1, H3), 4.98 (1H, д, J=11.1, H2), 5.85

(1H, д, J=2.1, H6), 5.90 (1H, д, J=2.1, H8), 6.74 (2H, с, H2’, H5’), 6.87 (1H, с, H6’),

8.96 (1H, с, OH3’), 9.01 (1H, с, OH4’), 10.81 (1H, с, OH7), 11.89 (1H, с, OH5).

ЯМР 13C (DMSO): 71.57 (C3), 83.04 (C2), 94.92 (C8), 95.94 (C6), 100.56

(C10), 115.41 (C5’), 115.38 (C2’), 119.34 (C6’), 128.0 (C1’), 144.91 (C3’), 145.73 (C4’),

162.52 (C9), 163.34 (C5), 166.76 (C7), 197.72 (C4).

На основании результатов УФ, ЯМР – спектроскопии и сравнения со

стандартным образцом свидетеля выделенное вещество 3.22 отнесено к дигид-

рокверцетину.

О-гликозиды флавоноидов

Вещество 3.23, цинарозид (лютеолин-7-O-β-D-глюкопиранозид), пред-

ставляет собой кристаллическое вещество желтого  цвета. C21H20O11, т. пл.

256–258С. UV spectrum (EtOH, λ , nm): 260,348.

Вещество 3.23 на хроматограмме имеет зону адсорбции темного цвета,

переходящего в желтый после проявления циркония оксихлоридом и в оран-

жевый при обработке парами аммиака (таблица 7). Вещество дает положи-

тельную цианидиновую реакцию  (слой октанола не окрашивается окрашива-

ется), восстанавливает жидкость Фелинга только после гидролиза, что говорит

о гликозидной природе выделенного флавоноида.

При добавлении алюминия хлорида наблюдался батохромный сдвиг

(EtOH, λ , nm): 279, 396, что говорит о наличии свободных оксигрупп в 5, 3´,

4´-положениях [106]. Исследованиями спектральных характеристик в УФ-

области определено, что углеводный компонент может располагаться у С-7

(отсутствие батохромного сдвига с натрия ацетатом).
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ЯМР 1Н (Aceton-d6 + D2O): 3.42 (1H, т, J=9.0, H4’), 3.49 (1H, т, J=9.0, H2”),

3.56 (1H, т, J=9.0, H3”), 3.60 (1H, м, H5”), 3.68 (1H, дд, J=12.2, 5.6, H6a”), 3.85

(1H, дд, J=12.2, 1.8, H6b”), 5.10 (1H, д, J=7.8, H1”), 6.44 (1H, д, J=1.8, H6), 6.63

(1H, s, H3), 6.83 (1H, д, J=1.8, H8), 6.95 (1H, д, J=8.0, H5’), 7.41 (1H, д, J=8.0,

H6’), 7.43 (1H, уш.с., H2’).

ЯМР 13C (Aceton-d6 + D2O): 61.7 (C6”), 70.3 (C4”), 73.8 (C2”), 76.8 (C3”),

77.4 (C5”), 95.8 (C8), 100.5 (C6), 100.7 (C1”), 103.7 (C3), 106.3 (C10), 113.8 (C2”),

116.5 (C5’), 120.3 (C6’), 122.6 (C1’), 146.3(C3’), 150.4 (C4’), 158.0 (C9), 161.8 (C5),

163.9 (C7), 165.8 (C2), 183.1 (C4).

На основании результатов УФ, ЯМР – спектроскопии и сравнения со

стандартным образцом свидетеля выделенное вещество 3.23 отнесено к  цина-

розиду [82].

Вещество 3.24, гиперозид (кверцетин-3-О-β-D-галактопиранозид) пред-

ставляет собой кристаллы светло-желтого цвета, C21H20O12, т. пл. 235–2370C.

UV spectrum (EtOH, λ , nm): 257, 267, 364.

Вещество 3.24 на хроматограмме в УФ-свете имеет зону адсорбции тем-

но-желтого цвета (таблица 7), дает положительную цианидиновую реакцию

по Брианту (слой октанола  не окрашивается), что говорит о гликозидной при-

роде выделенного флавоноида [237].

Под влиянием Na ацетата произошел батохромный сдвиг I полосы на 19

нм, что предполагает наличие свободной гидроксильной группы в C-7 поло-

жении. При добавлении Na ацетата и кислоты борной происходил батохром-

ный сдвиг I полосы на 16 нм, что говорит о наличии гидроксильных групп в C-

3´,4´положениях кольца B. Добавление алюминия хлорида вызвало батохром-

ный сдвиг I полосы на 55 нм, не разлагающийся при последующем прибавле-

нии кислоты хлористоводородной, что предполагает наличие гидроксильной

группы в положениях C-3,5 (таблица 8) [106].

ЯМР 1Н (CD3OD): 3.49 (1H, т, J=6.0, H5"), 3.56 (1H, м, H3"), 3.65 (2H, дд,

J=11.2, 6.0, H6"), 3.81(1H, дд, J=9.5, 8.0, H2"), 3.86 (1H, м, H4"), 5.26 (1H, д,
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J=7.6, H1"), 6.23 (1H, д, J=2.0, H6), 6.43 (1H, д, J=2.0, H8), 6.89 (1H, дд, J=8.6,

2.0, H5'), 7.62 (1H, дд, J=8.6, 1.1, H6'), 7.82 (1H, д, J=2.0, H2').

ЯМР 13C (CD3OD): 62.10 (C6"), 70.12(C4"), 73.25 (C2"), 75.18 (C3"), 77.37

(C5"), 94.91 (C8), 100.07 (C6), 105.16 (C1"), 105.66 (C10), 116.39 (C5'), 117.92 (C2'),

123.16 (C6'), 123.34 (C1'), 135.66 (C3), 146.12 (C3'), 150.06 (C4'), 158.56 (C9),

158.92 (C2), 163.19 (C5), 166.13 (C7), 179.61 (C4).

На основании результатов УФ, ЯМР–спектроскопии, вещество 3.24 было

идентифицировано как гиперозид.

Вещество 3.25, байкалин (байкалеин-7-глюкуронид), представляет со-

бой кристаллы желтого цвета, С22 Н21 О11, т. пл. 220–2220 C. UV spectrum

(EtOH, λ, nm): 218, 283, 324.

При добавлении алюминия хлорида наблюдался батохромный сдвиг

(EtOH, λ, nm): 223, 295, 344.

ЯМР 1Н (DMSO-d6):  3.37 (1H, т, J=9.0, H4”), 3.43 (2H, м, H2”, H3”), 4.05

(1H, д, J=9.0, Н5”), 5.23 (1H, д, J=7.9, H1”), 7.0 (1H, с, H3), 7.09 (1H, с, H8), 7.61

(3H, м, H3’, H4’, H5’), 8.08 (2H, м, H2’, H6’).

ЯМР 13С (DMSO-d6): 71.39 (C4”), 72.73 (C2”), 75.11 (C5”), 75.28 (C3”), 93.73

(C8), 99.76 (C1”), 104.12 (C3), 106.07 (C10), 126.14 (C2’, C6’), 129.07 (C3’, C5’),

130.15 (C6), 130.28 (C1’), 132.14 (C4’), 146.56 (C5), 149.38 (C9), 150.93 (C7),

163.91 (C2), 170.76 (C6”), 182.46 (C4).

Выполненные исследования и сравнительный анализ с достоверным об-

разцом свидетеля позволили отнести выделенное вещество 3.25 к байкалину.

Вещество 3.26, рутин (3-O-рутинозид кверцетина), представляет собой

кристаллы бледно-желтого цвета, C27H30O16, с т. пл. 188–190°C. UV spectrum

(EtOH, λ, nm): 259, 270, 361.

Вещество 3.26 на хроматограмме в УФ-свете имеет зону адсорбции буро-

го цвета, переходящего в желтый в результате проявления раствором циркония

оксихлорида и в оранжевый при действии паров аммиака. Вещество проявляет
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положительную цианидиновую реакцию по Брианту (слой октанола не окра-

шивается), восстанавливает жидкость Фелинга после гидролиза, что говорит

о гликозидной природе выделенного флавоноида [237].

В присутствии Na ацетата наблюдался батохромный сдвиг I полосы на

39 нм, что предполагает наличие свободной гидроксильной группы в C-7 по-

ложении. Под влиянием Na ацетата и кислоты борной происходил батохром-

ный сдвиг I полосы на 29 нм, что говорит о наличии гидроксильных групп в C-

3´,4´положениях кольца B. При добавлении алюминия хлорида наблюдался

батохромный сдвиг I полосы на 42 нм, не разлагающийся при последующем

прибавлении кислоты хлористоводородной, что говорит о наличии гидро-

ксильной группы в положении C-3,5 (таблица 8).

ЯМР 1Н (CD3OD): 1.12 (3H, д, J=6.3, H6”’), 3.30- 3.85 (10Н, м, Н2’’, Н3’’,

Н4’’, Н5’’, Н6’’a, Н6’’b, Н2’’’, Н3’’’, Н4’’’, Н5’’’), 4.52 (1H, д, J=1.5, H1’’’), 5.10 (1H, д,

J=7.5, H1’’), 6.20 (1H, д, J=2.1, H6), 6.38 (1H, д, J=2.1, H8), 6.88 (1H, д, J=8.4,

H5’), 7.63 (1H, дд, J=8.5, 2.2, H6’), 7.67 (1H, д, J=2.05, H2’).

ЯМР 13С (CD3OD): 18.0 (C6’’’), 68.7 (C6’’), 69.9 (C5’’’), 71.5 (C4’’), 72.3

(C2’’’), 72.4 (C3’’’), 74.1 (C4’’’), 75.9 (C2’’), 77.4 (C5’’), 78.3 (C3’’), 95.1 (C8), 100.2

(C6), 102.6 (C1’’’), 105.0 (C1’’), 105.8 (C10), 116.3 (C5’), 118.0 (C2’), 123.4 (C1’),

123.8 (C6’), 135.9 (C3), 146.1 (C3’), 150.1 (C4’), 158.8 (C2), 159.7 (C9), 163.3 (C5),

166.3 (C7), 179.7 (C4).

На основании результатов УФ, ЯМР –спектроскопии, а также отсутствие

депрессии температуры плавления выделенного вещества и достоверного об-

разца, вещество 3.26 было идентифицировано как рутин.

С-гликозиды

Вещество 3.27, витексин (8-C-β-D-глюкопиранозид апигенина), пред-

ставляет собой кристаллы светло-желтого цвета, C21H20O10 ,с т. пл. 263-2650C.

UV spectrum (EtOH, λ , nm): 272, 336.
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При добавлении алюминия хлорида наблюдался батохромный сдвиг

(EtOH, λ, nm): 284, 386. При добавлении Na ацетата наблюдался батохромный

сдвиг (EtOH, λ, nm): 280, 378.

ЯМР 1Н (Aceton-d6 + D2O): 3.53 (1H, м, H5′′), 3.54 (1H, м, H3″), 3.57 (1H,

м, H4″), 3.74 (1H, дд, J=12.3, 5.5, H6a″), 3.77 (1H, дд, J=12.3, 2.0, H6b″), 4.11 (1H,

т, J=9.0, H2″), 4.85 (1H, д, J=9.9, H1″), 6.44 (1H, с, H8), 6.60 (1H, с, H3), 6.95 (2H,

д, J=8.6, H3′, H5′), 7.85 (2H, д, J=8.6, H2′, H6′).

ЯМР 13С (Aceton-d6 + D2O): 61.7 (C6″), 70.6 (C4″), 72.0 (C2″), 74.5 (C1″),

79.2 (C3″), 81.6 (C5″), 95.3 (C8), 103.4 (C3), 104.3 (C10), 108.7 (C6), 116.7 (C3′, C5′),

122.4 (C1′), 129.0 (C2′, C6′), 157.7 (C9), 161.0 (C5), 162.0(C4′), 164.5 (C7), 165.0

(C2), 183.1 (C4).

По данным УФ, ЯМР-спектрального анализа, по литературным данным

выделенное вещество 3.27 было идентифицировано как витексин [237].

В ходе выполненных исследований по выделению индивидуальных со-

единений из листьев хмеля обыкновенного во фракциях 22–26 выделен 1 фи-

тостерин 3.42 (54 мг). Во фракциях 27–34, в хлороформных фракциях водно-

спиртового извлечения из сырья хмеля обыкновенного выделено 2 кумарина:

3.09 умбеллиферон (13 мг) и 3.10 кумарин (16 мг). Во фракциях 40-44 выделе-

на галловая кислота 3.11 (12 мг), во фракциях 45–49 и в эфирно-метанольном

растворе, полученном после отделения флавоноидов из этилацетатной фрак-

ции, выделены – 5 оксикоричных кислот: 3.12 кофейная (11 мг), 3.13 феруло-

вая (16 мг), 3.14 хлорогеновая (12 мг), 3.15 неохлорогеновая (18 мг), 3.16 ко-

ричная (14 мг). Структуру выделенных веществ определяли качественными

реакциями, методами хроматографии, сравнением с достоверными образцами

свидетелей, на основании физико-химических свойств, методами УФ-

спектроскопии с использованием диагностических и комплексообразующих

реактивов, а также данных ЯМР-спектроскопии.

Методом колоночной хроматографии выделены вещества 3.17 танин

(11 мг), 3.36 ЭГКГаллат (23 мг), 3.37 эпикатехин (17 мг). Структуру выделен-
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ных веществ определили методами ЯМР-, УФ-спектроскопии. Физико-

химические свойства танина описаны выше.

Вещество 3.36, эпигаллокатехинагаллат (5,7-дигрокси-2-(3,4,5-

тригидроксифенил)-3,4-дигидро-2H-хромен-3-ил-3,4,5-тригидроксибензоат),

C22H18O11. Представляет собой аморфный порошок светло-жёлтого цвета со

слабым своеобразным запахом, вяжущего вкуса, растворимый в воде, этаноле

и глицерине. Идентифицирован на основании результатов ЯМР-спектроскопии

(ЯМР 13С совпал с данными в журнале Food Chemistry 118 (2010) р. 740).

ЯМР 1Н (acetone-d6): 2.89 (1H, дд, J=2.3, 17.3, Н4a), 3.02 (1H, дд, J=4.5,

17.3, Н4b), 5.05 (1H, с, H2), 5.54 (1H, т, J=2.3, H3), 6.01 (1H, д, J=2.4, H6), 6.04

(1H, д, J=2.4, H8'), 6.61 (2H, с, H2’, H6’), 7.01 (2H, с, H2’, H6’).

ЯМР 13С (acetone-d6): 78.1 (C2), 69.2 (C3), 26.6 (C4), 157.1 (C5), 95.8 (C6), 157.8

(C7), 96.5 (C8), 157.4 (C8a), 99.0 (C4a), 130.7 (C1'), 106.7 (C2', C6'), 146.2 (C3', C5'), 133.1

(C4'), 121.9 (C1’’), 110.0 (C2’’, C6’’), 145.9 (C3’’, C5’’), 138.8 (C4’), 166.0 (C=O).

По результатам ЯМР-спектроскопии и сравнение с достоверным образ-

цом свидетеля выделенное вещество 3.36 отнесено к ЭГКГаллату.

Вещество 3.37, эпикатехин, C15H14O6, представляет собой светло-

жёлтый аморфный порошок со слабым специфическим запахом, вяжущего

вкуса, растворимый в воде, спирте этиловом и глицерине. Идентифицирован

на основании результатов ЯМР-спектроскопии (ЯМР 13С совпал с данными

в журнале Food Chemistry 118 (2010) р. 740).

ЯМР 1Н (acetone-d6): 6.97 (1H, д, J=1.7, H2’); 6.78 (1H, дд, J=7.5, 1.7, H6’); 6.74

(1H, д, J=7.5, H5’); 5.94 (1H, д, J=2.2, H6) 5.91 (1H, д, J=2.2, H8); 4.81 (1Н, с, H2); 4.17

(1Н, уш.с., H3); 2.85 (1H, дд, J=4.5, 16.5, H4a); 2.73 (1H, дд, J=2.5, 16.7, H4b).

ЯМР 13С (acetone-d6): 29.22 (C4); 67.74 (C3); 79.85 (C2); 95.92 (C8); 96.46

(C6); 100.09 (C10); 115.34 (C2’), 115.92 (C5’); 119.12 (C6’); 132.30 (C1’); 145.72

(C4’); 145.89 (C3’); 157.34 (C9); 157.61 (C7); 157.95 (C5).
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По результатам ЯМР-спектроскопии и сравнение с достоверным образ-

цом свидетеля выделенное вещество 3.37 отнесено к эпикатехину.

Во фракциях 54–67 – 7 флавоноидных соединений: агликоны флавонои-

дов 3.20 кверцетин (17 мг), 3.21 кемпферол  (19 мг), 3.22 дигидрокверцетин

(таксифолин) (14 мг), 3.35 лютеолин (21 мг); О – гликозиды флавоноидов 3.23

цинарозид (14 мг), 3.24 гиперозид (16 мг), 3.26 рутин (17 мг). Указанные со-

единения идентифицированы методами ЯМР-спектроскопии, ТСХ, БХ, УФ-

спекторметрии, сравнением состандартными образцами свидетелей.

Структуру выделенного вещества 3.35 определили методами хромато-

графии, сравнением со стандартным образцом свидетеля, на основании физи-

ко-химических свойств, методами УФ-спектроскопии с использованием диаг-

ностических и комплексообразующих реактивов.

Вещество 3.35, лютеолин (5,7,3’,4’-тетраоксифлавон), кристаллическое

вещество желтого цвета, C21H20O11, т.пл. 266–268 C. UV spectrum (EtOH, λ,

nm): 260,348. При добавлении алюминия хлорида наблюдался батохромный

сдвиг (EtOH, λ, nm): 279, 388. Полученные результаты позволили предполо-

жить, что выделенное вещество лютеолин (3.35).

Фитостерины

Полученное вещество 3.42 представляло собой белые кристаллы с жел-

товатым оттенком. Для определения структуры вещества 3.42 использовались

методы ЯМР 1Н-, ЯМР 13С- и УФ-спектроскопии. На рисунках 14–17 приведе-

ны спектры ЯМР 1Н-, 13С-, УФ-спектры указанного вещества.

В спектрах ЯМР13С вещества 3.42 приведены сигналы двенадцати СН2-

групп, двух четвертичных атомов углерода, шести СН3- и тринадцати СН-групп,

одна двойная связь; сигналы карбоксильных и карбонильных групп отсутствуют.

Положения сигналов протонированных атомов углерода и их протонов

определены на основании анализа спектров HSQC и COSY.
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Характеристичными параметрами химических сдвигов ацетального цен-

тра глюкопиранозильной системы явились сигналы протон Н-1’ (δН 4.22) и уг-

леродного атома С-1’ (δС 101.26). Отнесения протонов Н-2’, Н-3’, Н-4’, Н-5’

и Н-6’ проведены исходя от протона Н-1’. Оставшиеся сигналы  относятся к β-

ситостеролу. Наличие в спектре HMBC пика корреляции С-3/ Н-1’ говорит

о том, что вещество относится к гликозидам. Таким образом, β-ситостерол свя-

зан через 1’/3-гликозидную связь с β-D-глюкопироназидом (рисунки 15, 16,

приложения 12, 13).

Рисунок 14 – Спектр раствора вещества

β-ситостерола-3-O-β-D-глюкопиранозида
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Рисунок 15 – Спектр ЯМР 13С β-ситостерола-3-O- β-D-глюкопиранозида в DMSО

145
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Рисунок 16 – Спектр ЯМР 1H β-ситостерола-3-O- β-D-глюкопиранозида в DMSO
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ЯМР 1Н (DMSO-d6, δ/м.д., J/Гц): 0.65 (3H, с, H-18), 0.78 (3H, д, J=7.0, H-

26), 0.80 (3H, д, J=7.0, H-27), 0.81 (3H, д, J=7.0, H-29), 0.85 (1H, м, H-9), 0.98

(3H, д, J=6.5, H-21), 0.92 (1H, м, H-24), 0.94 (3H, с, H-19), 0.96 (1H, м, H-14),

0.98 (1H, м, H-1a), 0.99 (1H, м, H-22a), 1.03 (1H, м, H-15a), 1.07 (1H, м, H-17),

1.13 (3H, м, H-23a, H-23b, H-12b), 1.25 (3H, м, H-28a, H-22b, H-28b), 1.29 (1H, м,

H-16b), 1.33 (1H, м, H-20), 1.37 (1H, м, H-8), 1.39 (1H, м, H-7a), 1.41 (1H, м, H-

11a), 1.47 (2H, м, H-2a, H-11b), 1.55 (1H, м, H-15b), 1.61 (1H, м, H-25), 1.79 (3H,

м, H-16a, H-2b, H-1b), 1.92 (2H, м, H-12a, H-7b), 2.12 (1H, дт, J=13.0, 1.8, H-4a),

2.35 (1H, ддд, J=13.0, 4.5, 1.8, H-4b), 2.89 (1H, дт, J=8.0, 4.5, H-2’), 3.00 (1H, дт,

J=8.0, 4.5, H-4’), 3.05 (1H, дд, J=8.0, 4.5, H-5’), 3.11 (1H, дт, J=8.0, 4.5, H-3’),

3.40 (1H, дд, J=11.0, 5.5, H-6’b), 3.45 (1H, м, H-3, 3.64 (1H, ддд, J=11.0, 5.5, 4.5,

H-6’a), 4.22 (1H, д, J=8.0, H-1’), 4.46 (1H, т, J=5.5, С6’ОH), 4.89 (1H, д, J=4.5,

С4’ОH), 4.91 (1H, д, J=4.5, С2’ОH), 4.93 (1H, д, J=4.5, С3’ОH), 5.32 (1H, дд,

J=3.7, 2.8, H-6).

ЯМР 13С (DMSO-6, δ/м.д.): 12.21 (C-18), 12.31 (C-29), 19.14 (C-21), 19.45

(C-26), 19.63 (С-19), 20.63 (С-27), 21.12 (С-11), 23.10 (C-28), 24.39 (С-15), 25.90

(С-23), 28.33 (C-16), 29.19 (С-25), 29.78 (С-2), 31.89 (C-7), 31.94 (С-8), 33.84 (С-

22), 36.01 (C-20), 36.74 (С-10), 37.34 (С-1), 38.80 (C-4), 39.50 (С-12), 42.37 (С-

13), 45.63 (C-24), 50.11 (С-9), 55.92 (С-17), 56.69 (C-14), 61.60 (С-6’), 70.60 (С-

4’), 73.98 (С-2’), 77.28 (С-5’), 77.29 (С-5’), 77.38 (С-3), 101.26 (С-1’), 121.78 (С-

6), 140.96 (С-5).

Таким образом, нами определена структура вещества 3.42 из группы сте-

ринов – β-ситостерол-3-О-β-D-глюкопироназид. На рисунке 17 представлена его

структурная формула.
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Рисунок 17 – Структурная формула β-ситостерол-3-О-β-D-глюкопироназида

Таблица 9 – Выделенные и идентифицированные вещества фенольной приро-

ды из сырья растений рода первоцвет и рода хмель

№ Наименование

вещества

Брутто-

формула,

молекуляр-

ная масса

Т пл.,° С
Сырьевые источни-

ки

1 2 3 4 5

1. Флавоноиды

1.1.Флавоны

1 Апигенин
С15 Н10 О5,

270,24
341-344

П. весенний

П. крупночашечный

2 Байкалин

С22 Н21 О11,

461,10
220-222

П. весенний

П. крупночашечный

3 Витексин

С21Н20О10,

432,20
263-265

П. весенний

П. крупночашечный
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Продолжение таблицы 9

1 2 3 4 5
4 Цинарозид

С12 Н20О11,

448,00
256-258

П. весенний

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

5 Лютеолин

С15 Н10 О6,

286,24
228-330

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

1.2. Флавонолы

6 Кверцетин

С15 Н10 О7,

302,00
310-312

П. весенний

П. крупночашечный

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

7 Рутин

С27 Н30О16,

610,52
188-190

П. весенний

П. крупночашечный

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

8 Кемпферол

С15 Н10 О6,

286,23
276-277

П. весенний

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый
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Продолжение таблицы 9

1 2 3 4 5

9 Гиперозид

С21Н20О12,

464,00
235-237

П. крупночашечный

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

10 Кверцимеритрин

C21H20O12,

464,00
247-249

П. крупночашечный

1.3. Флаванонолы

11 Дигдрокверцетин,

таксифолин
С15 Н12 О7,

304,25 222-224

П. весенний

П. крупночашечный

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

1.4. Изофлавоноиды

12 Генистин

С21Н20О10,

432,38
254

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

13 Генистеин

С15Н10О5,

270,24
297-298

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый
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Продолжение таблицы 9

1 2 3 4 5

14 Даидзеин

С15Н10О4,

254,24
–

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

2. Простые фенолы

15 Арбутин С12Н16О7,

272,26

195-197

П. весенний

П. крупночашечный

3. Дубильные вещества

16 Катехин

С15 Н14 О6,

308,28
93-96 П. крупночашечный

17 ЭГКГалат

С22 Н18 О11,

458,37
–

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

18 Эпикатехин

C15H14O6,

290,27
–

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый
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Продолжение таблицы 9

1 2 3 4 5

4. Кумарины

19 Умбеллиферон

С9 Н6 О3,

162,88
233-234

П. весенний

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

20 Кумарин

С9 Н6 О2,

146,89
67-68

П. весенний

П. крупночашечный

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

5. Фенолокислоты

21 Галловая кислота

С7Н6О5,

170,00
254-256

П. весенний

П. крупночашечный

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

22 Салициловая кислота

С7Н6О3,

138,00
157-159 П. крупночашечный

6. Гидроксикоричные кислоты

23 Коричная кислота

С9 Н8 О2,

148,16
133

П. весенний

П. крупночашечный

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

O O
2
3

45

67
8
9

10
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Продолжение таблицы 9

1 2 3 4 5

24 Кофейная кислота

С9 Н8 О4,

184,30
193-195

П. весенний

П. крупночашечный

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

25 Феруловая кислота

С10 Н10 О4,

194,19
167-169

П. весенний

П. крупночашечный

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

26 Хлорогеновая кислота

С16 Н18 О9,

353,08
203-205

П. весенний

П. крупночашечный

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

27 Неохлорогеновая

кислота
С16 Н18 О9,

354,00
–

П. крупночашечный

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

7. Стильбены

28 Ресвератрол

С14 Н12 О3,

228,25
261-263

Х.О. дикорастущий

Х.О. культивируе-

мый

Примечание: П – первоцвет; Х.О. – хмель обыкновенный.
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3.4. Сравнительное изучение состава основных групп биологически

активных веществ растений рода первоцвет.

Исследование полиметоксилированных флавоноидов

Согласно данным литературы и результатам наших исследований, полиме-

токсилированнные флавоноиды, производные флавонов специфичны для рас-

тений рода первоцвет разных видов. Поэтому представляло интерес провести

сравнительный анализ по содержанию указанной группы БАВ в исследуемых

видах первоцвета.

Компонентный состав выделенных липофильных флавоноидов был иден-

тифицирован методами хромато-масс-спектрометрии, ЯМР 1Н-, ЯМР 13С-

спектроскопии (глава 2, раздел 2.2.6).

Идентификацию зарегистрированных масс-спектров выделенных веществ

проводили с помощью библиотеки масс-спектров NIST-05. Относительное со-

держание компонентов смеси (количественный анализ) вычисляли  из соотно-

шений площадей хроматографических пиков (методом простой нормировки).

Результаты исследований представлены на рисунках 18, 19, в таблице 10.

Рисунок 18. Хроматограмма липофильной фракции первоцвета весеннего

154

3.4. Сравнительное изучение состава основных групп биологически

активных веществ растений рода первоцвет.

Исследование полиметоксилированных флавоноидов

Согласно данным литературы и результатам наших исследований, полиме-

токсилированнные флавоноиды, производные флавонов специфичны для рас-

тений рода первоцвет разных видов. Поэтому представляло интерес провести

сравнительный анализ по содержанию указанной группы БАВ в исследуемых

видах первоцвета.

Компонентный состав выделенных липофильных флавоноидов был иден-

тифицирован методами хромато-масс-спектрометрии, ЯМР 1Н-, ЯМР 13С-

спектроскопии (глава 2, раздел 2.2.6).

Идентификацию зарегистрированных масс-спектров выделенных веществ

проводили с помощью библиотеки масс-спектров NIST-05. Относительное со-

держание компонентов смеси (количественный анализ) вычисляли  из соотно-

шений площадей хроматографических пиков (методом простой нормировки).

Результаты исследований представлены на рисунках 18, 19, в таблице 10.

Рисунок 18. Хроматограмма липофильной фракции первоцвета весеннего

154

3.4. Сравнительное изучение состава основных групп биологически

активных веществ растений рода первоцвет.

Исследование полиметоксилированных флавоноидов

Согласно данным литературы и результатам наших исследований, полиме-

токсилированнные флавоноиды, производные флавонов специфичны для рас-

тений рода первоцвет разных видов. Поэтому представляло интерес провести

сравнительный анализ по содержанию указанной группы БАВ в исследуемых

видах первоцвета.

Компонентный состав выделенных липофильных флавоноидов был иден-

тифицирован методами хромато-масс-спектрометрии, ЯМР 1Н-, ЯМР 13С-

спектроскопии (глава 2, раздел 2.2.6).

Идентификацию зарегистрированных масс-спектров выделенных веществ

проводили с помощью библиотеки масс-спектров NIST-05. Относительное со-

держание компонентов смеси (количественный анализ) вычисляли  из соотно-

шений площадей хроматографических пиков (методом простой нормировки).

Результаты исследований представлены на рисунках 18, 19, в таблице 10.

Рисунок 18. Хроматограмма липофильной фракции первоцвета весеннего



155

Рисунок 19 – Хроматограмма липофильной фракции

первоцвета крупночашечного

Таблица 10 – Сравнительный анализ полиметоксилированных флавоноидов

первоцвета весеннего и первоцвета крупночашечного

№ Компоненты

Первоцвет весенний
Первоцвет

крупночашечный

концент-

рация,%

(внутрен-

няя нор-

мализа-

ция)

Rt, мин.

(внутрен-

няя нор-

мали-

зация)

концент-

рация,%

(внутрен-

няя нор-

мализа-

ция)

Rt, мин.

(внут-

ренняя

нормали-

зация)

1 2 3 4 5 6

1
Флавон

(2-фенил-4H-хромен-4-он)
0,40 21,15 – –

2

8-метокси-флавон

(8-метокси-2-фенил-4H-

хромен-4-он)

10,38 22,80 10,58 22,80
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Рисунок 19 – Хроматограмма липофильной фракции

первоцвета крупночашечного
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Продолжение таблицы 10
1 2 3 4 5 6

3

3’-метокси-флавон

(3’-метокси-2-фенил-4H-

хромен-4-он)

4,12 23,27 3,79 23,27

4

3’,4’-метилендиокси-5’-

метоксифлавон

(2-(3,4-метилендиокси-

фенил)-3-гидрокси-4H-

хромен-4-он)

22,17 24,59 23,16 24,60

5

3-ацетил-7,8-диметокси-

2-диметил-1Н-нафто(2,1-

б)пиран-1-он

(3-ацетил-7,8-диметокси-

2-метил-1H-

бензо[f]хромен-1-он)

5,87 26,50 12,65 26,50

6

5, 6, 2’, 6’-

тетраметоксифлавон (запо-

тин, 2-(2,6диметксифенил)-

5,6,-диметокси-4H-хромен-

4-он)

31,04 27,06 37,14 27,06

7

5,6,7,3’,4’, -

пентаметоксифлавон

(синенсетинт, 2-(3,4-

диметоксифенил)-5,6,7-

триметокси-4Н-

бензопиран-4-он)

3,65 28,47 7,12 28,48
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Результаты хромато-масс-спектрометрического анализа исследуемых

образцов сырья показал наличие в траве первоцвета весеннего 7 полиметокси-

лированных флавоноидов, а в траве первоцвета крупночашечного – 6.

Учитывая проблемы стандартизации пищевого и лекарственного раститель-

ного сырья, выбор специфических маркерных соединений является актуальной за-

дачей для практической фармации и пищевой промышленности [14, 15, 17].

По данным таблицы 10 и хроматограмм липофильных фракций перво-

цвета весеннего и первоцвета крупночашечного, установлено наибольшее со-

держание (22,17 и 23,16% соответственно) и  наименьшее время удерживания

вещества 3’,4’-метилендиокси-5’-метоксифлавона в исследуемых образцах

сырья. Поэтому вещество 3’,4’-метилендиокси-5’-метоксифлавон может быть

использовано в качестве  специфического маркера для стандартизации надзем-

ной части первоцвета весеннего (Primula veris L.), на что получен патент РФ на

изобретение № 2532999 от 20.01.15 «Новое природное вещество из травы пер-

воцвета весеннего». Таким образом, данное исследование расширит перечень

специфических веществ-маркеров для стандартизации лекарственного расти-

тельного сырья.

Исследование липофильных веществ

Учитывая факт присутствия липофильных флавоноидов в растениях ро-

да первоцвет, представляло интерес исследовать состав иных липофильных

соединений. Для этого из образцов лекарственного растительного сырья травы

первоцветов весеннего и крупночашечного были получены липофильные ком-

плексы путем исчерпывающей экстракции органическим растворителем

и проведен качественный, количественный анализ  липофильных веществ, вы-

деленных из сырья. Для этого нами был использован метод хроматографии с

хромато-масс-спектрометрическим детектированием (глава 2, раздел 2.2.6).

Исследование липофильных фракций, полученных из указанных образ-

цов сырья, показало наличие в них соединений различной химической приро-

ды: терпеноидов, насыщенных и ненасыщенных высокомолекулярных жирных
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кислот, их производных и метиловых эфиров, стеринов, токоферолов, а также

различных углеводородов. Результаты исследования  липофильных соедине-

ний представлены в таблице 11 и на рисунках в приложениях 14–17. В таблице

11 указаны соединения, идентифицированные с вероятностью более 90%.

Таблица 11 – Сравнительный анализ липофильных веществ первоцвета весен-

него и первоцвета крупночашечного

№ Компоненты

Первоцвет весенний
Первоцвет

крупночашечный

концент-

рация,%

(внутрен-

няя нор-

мализа-

ция)

Rt, мин.

(внутрен-

няя нор-

мали-

зация)

концент-

рация,%

(внутрен-

няя нор-

мализа-

ция)

Rt, мин.

(внутрен-

няя норма-

ли-зация)

1 Фитол 13,71 17,24 3,19 17,24

2 6,10,14-триметил 2-

пентадеканон
0,87 17,30 0,63 17,30

3 Изофитол 5,67 17,69 1,29 17,69

4 Метиловый эфир паль-

митиновой кислоты
0,70 18,14 0,54 18,14

5 Метиловый эфир-9,12-

октадекадиеновой ки-

слоты

0,57 19,77 0,49 19,79

6 Метиловый эфир-

9,12,15-

октадекатриеновой ки-

слоты

0,52 19,83 0,43 19,85

7 Генэйкозан 0,54 21,51 – –
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Содержание насыщенных, ненасыщенных жирных кислот и их

производных в изучаемых образцах сырья практически одинаково.

Характерным является наличие одноненасыщенного дитерпенового спирта

фитол (в п. весеннем – 13,71%, в п. крупночашечном – 3,19%), входящего

в состав хлорофилла, витамина Е и витамина K1; изофитол (в п. весеннем –

5,67%, в п. крупночашечном – 1,29%). Отмечено наличие производных окта-

декадиеновой  и октадекатриеновой кислот, что согласуется с литературными

данными.

Исследование тритерпеновых сапонинов

Качественное  определение кислоты урсоловой

Качественное обнаружение тритерпеновых сапонинов в водно-спиртовых

извлечениях из сырья первоцветов проводили по реакции осаждения с раство-

ром свинца ацетата 10%; а также с раствором меди сульфата 10% в присутствии

кислоты серной концентрированной (реакция Лафона), наблюдалось появление

сине-зеленого окрашивания. Проведенная реакция Сальковского (хлороформ-

ный слой окрасился в оранжевый цвет) также подтвердила наличие данной

группы БАВ в исследуемых видах сырья (глава 2, раздел 2.2.4).

Для определения качественного состава тритерпеновых сапонинов  ис-

пользовали метод ТСХ на пластинках с кизельгелем («Kieselgel 40 F254»,

Е.Мегк, Darmstadt)  в системе растворителей этилацетат – спирт метиловый –

диэтиламин (70:20:15) с последующим проявлением раствором ванилина.

Для чего использовали водно-спиртовые извлечение из изучаемых видов

сырья (экстрагент раствор спирта этилового 70%), гидролизаты водно-

спиртовых извлечений, а также 1% спиртовый раствор СО кислоты урсоловой,

методика приготовления описана в  главе 2 (раздел 2.2.4).

Хроматографический анализ водноспиртовых извлечений и гидролизатов

травы первоцвета весеннего и первоцвета крупночашечного показал наличие

в извлечениях изучаемых видов растений по 5 зон адсорбции до гидролиза и по 3

зоны адсорбции после гидролиза. Результаты представлены в таблице 12.
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Таблица 12 – Результаты идентификации тритерпеновых сапонинов методом

тонкослойной хроматографии в сырье первоцветов

РСО урсоловой
кислоты (Rf
зоны адсорб-
ции, цвет)

Сырье первоцвета весенне-
го, (Rf зон адсорбции, цвет)

Сырье первоцвета крупночашеч-
ного (Rf зон адсорбции, цвет)

до гидролиза
после
гидролиза

до гидролиза
после
гидролиза

–
0,44 (сине-
зеленый)

–
0,44
(сине-зеленый)

–

–
0,57(фиоле-
товый)

0,57
(фиолето-
вый)

0,57
(фиолетовый)

0,57(фиоле-
товый)

0,75 (фиоле-
товый)

0,75(фиоле-
товый)

0,75(фиоле-
товый)

0,75(фиолето-
вый)

0,75(фиоле-
товый)

– 0,82(жёлтый)
0,82
(жёлтый)

0,82(жёлтый)
0,82
(жёлтый)

–
0,99 (фиоле-
товый)

–
0,99 (фиолето-
вый)

–

Проведенные исследования показали наличие кислоты урсоловой в вод-

но-спиртовых извлечениях исследуемых образцов сырья до и после гидролиза.

Количественное определение кислоты урсоловой

Для этого была использована методика спектрофотометрического опре-

деления кислоты урсоловой, основанная на реакции с кислотой серной коцен-

трированной.

Нами были сняты спектры поглощения окрашенных после взаимодейст-

вия комплексов СО кислоты урсоловой и водно-спиртовых извлечений из сы-

рья с кислотой серной коцентрированной, как описано в главе 2 (раздел 2.2.4)

в интервале длин волн 220–430 нм. Результаты представлены на рисунке 20.

Проведенные исследования показали, что спектры поглощения окра-

шенного комплекса СО у кислоты урсоловой имеет максимум поглощения при

длине волны 306 нм, а максимумы поглощения комплексов водно-спиртовых
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извлечений из травы первоцвета весеннего и крупночашечного с кислотой

серной концентрированной составляют 310 нм и 311 нм соответственно.

Рис. 20. Спектр окрашенного комплекса извлечений из сырья и СО кислоты

урсоловой с кислотой серной концентрированной

1 – кислота урсоловая, 2 – извлечение из травы первоцвета весеннего,

3 – извлечение из травы первоцвета крупночашечного.

Таким образом, рекомендуемая длина волны для количественного опре-

деления кислоты урсоловой составляет 306±5 нм. Методика количественного

определения кислоты урсоловой описана в главе 2 (раздел 2.2.4).

Количественное содержание кислоты урсоловой в абсолютно сухом сы-

рье (X,%)  определяли по формуле (2):

D*×М×0,8×100×100×100
Х= ---------------------------------------, (2)

D×М*×10×100×0,5×(100–W)

где D* – оптическая плотность испытуемого раствора,

D – оптическая плотность ГСО кислоты урсоловой ,

1
3

2
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М* – масса сырья  в  граммах,

М – масса СО кислоты  урсоловой  в граммах,

W – потеря в массе при высушивании сырья  в процентах.

Результаты количественного определения тритерпеноидов в пересчете

на урсоловую кислоту представлены в таблице 13.

Таблица 13 – Метрологическая характеристика методики количественного опре-

деления тритерпеноидов в пересчете на кислоту урсоловую в сырье первоцветов

n f x ср. S2 S P, % t (P, f) ∆ x E, %

Трава первоцвета весеннего

6 5 3,29 0,00208 0,04560 95 2,57 0,12679 3,85

Трава первоцвета крупночашечного

6 5 5,46 0,00448 0,06693 95 2,57 0,18607 3,41

В результате проведенного исследования установлено, что содержание

тритерпеновых сапонинов в пересчете на кислоту урсоловую в траве перво-

цвета весеннего составляет 3,29%, в траве первоцвета крупночашечного –

5,46%. Ошибка единичного определения с вероятностью 95% не превышает

3,85 и 3,41% соответственно.

Проведенные исследования показали, что растения рода первоцвет могут

стать источником перспективного класса БАВ как тритерпены урсанового ря-

да, обладающие противовоспалительной, эндотелиопротектирующей, проти-

вовоспалительной и гепатопротекторной активностью. По количественному

содержанию производных тритерпенов первоцвет крупночашечный превосхо-

дит первоцвет весенний.

Исследование аминокислот

Присутствие азотсодержащих соединений (в т. ч. аминокислот) в водных

извлечениях из исследуемых видов сырья первоцвета установили, используя

цветную реакцию с нингидрином (появлялось красно-фиолетовое окрашивание).
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Качественное обнаружение аминокислот

Для определения качественного состава аминокислот использовали ме-

тод ТСХ как описано в главе 2 (раздел 2.2.2). Результаты исследования пред-

ставлены в таблице 14.

Таблица 14 – Результаты исследования аминокислотного состава сырья перво-

цветов методом ТСХ в системе метилэтилкетон-пиридин-вода-аммиак

(70:15:15:2)

№ РСО аминокислот Значения Rf

Значения Rf (около)

первоцвет

весенний

первоцвет круп-

ночашечный

1 Аспарагин 0,28 0,28 0,28

2 Пролин 0,41 0,41 0,41

3 Глицин 0,48 0,48 0,48

4 Кислота глютаминовая 0,53 0,53 0,53

5 Серин 0,58 0,58 0,58

6 Цистеин 0,64 0,64 0,64

7 Гистидин 0,68 0,68 0,68

8 Треонин 0,74 0,74 0,74

9 Тирозин 0,84 0,84 0,84

10 Кислота аспарагиновая 0,89 0,89 0,89

Таким образом, методом хроматографии в тонком слое сорбента с ис-

пользованием достоверных известных образцов аминокислот идентифициро-

ваны следующие аминокислоты: глютаминовая и аспарагиновая кислоты, гли-

цин, серин, гистидин, цистеин, треонин, пролин, тирозин.

Количественное определение аминокислот

Определение количественного содержания аминокислот проведено на

аминокислотном анализаторе «ААА-339»  как описано в главе 2 (раздел 2.2.2).

Проведенные исследования показали близость качественного состава

аминокислот изучаемых растений рода первоцвет (таблица 15). Имеются раз-
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личия в отношении единичных аминокислот, по количественному содержанию

трава первоцвета крупночашечного превосходит первоцвет весенний.

Таблица 15 – Содержание свободных аминокислот в сырье первоцветов

Наименование РСО
Содержание свободных аминокислот, мг%
сырье первоцвета
весеннего

сырье первоцвета
крупночашечного

Лизин* 0,46 0,28

Метионин* 0,03 0,27

Цистеин 0,37 0,30

Гистидин* 0,23 –

Аргинин 0,24 0,69

Треонин* 0,11 0,42

Серин 0,18 0,51

Пролин 1,06 1,59

Глицин 0,73 1,12

Валин* 1,75 1,83

Изолейцин* – 0,16

Лейцин* 0,36 0,06

Тирозин 0,39 0,45

Фенилаланин* 0,25 0,55

Суммарное содержание 6,16 8,23

* – незаменимые аминокислоты.

Исследование органических кислот

Качественное определение органических кислот

Качественный состав органических кислот сырья исследуемых видов

первоцветов исследовали методом ТСХ на пластинках «Sоrbfil» с использова-

нием достоверных образцов свидетелей, проявляемых в виде желтых  адсорб-

ционных зон на синем фоне (глава 2, раздел 2.2.2).
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По данным таблицы 16 видно, что в траве первоцвета весеннего и траве

первоцвета крупночашечного содержатся лимонная, янтарная, щавелевая, ас-

корбиновая кислоты.

Таблица 16 – Результаты исследования состава органических кислот сырья

первоцветов методом  ТСХ в системе петролейный эфир-хлороформ-кислота

муравьиная (10:4:1)

№ СО органических
кислот Значения Rf

Значения Rf (около)
первоцвет
весенний

первоцвет
крупночашечный

1 Лимонная 0,16 0,16 0,16

2 Янтарная 0,32 0,32 0,32

3 Щавелевая 0,42 0,42 0,42

4 Аскорбиновая 0,53 0,53 0,53

В ходе дальнейших исследований был использован метод ВЭЖХ (гла-

ва 2, раздел 2.2.2). Результаты  исследований представлены в таблице 17,

в приложениях 11, 12.

Таблица 17 – Результаты исследования органических кислот сырья первоцве-

тов методом ВЭЖХ

СО
органических
кислот

Трава первоцвета
весеннего

Трава первоцвета
крупночашечного

время удерживания,
мин (внутренняя
нормализация)

время удерживания,
мин (внутренняя
нормализация)

Щавелевая 7,06 7,07

Гидроксилимонная 7,85 –

Лимонная 8,82 8,84

Винная 9,54 –

Маликовая 10,50 –

Аскорбиновая 10,85 10,86

Янтарная 12,15 12,17

Фумаровая 17,34 –
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В ходе проведенных исследований для изучаемых растений впервые

идентифицированы щавелевая, лимонная, янтарная кислоты, а для первоцвета

весеннего – также гидроксилимонная, винная, маликовая, фумаровая кислоты.

Исследуемые виды сырья содержат аскорбиновую кислоту.

Количественное определение органических кислот

Определение количественного содержания свободных органических ки-

слот проводили методом кислотно-основного титрования согласно методики ГФ-

XI (глава 2, раздел 2.2.2), результаты  исследования представлены в таблице 18.

Таблица 18 – Метрологическая характеристика методики количественного оп-

ределения свободных органических кислот  в сырье  первоцветов

n f x ср. S2 S P, % t (P, f) ∆ x E, %

Трава первоцвета весеннего

6 5 7,36 0,0122 0,11045 95 2,57 0,30706 4,17

Трава первоцвета крупночашечного

6 5 6,76 0,00508 0,07127 95 2,57 0,19814 2,93

Содержание свободных органических кислот в траве первоцвета весен-

него составило 7,36%, в траве первоцвета крупночашечного – 6,76%. Ошиб-

ка единичного определения с вероятностью 95% не превышает 4,17%.

3.5 Сравнительное изучение содержания основных групп

биологически активных веществ дикорастущего вида

и культивируемых сортов хмеля обыкновенного

Исследование фенольных соединений

Идентификацию разделенных БАВ проводили, сопоставляя времена

удерживания пиков анализируемой пробы и стандартных образцов свидетелей.
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В таблицах 19, 20 и в приложениях 3–8 отражены результаты проведенных ис-

следований.

В результате проведенных исследований методом ВЭЖХ в большинстве

изучаемых образцов были идентифицированы 19 соединений  фенольной при-

роды, 13 из которых идентифицированы впервые. Вещества фенольной приро-

ды в основном представлены флавоноидами (рутин, цинарозид, гиперозид,

лютеолин-7-гликозид, дигидрокверцетин, кверцетин, кемпферол, лютеолин),

кумарином, производными фенолкарбоновых  и оксикоричных кислот (галло-

вая, хлорогеновая, цикоревая, кофейная, неохлорогеновая, феруловая, корич-

ная) и дубильными веществами (танин, эпигаллокатехингаллат, эпикатехин).

Установлено, что во всех  исследуемых образцах сырья из флавоноид-

ных соединений содержатся рутин, гиперозид, кемпферол; из производных

фенолкарбоновых и оксикоричных кислот – галловая, хлорогеновая, цикоре-

вая, кофейная, неохлорогеновая, феруловая кислоты; из дубильных веществ –

эпигаллокатехингаллат.

Из таблиц 19, 20 видно, что качественный состав различных образцов

листьев хмеля обыкновенного весьма разнообразен, представлен соединения-

ми основных групп фенольных веществ и близок по составу. Но наиболее бо-

гатыми оказались образцы дикорастущих растений, собранных в Уфимском

и Давлекановском районах РБ, а также образец культивируемого сорта «Ран-

ний», относящийся к ароматическому сортотипу. Так, в образцах листьев хме-

ля обыкновенного, собранного в Уфимском и Давлекановском районах РБ, об-

наружено 17 и 16 фенольных соединений соответственно, а сорта «Ранний» –

17 соединений. В листьях хмеля обыкновенного горько-ароматического сорто-

типа «Крылатский» идентифицированы 14 фенольных соединений, горького

сортотипа «Подвязный» – 15 соединений.

Количественное определение суммы флавоноидов в пересчете на рутин

в сырье хмеля обыкновенного проводили по разработанной нами методике для

сырья листьев хмеля обыкновенного, описанной в главе 5. Результаты количе-

ственного определения представлены в таблице 21.



168

Таблица 19 – Содержание полифенольных соединений в различных образцах листьев хмеля обыкновенного

Наименование СО

Образцы сырья

дикорастущее сырье, собранное

в Давлекановском районе

дикорастущее сырье, собранное

в Уфимском районе

соплодия листья соплодия листья

время удерживания,

мин (внутренняя

нормализация)

время удерживания,

мин (внутренняя

нормализация)

время удерживания,

мин (внутренняя

нормализация)

время удерживания,

мин (внутренняя

нормализация)

1 2 3 4 5

Умбеллиферон – – 3,24 –

Танин 3,28 3,23 3,28 3,22

Галловая  кислота 3,41 3,43 3,43 3,42

ЭГКГалат 3,92 3,96 3,81 3,87

Хлорогеновая кислота 4,38 4,31 4,38 4,35

Кофейная  кислота 5,78 5,82 5,85 5,84

Цикориевая кислота 5,94 5,95 5,96 5,98

Феруловая кислота 7,98 7,96 7,95 7,97

Неохлорогеновая кислота 9,58 9,62 9,58 9,52

Цинарозид 10,83 10,94 10,86 10,88
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Продолжение таблицы 19

1 2 3 4 5

Коричная кислота – – 11,04 11,07

Эпикатехин 12,78 12,75 12,64 –

Рутин 14,08 14,11 14,14 14,12

Гиперозид 16,39 16,38 16,38 16,41

Кумарин 21,12 21,09 21,08 21,09

Кверцетин 41,65 41,62 40,44 40,40

Кемпферол 58,52 58,49 58,76 58,78

Дигидрокверцетин 59,99 59,97 – –

Лютеолин 69,29 69,32 69,35 69,34

169
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Таблица 20 – Содержание полифенольных соединений в различных образцах листьев хмеля обыкновенного

Наименование СО

Образцы сырья

сорт «Ранний» сорт «Крылатский» сорт «Подвязный»

соплодия листья соплодия листья соплодия листья

время удержи-

вания, мин

(внут-ренняя

нормализация)

время удер-

живания, мин

(внутренняя

нор-

мализация)

время удер-

живания,

мин (внут-

ренняя нор-

мализация)

время удер-

живания,

мин (внут-

ренняя нор-

мализация)

время удер-

живания, мин

(внутренняя

нор-

мализация)

время удержи-

вания, мин

(внутренняя

нор-

мализация)

1 2 3 4 5 6 7

Умбеллиферон – – – – – –

Таннин – – – – – –

Галловая  кислота 3,39 3,44 3,38 3,36 3,54 3,59

ЭГКГалат 3,96 3,95 3,89 3,92 3,94 3,93

Хлорогеновая кислота 4,34 4,38 4,35 4,33 4,36 4,41

Кофейная кислота 5,76 5,77 5,78 5,81 5,74 5,76

Цикориевая кислота 6,02 5,98 6,05 6,07 6,04 6,04

Феруловая кислота 7,97 7,95 7,87 7,89 7,92 7,89

Неохлорогеновая к-та 9,56 9,39 9,75 9,69 8,85 8,76
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Продолжение таблицы 20

1 2 3 4 5 6 7

Цинарозид 10,83 10,88 10,87 10,92 – –

Коричная кислота 11,12 11,09 – – – –

Эпикатехин 12,63 12,52 – – – –

Рутин 14,08 14,09 14,05 14,09 14,12 14,14

Гиперозид 16,36 16,44 16,45 16,49 16,43 16,45

Кумарин 21,14 21,17 – – 21,15 21,17

Кверцетин 40,05 40,07 40,18 40,21 40,08 40,09

Кемпферол 58,73 58,69 58,76 58,79 58,76 58,77

Дигидрокверцетин 59,99 59,98 59,95 59,98 59,93 59,96

Лютеолин – – 69,29 69,34 69,41 69,43
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Таблица 21 – Содержание суммы флавоноидов в различных образцах листьев хмеля

Образцы сырья Содержание флавоноидов,%

Сорт «Ранний» 3,05±0,06

Сорт «Крылатский» 2,36±0,09

Сорт «Подвязный» 2,66±0,08

Дикорастущее сырье, собранное

в Уфимском районе
3,23±0,11

Дикорастущее сырье, собранное

в Давлекановском районе
2,97±0,10

Из данных таблицы видно, что содержание суммы флавоноидов в листь-

ях хмеля достаточно высокое, колеблется в зависимости от сорта и составляет

в исследованных нами образцах от 2,36 до 3,23%. Максимальное содержание

флавоноидов отмечено в дикорастущем виде, собранном в Уфимском районе

РБ, минимальное – в листьях культивируемого сорта «Крылатский».

Таким образом, сравнительное изучение качественного состава полифе-

нольных соединений в образцах дикорастущего вида, собранного на террито-

рии РБ, и культивируемых сортов на территории республики Чувашия хмеля

обыкновенного показало их практическую идентичность. По количественному

содержанию флавоноидов дикорастущие виды сырья не уступают культиви-

руемым сортам, а в некоторых случаях и превосходят их.

Исследования  химического состава полифенольных соединений  пока-

зали перспективность дальнейшего изучения листьев хмеля обыкновенного

как дополнительного источника их получения.

Исследование ресвератрола

Согласно литературным данным соплодия  хмеля обыкновенного содер-

жат широко используемый в медицинской практике перспективный антиокси-

дант ресвератрол. Шрот соплодий хмеля обыкновенного, остающийся при про-

изводстве экстракта из соплодий хмеля обыкновенного, авторами [255] предла-
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гается в качестве источника для получения класса полифенольных соединений

группы стильбенов – ресвератрола. В связи с этим представляло большой инте-

рес определить наличие данного вещества в листьях хмеля обыкновенного. Для

чего нами был использован метод ВЭЖХ (глава 2, раздел 2.2.3). Результаты

проведенных исследований приведены в приложениях 20, 21.

Количественное определение ресвератрола в сырье хмеля обыкновенного

Количественное определение ресвератрола в сырье хмеля обыкновенно-

го проводили методом ВЭЖХ по методике, приведенной в главе 2 (раздел

2.2.3), методом абсолютной калибровки, используя в качестве стандарта СО

ресвератрола. Расчёт количественного содержания ресвератрола в сухом сырье

производили с помощью компьютерной программы «Мультихром» для «Win-

dows»  по формуле (Х,%) (3):

S иссл.∙× С стандарта × V × 100 × 100
Х  = --------------------------------------------------- , (3)

S стандарта × а × (100–W)

где S иссл. – площадь пика ресвератрола в исследуемом растворе;

S стандарта – площадь пика СО ресвератрола;

С стандарта – концентрация СО ресвератрола, в г/мл;

а – масса навески образца в г;

W – потеря в массе при высушивании, в %;

V – объём разведения.

Результаты проведенных исследований показали наличие ресвератрола

во всех исследуемых образцах сырья.  Установлено, что  содержание ресверат-

рола в соплодиях исследуемых растений колеблется от 0,0211 до 0,0380%, это

несколько выше, чем у листьев – от 0,0182 до 0,0265% (таблица 22). Образцы

дикорастущих растений по содержанию данного компонента не уступают

культивируемым сортам хмеля.
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Таблица 22 – Результаты количественного определения ресвератрола в сырье

хмеля обыкновенного

Образец Вид сырья Найдено ресвератрола (в%)
Хмель обыкновенный

(Давлекановский р-н)

соплодия 0,0250±0,0002

листья 0,0211±0,0001

Хмель обыкновенный

(Уфимский р-н)

соплодия 0,0380±0,0002

листья 0,0252±0,0002

Сорт «Ранний»
соплодия 0,0284±0,0001

листья 0,0242±0,0002

Сорт «Крылатский»
соплодия 0,0341±0,0002

листья 0,0265±0,0001

Сорт «Подвязный»
соплодия 0,0211±0,0001

листья 0,0182±0,0001

Исследование изофлавоноидов

Согласно литературным данным соплодия хмеля обыкновенного содер-

жат фитоэстрогены. С точки зрения комплексного использования всего расте-

ния представляло интерес определить наличие данной группы БАВ в листьях

хмеля обыкновенного. Для  этого нами был использован метод ВЭЖХ (глава 2,

раздел 2.2.3). Результаты проведенных исследований приведены в таблицах

23, 24, в приложениях 22, 23.

Таблица 23

Результаты исследования состава изофлавоноидов в сырье

хмеля обыкновенного методом ВЭЖХ

Наименование
СО

Сырье листьев хмеля
обыкновенного

Сырье соплодий хмеля
обыкновенного

время удерживания, мин
(внутренняя нормализация)

время удерживания, мин
(внутренняя нормализация)

Генистин 6,77 6,76

Даидзеин 11,14 11,12

Генистеин 22,12 22,12



175

Количественное определение изофлавоноидов

в сырье хмеля обыкновенного

Количественное определение изофлавоноидов в сырье хмеля обыкно-

венного проводили методом ВЭЖХ по методике, приведенной в главе 2 (раз-

дел 2.2.3), методом абсолютной калибровки, используя в качестве стандарта

СО генистина, генистеина, даидзеина. Расчёт количественного содержания

изофлавоноидов в сухом сырье производили с помощью компьютерной про-

граммы «Мультихром» для «Windows» по формуле (Х, %) (4):

S иссл. × Сстандарта × V × 100 × 100

Х = --------------------------------------------- , (4)

S стандарта × а × (100–W)

где S иссл. – площадь пика изофлавоноидов в исследуемом растворе;

S стандарта – площадь пика СО изофлавоноида;

С стандарта – концентрация СО соответствующего изофлавоноида, г/мл;

а – масса навески исследуемого образца, в  г;

W – потеря в массе при высушивании, в%;

V – объём разведения.

Результаты проведенных исследований показали наличие генистина, ге-

нистеина, даидзеина во всех исследуемых образцах сырья. Установлено, что

содержание генистина во всех исследуемых образцах сырья выше, чем гени-

стеина и даидзеина (таблица 24). Так, содержание генистина в соплодиях ис-

следуемых растений колеблется от 28 до 4100 мг%, это выше, чем у листьев –

от 900 до 1900 мг%. Содержание генистеина колеблется в соплодиях от 31

мг% до 70 мг%, в листьях – от 12 мг до 21 мг%; содержание даидзеина соста-

вило в листьях от 10 мг% до 0 мг%, в соплодиях – от 50 мг% до 90 мг%.  Об-

разцы дикорастущих растений по содержанию изофлавоноидов не уступают

культивируемым сортам. Данные исследования также показали перспектив-

ность использования листьев хмеля обыкновенного.
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Таблица 24 – Результаты количественного определения  изофлавоноидов в сы-

рье хмеля обыкновенного

Образец сырья Вид сырья
Найдено изофлавоноидов (в мг%)

генистин генистеин даидзеин

Хмель обыкновенный

(Давлекановский р-н)

соплодия 4000±20,12 50±0,21 70±0,39

листья 1900±8,21 18±0,13 60±0,18

Хмель обыкновенный

(Уфимский р-н)

соплодия 2800±16,75 31±0,35 50±0,27

листья 900±7,29 9±0,07 20±0,14

Сорт «Ранний»
соплодия 4100±26,16 60±0,21 90±0,28

листья 1500±11,36 12±0,11 70±0,34

Сорт « Крылатский»
соплодия 3400±22,87 45±0,28 80±0,26

листья 1100±9,34 13±0,12 60±0,18

Сорт «Подвязный»
соплодия 3900±18,45 70±0,19 40±0,12

листья 1400±13,21 21±0,12 10±0,03

Исследование органических кислот

Качественное обнаружение органических кислот

Качественное определение органических кислот проводили хроматогра-

фированием водного извлечения в тонком слое сорбента (глава 2, раздел 2.2.2).

Идентификацию органических кислот проводили с достоверными образцами,

которые проявлялись в виде желтых пятен на синем фоне. В ходе предвари-

тельных исследований методом ТСХ во всех изучаемых образцах сырья  обна-

ружены лимонная,  янтарная, щавелевая и аскорбиновая  кислоты.

Для подтверждения результатов идентификации органических кислот

методом  ТСХ проведено исследование методом ВЭЖХ (глава 2, раздел 2.2.2).

Результаты проведенных исследований содержания органических кислот  изу-

чаемых образцов представлены в таблице 25, в приложениях 24–28.
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Таблица 25 – Содержание  органических кислот в различных образцах листьев хмеля обыкновенного

Наименование
РСО

Образцы сырья

сорт «Ранний» сорт «Крылат-
ский» сорт «Подвязный»

дикорастущее
сырье (Далеканов-
ский р-н РБ)

дикорастущее
сырье (Уфимский
р-н РБ)

время удержива-
ния, мин (внут-
ренняя нормали-
зация)

время удержива-
ния, мин (внут-
ренняя нормали-
зация)

время удержива-
ния, мин (внут-
ренняя нормали-
зация)

время удержива-
ния, мин (внут-
ренняя нормали-
зация)

время удержива-
ния, мин (внут-
ренняя нормали-
зация)

Щавелевая

кислота
9,90 9,89 9,56 9,92 9,54

Лимонная

кислота
10,31 10,34 10,37 10,34

10,32

Винная

кислота
11,19 11,42 - 11,24 11,22

Аскорбиновая

кислота
12,25 12,27 12,30 12,33 12,21

Янтарная

кислота
15,37 15,24 15,32 14,81 15,41

Неидентиф.

вещество
18,7 2 18,61 18,75 18,79 18,72
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Из таблицы 25 и рисунков в приложениях 24–28 видно, что все иссле-

дуемые образцы листьев  различных сортов и дикорастущих видов хмеля

обыкновенного содержат одинаковый качественный состав определяемых ор-

ганических кислот: щавелевой, лимонной, винной, аскорбиновой и янтарной;

за исключением листьев сорта «Подвязный», отличающихся отсутствием вин-

ной кислоты в своем составе.

Количественное определение органических кислот

Определение содержания свободных органических кислот проводили

методом кислотно-основного титрования согласно методики ГФ СССР XI изд.

(глава 2, раздел 2.2.2). Результаты количественного определения приведены

в таблице 26.

Таблица 26 – Содержание органических кислот   в различных образцах листьев

хмеля

Образцы сырья Содержание органических кислот, %

Сорт  «Ранний» 2,48±0,12

Сорт   «Крылатский» 2,38±0,11

Сорт  «Подвязный» 2,65±0,09

Дикорастущее сырье, собранное

в Уфимском районе
2,54±0,08

Дикорастущее сырье, собранное

в Давлекановском районе
2,59±0,10

Содержание свободных органических кислот в листьях хмеля обыкно-

венного колеблется от 2,38 до 2,65%. Максимальное содержание отмечалось в

культивируемом сорте «Подвязный», образцы дикорастущего вида хмеля не-

значительно превосходили по данному показателю культивируемые сорта

«Ранний» и «Крылатский».
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Исследование липофильных соединений

Учитывая все возрастающий интерес к терпеноидным соединениям,

а также то, что растения рода хмель являются источником горечей, эфирных

масел, обусловливающих их широкое применение в медицинской практике

и пищевой промышленности, представляло интерес изучить терпеноидную

фракцию исследуемых образцов сырья.

Из образцов лекарственного растительного сырья листьев и соплодий

хмеля были получены липофильные комплексы путем исчерпывающей экс-

тракции органическим растворителем и проведен качественный, количествен-

ный анализ  липофильных веществ, выделенных из сырья.

Учитывая многокомпонентный состав липофильного комплекса хмеля

обыкновенного, нами был использован метод газовой хроматографии с масс-

спектрометрическим детектированием (глава  2, раздел 2.2.6).

Использование данного метода позволяет фрагментировать сложные

компоненты липофильных веществ по полученным хроматографическим пи-

кам и сравнения с фондом библиотеки, по данным времен удерживания, суще-

ственно отличающихся даже у стереоизомеров.

Исследование липофильных фракций, полученных из образцов  листьев

и соплодий хмеля, показало наличие в них соединений различной химической

природы: терпеноидов, насыщенных и ненасыщенных высокомолекулярных

жирных кислот, их производных и метиловых эфиров, стеринов, токоферолов,

а также различных углеводородов.

Анализ веществ терпеновой природы проводили с учетом аналитических

характеристик компонентов эфирных масел, определенных для идентифика-

ции структуры моно- и сесквитерпеновых углеводородов.

Результаты исследования  липофильных соединений, выделенных из ли-

стьев и соплодий  исследуемого сырья, представлены на рисунках 21, 22 и в

таблице 27.
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Рисунок 21 – Хроматограмма липофильной фракции листьев

культивируемого хмеля обыкновенного

Рисунок 22 – Хроматограмма липофильной фракции соплодий

культивирумого хмеля обыкновенного
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Таблица 27 – Сравнительный анализ компонентного состава  липофильных со-

единений листьев и  соплодий  хмеля обыкновенного

№

п/

п

Название

соединения

Образцы сырья

листья соплодия

Rt, мин

(внутрен-

няя нор-

мали-

зация)

концент-

рация,%

(внутрен-

няя нор-

мализа-

ция)

Rt, мин

(внутрен-

няя нор-

мали-

зация)

концент-

рация,%

(внутрен-

няя нор-

мализа-

ция)

1 2 3 4 5 6

1 2-Ундеканон – – 5,37 0,33

2 Копаен – – 5,94 0,27

3 -кубебен 5,94 0,43 5,94 0,27

4 Кариофиллен 6,22 2,78 6,21 0,93

5 -кариофиллен 6,40 1,53 6,39 1,98

6 -гумулен 6,41 1,54 6,41 1,99

7

Нафталин,

1,2,3,4,4а,5,6,8а-

октагидро-7-метил-4-

метилен-1-(1-

метилэтил)

6,47 0,97 6,46 0,87

8

Нафталин, декагид-

ро-4а-метил-1-

метилен-7(1-

метилэтилиден)

6,59 0,58 6,56 2,61

9

2(4Н)Бензофуранон,

5,6,7,7а-тетрагидро-

4,4,7а-триметил

6,83 0,55 – –
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Продолжение таблицы 27

1 2 3 4 5 6

10 Бензойная кислота – – 6,90 0,72

11 Кариофиллена оксид 7,07 0,93 – –

12
2-Пентадеканон,

6,10,14-триметил
8,22 0,49 – –

13

n-Гексадекановая ки-

слота (пальмитино-

вая кислота)

– – 8,83 2,50

14 Дибутил фталат 8,95 0,85 8,93 0,79

15 Фитол 9,80 9,03 9,77 0,50

16

9,12-Октадекадие-

новая кислота (лино-

левая кислота)

– – 9,91 2,84

17 Тридекан 10,96 0,63 – –

18 Тетрадекан 11,63 1,11 – –

19 Пентадекан 12,32 2,19 – –

20 Ди-изо-октил фталат – – 12,72 1,36

21 Ди-n-октил фталат 12,75 0,90 – –

22 Гексадекан 13,00 1,64 – –

23 Октадеканаль 13,27 0,55 – –

24
Гексадецен

(олефин С16)
– – 13,66 3,41

25 Гептадекан 13,68 5,60 – –

26 Нонадекан 13,68 5,60 – –

27 16-Октадеканол – – – –

28 Сквален 14,62 7,82 14,61 6,45

29 Генэйкозан 15,02 14,05 15,01 10,35

30 Докозан 15,74 2,59 – –
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Продолжение таблицы 27

1 2 3 4 5 6

31 Трикозан 15,73 2,59 – –

32 Эйкозан 15,90 0,57 15,90 0,45

33 1,19-Эйкозадиен 16,11 4,69 16,08 0,90

34 Эйкозадеканол – – 16,07 0,90

35 Тетракозан 16,56 2,10 – –

36 Циклотетракозан – – 16,59 0,65

37
1-Гексакозанол (це-

риловый спирт)
16,62 2,36 – –

38 Витамин Е 17,12 0,87 – –

39 1-Генэйкозанол 18,75 1,61 – –

40 Стигмастерол – – 19,34 2,09

41 -Ситостерол – – 19,34 2,09

42 -Ситостерол – – 19,34 2,09

43 -Амирин 19,98 7,36 19,93 0,35

44 -Амирин 19,99 7,36 19,93 0,62

45 Урс-12-ен – – 20,22 0,56

Анализируя полученные данные, можно отметить, что в липофильной

фракции листьев хмеля обыкновенного идентифицировано 31 соединение,

в соплодиях – 27. В таблице 27 указаны соединения, идентифицированные с

вероятностью более 90%.

Из соединений сесквитерпеновой структуры в изучаемых образцах сы-

рья листьев хмеля обыкновенного впервые определены характерные для со-

плодий хмеля, используемые для определения подлинности эфирного масла

хмеля обыкновенного, - гумулен, -кубебен, кариофиллен и -кариофиллен.

Именно эти соединения и составляют в количественном выражении большую

часть эфиромасличной фракции, - гумулен (в листьях – 1,54%, в соплодиях –
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1,99%), -кубебен (в листьях – 0,43%, в соплодиях – 0,27%), кариофиллен

(в листьях – 2,78%, в соплодиях – 0,93%) и -кариофиллен (в листьях – 1,53%,

в соплодиях – 1,98%). Однако такие специфические соединения копаен и 2-

ундеканон в листьях хмеля обыкновенного не обнаружены. Проведенный

сравнительный анализ трициклических сесквитерпенов показал, что соплодия

хмеля содержат 6 соединений, а листья – 4. Из других представителей сескви-

терпеновой природы были определены производные нафталена, а в листьях

дополнительно – производное бензойной кислоты и кариофиллена оксид.

Кроме того, нам казалось интересным  изучить не только терпеноидную

фракцию липофильных веществ в изучаемых объектах, но и  фракции высших

жирных спиртов и стеринов.

Из производных высших  жирных спиртов отмечено наличие в листьях

хмеля 19 соединений, в соплодиях – 13. Содержание высомолекулярных

насыщенных, ненасыщенных жирных кислот и их производных в изучаемых

объектах разнится. Общим является наличие одноненасыщенного дитерпено-

вого спирта фитол (в листьях – 9,03%, в соплодиях – 0,50%), входящего в со-

став хлорофилла, витамина Е и витамина K1. В листьях и соплодиях хмеля

обыкновенного отмечено наличие в достаточно высокой концентрации сква-

лена (в листьях – 7,82%, в соплодиях – 6,45%), промежуточного соединения

в биологическом синтезе стероидов. Из производных ненасыщенных  жирных

кислот  определены генэйкозан (в листьях – 14,05%, в соплодиях – 10,35%),

эйкозан (в листьях – 0,57%, в соплодиях – 0,45%) и 1,19 – эйкозадиен (в

листьях – 4,69%, в соплодиях – 0,90%). Причем количественное содержание

указанных веществ в листьях хмеля выше, чем в соплодиях. В соплодиях хме-

ля обыкновенного отмечено содержание пальмитиновой и линолевой кислот

в достаточно высоких концентрациях (2,50 и 2,84% соответственно),

эйкозодеканола (0,90%).

В составе стеринов в листьях хмеля обыкновенного идентифицированы

в высоких концентрациях -амирин (7,36%) и -амирин (7,36%), в меньших

количествах – витамин Е (0,87%). В  соплодиях хмеля идентифицированы
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стигмастерол (2,09%), -ситостерол (2,09%), -ситостерол (2,09%) как  главные

компоненты, в меньших количествах – - и -амирины (0,62 и 0,35% соответ-

ственно), а также идентифицировано соединение стероидной природы урс-12-

ен (пик 20,22 мин) в концентрации 0,56% (рисунки в приложениях 29–38).

С целью оптимизации переработки сырья хмеля представляло интерес

изучить состав липофильных веществ в листьях культивируемых сортов и ди-

корастущего хмеля обыкновенного. Результаты исследований представлены на

хроматограммах (рисунок 23–26), в таблице 28.

Рисунок 23 – Хроматограмма липофильной фракции листьев

дикорастущего хмеля обыкновенного
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Рисунок 24 – Хроматограмма липофильной фракции листьев хмеля

обыкновенного сорт «Ранний»

Рисунок 25 – Хроматограмма липофильной фракции листьев хмеля

обыкновенного сорт «Крылатский»
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Рисунок 26 – Хроматограмма липофильной фракции листьев хмеля

обыкновенного сорт «Подвязный»

Проведенный сравнительный анализ состава липофильных соединений

в исследуемых образцах показал, что в количественном выражении фракция
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α-кариофиллен и кариофиллена оксид.
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жание пальмитиновой и линолевой кислот.
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Таблица 28 – Содержание липофильных соединений в различных образцах листьев хмеля обыкновенного

№

п/п
Название  соединения

Время удер-

живания,

мин (внутрен-

няя нормали-

зация)

Концентрация, % (внутренняя нормализация)

образцы сырья

дикорастущее сы-

рье (Уфимский р-

н РБ)

сорт

«Ранний»

сорт «Крылат-

ский»

сорт «Подвяз-

ный»

1 2 3 4 5 6 7

1 β-Бурбонен 3,56 – 0,26 0,12 0.11

2 Кариофиллен 3,91 0,16 0,33 0,22 0.13

3 β-Фарнезен 3,91 0,09 0,26 – –

4 (+)-аромадендрен 4,01 0,47 – – –

5 α -Кариофиллен 4,11 0,25 0,39 0,28 0.13

6 β-Сесквифелландрен 4,41 – – 0,22 –

7 Тау-Кадинен 4,56 – 0,33 0,33 0,14

8 (+)-β-Кадинен 4,60 – – 0,30 –

9 Дигидроактинидиоид 4,77 0,09 0,31 0,26 0,25

10 Кариофиллен оксид 5,24 0,10 0,18 0,09 –

11 Тау-Кадинол 5,70 – 0,30 0,24 0,14

188
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Продолжение таблицы 28

1 2 3 4 5 6 7

12 α-Кадинол 5,83 - - 0,19 0,13

13 3-Метил-1-бутанол бен-

зоат
7,00 1,66 0,67 1,41 1,32

14 Пентиловый эфир бен-

зойной кислоты
7,14 – 0,55 0,61 0,61

15 Гексиловый эфир бен-

зойной кислоты
7,64 1,12 – 0,69

0,63

16 Диэтил фталат 7,74 0,59 0,71 0,66 0,77

17 6,10,14-Триметил-5,9,13-

пентадекатриен-2-он
8,18 0,30 0,30 0,23 0,19

18 Пальмитиновая кислота 8,53 0,13 0,21 0,17 –

19 Дибутил фталат 8,62 0,44 0,68 0,44 0,39

20 Фитол 9,96 1,13 5,22 3,30 2,15

21 Линолевая кислота 10,46 0,14 - 0,07 -

22 Диоктил фталат 13,61 0,18 0,18 0,26 0,47

23 Сквален 15,67 6,88 7,15 6,70 5,78

24 γ-Токоферол 17,40 0,40 0,62 0,60 0,80

189
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Продолжение таблицы 28

1 2 3 4 5 6 7

25 Витамин Е 18,24 19,52 19,04 21,56 8,06

26 Кампастерол 19,34 – 0,21 0,42 1,68

27 Стигмастерол 19,70 – 0,36 0,57 1,81

28 γ-Ситостерол 20,57 10,11 13,90 16,47 23,75

29 β-Амирин 21,08 6,01 14,71 10,73 12,17

30 Циклоартенол 21,57 0,68 0,48 1,24 2,50

31 α-Амирин 21,78 7,53 15,97 15,84 19,37

32 Изофукостерол 20,70 3,22 1,31 2,80 –

190
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Таким образом, листья хмеля обыкновенного дикорастущего вида

и культивируемых сортов могут рассматриваться как источник получения фи-

тостеринов.

Исследование производных ацилфлороглюцидов.

Сравнительное изучение содержания суммы производных

ацилфлороглюцидов (горьких кислот)

Качественное определение  ацилфлороглюцидов показало их наличие во

всех видах исследуемого сырья хмеля обыкновенного по образующемуся

осадку при добавлении 1% раствора ацетата свинца.

Определение содержания суммы производных ацилфлороглюцидов прово-

дили алкалиметрически, титрант – 0,01 М раствор едкого калия. Указанный ме-

тод используется для стандартизации препаратов на основе хмеля обыкновенно-

го (экстракт шишек хмеля (ФС 42-2631-89), хмеля соплодия (ФС 42-0147-05).

Таблица 29 – Содержание суммы производных ацилфлороглюцидов

в различных образцах листьев хмеля

Образцы сырья
Содержание производных

ацилфлороглюцидов, %

Сорт «Ранний» 11,8±0,27

Сорт «Крылатский» 12,3±0,28

Сорт «Подвязный» 12,8±0,32

Дикорастущее сырье, собранное

в Уфимском районе
12,4±0,26

Дикорастущее сырье, собранное

в Давлекановском районе
12,6±0,30

Из таблицы 29 видно, что содержание производных ацилфлороглюцидов

в разных образцах сырья колеблется от 11,8 до 12,8%. Максимальное содержа-

ние суммы производных ацилфлороглюцидов отмечено у горького сортотипа
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«Подвязный», затем у горько-ароматического сортотипа «Крылатский», ми-

нимальное – у ароматического сортотипа «Ранний». Дикорастущие виды сы-

рья и по данному показателю не уступают культивируемым сортам.

Количественное определение α-кислот методом кондуктометрии

Важнейшим компонентом, определяющим товарную ценность хмеля,

являются α-кислоты. По содержанию α-кислот в соплодиях хмеля можно оп-

ределить степень дозревания соплодий и точные сроки сбора сырья.

Однако, метод неводного титрования не является селективным для опре-

деления содержания α-кислот.

Более селективным является метод кондуктометрического определения α-

кислот, основанный на измерении электропроводности титруемого раствора.

Данный метод более  точный, но сложный в  выполнении, требующий специаль-

ного оборудования (глава 2, раздел 2.2.5). Данным методом были проанализиро-

ваны все образцы сырья хмеля обыкновенного с учетом показателей влажности

сырья, определенных нами ранее. Для соплодий и листа хмеля обыкновенного

массовая доля влаги составила 9–11% и 5–7%, соответственно. Исследованиями

было показано наличие α-кислот в соплодиях, в то время как во всех образцах

сырья листьев культивируемых сортов и дикорастущих видов хмеля обыкновен-

ного их не обнаружено (рисунки 27 и 28). Результаты исследования содержания

α-кислот обработаны статистически согласно ГФ СССР XI изд. Ошибка единич-

ного определения с 95% вероятностью не превышает 5% для всех образцов сы-

рья. Метрологические характеристики представлены в таблице 30. Результаты

количественного содержания α-кислот в сырье представлены на рисунках 27

и 28. По данным таблицы 30 содержание α-кислот в изучаемом образце сопло-

дий хмеля обыкновенного составило – 7,8%; в листьях хмеля обыкновенного

содержание α-кислот методом кондуктометрии не обнаружено.
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Рисунок 27 – Кондуктограмма титрования соплодий хмеля обыкновенного

Рисунок 28 – Кондуктограмма титрования листьев хмеля обыкновенного

Таблица 30 – Метрологическая характеристика кондуктометрического метода

количественного определения α-кислот в сырье хмеля обыкновенного

n f x ср. S2 S P, % t (P, f) ∆ x E, %

Соплодия хмеля обыкновенного

4 5 7,8 0,02071 0,14390 95 2,57 0,15112 1,93

Таким образом, на основании химического изучения растений  рода пер-

воцвет и  рода хмель установлено, что имеющиеся в настоящее время данные

по их химическому составу не учитывают содержание всех веществ, относя-

щихся к различным классам соединений и вносящих вклад в фармакологиче-

скую активность. Впервые доказано, что растения рода первоцвет наряду
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с гидрофильными веществами – тритерпеновыми сапонинами, определяющи-

ми отхаркивающие свойства препаратов на их основе, органическими кисло-

тами и витаминами, определяющими пищевую ценность сырья, содержат

и липофильные вещества. Впервые изучен их состав, выделены полиметокси-

лированные флавоноиды и производные жирных кислот (октадекадиеновой

и октадекатриеновой) в первоцвете весеннем (таблица 31). Сравнительный

анализ состава липофильных веществ близкородственных видов первоцветов,

произрастающих на территории РФ, подтверждает данные зарубежной литера-

туры о том, что полиметоксилированные флавоноиды являются специфиче-

скими хемотаксономическими индикаторными соединениями растений рода

первоцвет.

Вещество 3’,4’-метилендиокси-5’-метоксифлавон предложено нами

впервые в качестве специфического маркера для стандартизации надземной

части первоцвета весеннего, что позволит расширить перечень специфических

веществ-маркеров для стандартизации ЛРС (патент РФ № 2532999 от 20.01.15

«Новое природное вещество из травы первоцвета весеннего»).

Таблица 31 – Биологически активные соединения, выделенные и идентифици-

рованные из растений рода первоцвет и рода хмель

Род

Липофильные

биологически активные

соединения

Гидрофильные

биологически активные

соединения

1 2 3

Pr
im

ul
a 

L.

Полиметоксилированные

флавоноиды:

флавон и его производные:

8-метокси-флавон, 3’-метокси-

флавон, 3’,4’-метилендиокси-5’-

метоксифлавон, 5, 6, 2’, 6’-

тетраметоксифлавон (запотин),

Флавоноиды

Агликоны флавоноидов (апигенин,

кверцетин, кемпферол, таксифолин)

Флавоноидные гликозиды  (цинаро-

зид, кверцимеритрин, рутин и др.)

Кумарины (дигидрокумарин, О-

метоксикумарин, кумарин, умбел-
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5,6,7,3’,4’-пентаметоксифлавон

(синенсетинт)

лиферон)

Фенолокислоты  и фенилпропа-

ноиды (галловая, салициловая; ко-

ричная, кофейная феруловая, хло-

рогеновая, неохлорогеновая, цико-

риевая кислоты)

Дубильные вещества (танин, ка-

техин)

Дитерпены (фитол, изофитол) Тритерпеновые сапонины (урсо-

ловая кислота)

Производные жирных кислот:

метиловый эфир пальмитиновой

кислоты,

метиловый эфир-9,12-

октадекадиеновой кислоты, ме-

тиловый эфир-9,12,15 октадекат-

риеновой кислоты, генэйкозан

Органические кислоты (аскорби-

новая, лимонная, янтарная, щавеле-

вая и др.)

Аминокислоты (аспарагин, про-

лин, глицин, серин, цистеин и др.)

H
um

ul
us

 L
.

Сесквитерпены (ундеканон, ко-

паен, -кубебен,

-гумулен, кариофиллен)

Дитерпены (фитол)

Производные жирных кислот:

пальмитиновая  кислота,

метиловый эфир-9,12-

октадекадиеновой

Флавоноиды

Агликоны флавоноидов (кверцетин,

кемпферол, таксифолин, лютеолин)

Флавоноидные гликозиды  (цинаро-

зид, рутин, гиперозид)

Изофлавоноиды (генистин, геи-

стеин, даидзеин)

Кумарины (кумарин, умбеллифе-

рон)

Фенолокислоты  и фенилпропа-

ноиды (галловая; коричная, кофей-

ная, феруловая, хлорогеновая и др.)

Стильбены (ресвератрол)
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Дубильные вещства (танин, эпи-

катехин, ЭГКГаллат)

Стерины (стигмастерол, γ-, β –

ситостеролы, α-, β-амирины, β-

ситостерол-3-О-β-D-

глюкопироназид)

Органические кислоты (аскорби-

новая, лимонная, янтарная и др.)

Производные ацилфлороглю-

цидов (α- и β- кислоты)

Аминокислоты (аспарагин, про-

лин, глицин, серин, цистеин и др.)

Впервые показано, что растения рода хмель наряду с производными

ацилфлороглюцидов, терпеноидов, производных жирных кислот, содержат бо-

гатый комплекс фенольных соединений (таблица 31).

На основании чего доказано, что растения рода первоцвет и рода хмель

могут служить источниками получения гидрофильных и липофильных ве-

ществ. Это позволило обосновать и предложить новые фитопрепараты «Экс-

тракт первоцвета густой», «Экстракт листьев хмеля обыкновеннго густой». Ре-

зультаты изучения химического состава свидетельствуют, что наряду с перво-

цветом весенним возможно использовать и первоцвет крупночашечный, а на-

ряду с соплодиями хмеля – листья хмеля обыкновенного, являющимися отхо-

дами хмелепроизводства.

Выводы по главе 3

1. Исследован качественный состав ЛРС представителей рода первоцвет

и рода хмель. В результате проведенных исследований выявлены полифеноль-

ные соединения, тритерпеновые сапонины, органические кислоты, производ-

ные ацилфлороглюцидов, аминокислоты, липофильные вещества.

Различными методами хроматографии (бумажной, тонкослойной, ВЭЖХ,

хромато-масс-спектрометрии) исследован состав фенольных соединений расте-

ний рода первоцвет и рода хмель. Идентифицировано 41 вещество фенольной

природы, представленные флавоноидами, в том числе полиметоксилированны-
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ми, простыми фенолами, дубильными веществами, кумаринами, фенолокисло-

тами, оксикоричными кислотами, изофлавоноидами, стильбенами.

Впервые в траве первоцвета весеннего идентифицировано 10 веществ

фенольной природы, первоцвета крупночашечного – 23, в листьях хмеля

обыкновенного – 13.

2. Методами колоночной хроматографии и избирательной жидкостной

экстракции проведено выделение 30 веществ фенольной природы, 1 – из груп-

пы фитостеринов. Методами хроматографии, ЯМР 1Н-, ЯМР 13С-

спектроскопии; корреляционной спектроскопии ЯМР 1H-1H COSY, 1H-13C

HSQCED, НМВС, хромато-масс-спектрометрии, УФ-спектроскипии, сравне-

нием со стандартными образцами веществ осуществлена идентификация фе-

нольных соединений.

Разработаны методические приемы выделения специфических для рода

первоцвет липофильных флавоноидов и разделения их на отдельные компо-

ненты. Вещество 3´,4´-метилендиокси-5´-метоксифлавон впервые предложено

в качестве специфического маркера для стандартизации надземной части пер-

воцвета весеннего (патент РФ на изобретение № 2532999 от 20.01.15 «Новое

природное вещество из травы первоцвета весеннего»).

3. Сравнительный анализ состава фенольных соединений близкородст-

венных видов первоцветов показал практическую идентичность по содержанию

основных групп полифенолов. Выделены и идентифицированы 7 полиметокси-

лированных флавоноидов, 9 флавоноидных соединений, отнесенных к аглико-

нам, О- и С-гликозидам. Из группы агликонов флавоноидов охарактеризованы

апигенин, кверцетин, кемпферол, таксифолин. Из О-гликозидов флавоноидов

определены цинарозид, гиперозид, байкалин, рутин; из С-гликозидов – витек-

син. Общими и доминирующими флавоноидными соединениями являются ру-

тин и гиперозид.

4. Наряду с фенольными соединениями в сырье первоцветов весеннего

и крупночашечного методами ТСХ, УФ-спектроскопии, идентифицированы

тритерпеновые сапонины, среди которых урсоловая кислота в исследуемых
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объектах определена впервые. Содержание тритерпеновых сапонинов в пере-

счете на кислоту урсоловую в среднем составляет в траве первоцвета весенне-

го 3,29%, в траве первоцвета крупночашечного – 5,46%. Установлено, что по

содержанию тритерпеновых сапонинов первоцвет крупночашечный превосхо-

дит первоцвет весенний.

5. С помощью аминокислотного анализатора и методом ТСХ в сырье пер-

воцветов определено наличие 13 аминокислот (аргинин, валин, гистидин, гли-

цин, изолейцин, лейцин, лизин, метионин, пролин, серин, треонин, тирозин,

фенилаланин). Содержание суммы свободных аминокислот составляет в сред-

нем в первоцвете весеннем 6,2 мг%, в первоцвете – крупночашечном 8,2 мг%.

Методами ТСХ, ВЭЖХ в сырье первоцветов весеннего и крупночашеч-

ного определено наличие органических кислот, общими являются аскорбино-

вая, лимонная, щавелевая и янтарная кислоты. Содержание свободных органи-

ческих кислот составляет в среднем в первоцвете весеннем 7,36%, в первоцве-

те крупночашечном – 6,76%.

Состав органических и аминокислот в траве первоцвета крупночашечно-

го определен впервые.

Методом хромато-масс-спектрометрии впервые проведен сравнительный

анализ состава липофильных веществ, определены фитол, изофитол, генэйко-

зан, метиловый эфир пальмитиновой кислоты, а также производные октадека-

диеновой и октадекатриеновой кислот.

Проведенные исследования показали сходство качественного состава

основных групп БАВ первоцвета весеннего и крупночашечного.

6. Сравнительный анализ состава фенольных соединений показал, что

листья хмеля обыкновенного дикорастущего вида и культивируемых сортов не

уступают соплодиям по содержанию основных групп полифенолов. Идентифи-

цировано 23 вещества фенольной природы. Установлено строение 6 производ-

ных оксикоричных и фенолкарбоновых кислот – галловой, кофейной, феруло-

вой, хлорогеновой, неохлорогеновой, коричной. Выделены и идентифицирова-

ны 7 флавоноидных соединений,  отнесенных к агликонам и О-гликозидам. Из
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группы агликонов флавоноидов охарактеризованы кверцетин, кемпферол, так-

сифолин, лютеолин; из О-гликозидов флавоноидов – цинарозид, гиперозид,

рутин. В листьях хмеля обыкновенного впервые определены изофлавоноиды –

генистин, генистеин, дайдзеин; стильбены – ресвератрол.

7. В сырье хмеля обыкновенного дикорастущего вида и культивируе-

мых сортов идентифицированы фитостерины, эфирные масла, производные

ацилфлороглюцидов. Из листьев хмеля обыкновенного впервые выделен и иден-

тифицирован  методами ЯМР 1Н-, ЯМР 13С-спектроскопии β-ситостерол-3-О-β-

D-глюкопиранозид; методами хромато-масс-спектрометрии впервые определен

состав эфирных масел, установлено наличие специфичных для соплодий хме-

ля α-гумулена, α-кубебена, кариофиллена и -кариофиллена. Из производных

высших жирных спиртов отмечено наличие в листьях хмеля 19 соединений,

в соплодиях – 13. Общими являются фитол, сквален; из производных ненасы-

щенных жирных кислот – генэйкозан, эйкозан 1,19 – эйкозадиен. В соплодиях

хмеля обыкновенного отмечено содержание пальмитиновой и линолевой

кислот, эйкозодеканола. В составе стеринов в листьях и соплодиях хмеля

обыкновенного идентифицированы в высоких концентрациях α-амирин, -

амирин; в соплодиях – γ-ситостерол и -ситостерол; в листьях – витамин Е.

Проведенные исследования показали сходство качественного состава ос-

новных групп БАВ в листьях и соплодиях культивируемых сортов и дикорас-

тущего хмеля  обыкновенного.
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ГЛАВА 4. РЕСУРСНО-БИОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

РАСТЕНИЙ РОДА ПЕРВОЦВЕТ И РОДА ХМЕЛЬ

Для расширения номенклатуры лекарственного растительного сырья

и возможности введения в медицинскую практику малоизученного вида пер-

воцвета крупночашечного, а также листьев хмеля обыкновенного, актуальным

было проведение сравнительного морфолого-анатомического изучения перво-

цвета весеннего и первоцвета крупночашечного, а также  листьев хмеля обык-

новенного дикорастущего вида и культивируемых сортов. На основании про-

веденных исследований были выявлены общие морфологические и микроско-

пические признаки. Результаты исследований представлены в таблицах 32, 33.

4.1. Сравнительное морфолого-анатомическое изучение

первоцвета весеннего и первоцвета крупночашечного

Исследование морфологических признаков первоцвета весеннего

и первоцвета крупночашечного

Изучение морфологических признаков исследуемых образцов сырья про-

водили в соответствии с ГФ СССР XI издания по свежесобранным и гербар-

ным образцам растений [52, 53]. Результаты исследований представлены

в таблице 32.

В результате проведенных исследований определены признаки, устанав-

ливающие подлинность сырья.



201

Цельное сырье. При визуальном осмотре и рассмотрении под лупой

(10×) и стереомикроскопом (8×, 16×) видны: смесь отдельных и измельченных

листьев с черешками, фрагменты черешков. Длина листовой пластинки от 3 до

15 см, ширина от 2 до 8 см, длина черешка не более 14 см. Листья яйцевидные

или яйцевидно-продолговатые, внезапно суженные в черешок, городчатые, не-

равномерно-городчатые или мелкозубчатые по краю, на верхушке тупые,

морщинистые, с вдавленными сверху и выступающими снизу жилками, почти

голые с верхней стороны пластинки, снизу также почти голые или тонко сла-

бо-войлочные. У первоцвета весеннего листья имеют сравнительно короткую

эллипсоидальную пластинку листа, внезапно суженную в узко-крылатый че-

решок; для первоцвета крупночашечного характерны более длинные пластин-

ки листа и довольно постепенно суженные в крылатый, и, часто, зубчатый че-

решок. Черешки  короче или равны листовой пластинке, снизу слабо желези-

сто-опушенные.

Цвет листьев серовато-зеленый, нижняя сторона листа светлее верхней.

Цветоносы превышают листья, до 10–30 см длины, внутри полые. Со-

цветие зонтиковидное, цветки правильные, наклонены в одну сторону, цвето-

ножки 5–20 мм длины, слабо железисто-опушенные. Прицветники линейно-

ланцетные, острые, 5–10 мм длины. У первоцвета весеннего чашечка перепон-

чатая, трубчато-колокольчатая, угловато-гранистая, 8–15 мм длины, до 1/3

рассечена на треугольные острые зубцы, вздувается лишь после цветения.

У первоцвета крупночашечного чашечка широко-колокольчатая (вздутая до

цветения), 12–18 мм длины, до 1/3 рассечена на треугольные острые зубцы.

Лепестки венчика с не широким отгибом до 0,8–1,5 см в диаметре, с обратно-

сердцевидными выемчатыми долями, ярко-желтые, внутри с оранжевым пят-

ном у основания долей.

Запах слабый, слегка медовый. Вкус водного извлечения сначала слад-

кий, затем горьковатый.
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Таблица 32 – Сравнительная характеристика морфологических признаков травы первоцвета весеннего и первоцвета

крупночашечного

Название

признаков

Исследуемые образцы сырья

трава первоцвета весеннего трава первоцвета крупночашечного

1 2 3

Л
ис

т

Размеры Длина листовой пластинки 3–15 см, ширина 2–6 см Длина листовой пластинки 3–20 см, ширина 2–8 см

Форма

Яйцевидная, яйцевидно-продолговатая, срав-

нительно короткая эллипсоидальная, внезапно

суженная в узко-крылатый черешок. На вер-

хушке тупая, морщинистая с вдавленными

сверху и выступающими снизу жилками.

С верхней стороны пластинки почти голые,

снизу почти голые или тонко слабо-войлочные

Яйцевидная, яйцевидно-продолговатая, более

длинная и довольно постепенно суженная

в крылатый, и, часто, зубчатый черешок. На

верхушке тупая, морщинистая с вдавленными

сверху и выступающими снизу жилками.

С верхней стороны пластинки почти голые,

снизу почти голые или тонко слабо-войлочные

Окраска
Серовато-зеленая, нижняя сторона листа свет-

лее верхней

Серовато-зеленая, нижняя сторона листа свет-

лее верхней

Край листа Городчатый или неравномерно-городчатый Городчатый или неравномерно-городчатый

Че
ре

ш
ок

Размеры Короче или равен листовой пластинке Короче или равен листовой пластинке

Форма Узко-крылатая Крылатая

Окраска Серовато-зеленая Серовато-зеленая
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Продолжение таблицы 32

1 2 3
Ц

ве
то

но
с

Размеры Длина превышает листья, 10–25 см Длина превышает листья, 10–30 см

Форма Округлая, внутри полая Округлая, внутри полая

Окраска Светло-зеленая Светло-зеленая

Ц
ве

то
к

Соцветие
Зонтиковидное, цветки наклонены в одну сто-

рону

Зонтиковидное, цветки наклонены в одну сто-

рону

Цветоножки
Цветоножки длиной 5–20 мм, слабо железисто-

опушенные

Цветоножки длиной 5–20 мм, слабо желези-

сто-опушенные

Прицветники Линейно-ланцетные, острые, 5–10 мм длины Линейно-ланцетные, острые, 5–10 мм длины

Чашечка

Перепончатая, трубчато-колокольчатая, угло-

вато-гранистая, 8–15 мм длины, до 1/3 рассече-

на на треугольные острые зубцы, вздувается

лишь после цветения; опушена железистыми

волосками

Широко-колокольчатая (вздутая до цветения),

12–18 мм длины, до 1/3 рассечена на тре-

угольные острые зубцы; опушена железисты-

ми волосками

Лепестки

С нешироким отгибом до 0,8–1,5 см в диамет-

ре, с обратно-сердцевидными выемчатыми до-

лями, ярко-желтые, внутри с оранжевым пят-

ном у основания долей

С нешироким отгибом до 1–1,7 см в диаметре,

с обратно-сердцевидными выемчатыми доля-

ми, ярко-желтые, внутри с оранжевым пятном

у основания долей
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Проведенные исследования показали близость морфологического строе-

ния изучаемых видов. Различаются они по следующим  признакам: листья пер-

воцвета весеннего короткой эллипсоидальной формы, внезапно суженные в уз-

ко-крылатый черешок; листья первоцвета крупночашечного более длинной

формы, постепенно суженные в крылатый, и часто, зубчатый черешок. Чашечка

у первоцвета весеннего трубчато-колокольчатая, перепончатая, угловато-

гранистая, 8–15 мм длины, вздувается лишь после цветения. Чашечка у перво-

цвета крупночашечного широко-колокольчатая, 12–18 мм длины, вздувается до

цветения.

Сравнительное анатомическое исследование первоцвета весеннего

и первоцвета крупночашечного

Известны некоторые анатомические исследования первоцвета весеннего.

Так, Борисовой Д.А. описаны отдельные микроскопические характеристики

корневищ с корнями и надземных органов первоцвета лекарственного, соб-

ранного на Кавказе [26]. Информационно-аналитический поиск, проведенный

нами, показал отсутствие данных по анатомическому строению первоцвета

крупночашечного. В связи с этим нами впервые проведены следующие иссле-

дования: изучение анатомического строения  надземных органов первоцвета

крупночашечного, сравнительный анализ анатомического строения близко-

родственных видов первоцветов. Результаты исследований представлены

в таблице 33 и на рисунках 29–33.

Цельное сырье. Из части аналитической пробы готовили препараты по

методике (ГФ СССР XI изд., вып. 1, С. 278).

При рассмотрении препаратов листа первоцвета с поверхности видно,

что на верхней и нижней сторонах листа имеется однослойный эпидермис.

Клетки верхнего эпидермиса имеют слегка извилистые контуры с тонкими

оболочками. Клетки нижнего эпидермиса имеют сильноизвилистые контуры.

Размеры клеток верхнего эпидермиса листа первоцвета весеннего: длина 30–

60 мкм, ширина 20–30 мкм; первоцвета крупночашечного: длина 30–60 мкм,
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ширина 20–40 мкм; нижнего эпидермиса листа первоцвета весеннего: длина

40–80 мкм, ширина 20–30 мкм; первоцвета крупночашечного: длина 30–

60 мкм, ширина 20–40 мкм. Кутикула на внешней стороне клеток эпидермиса

тонкая, лежит ровным слоем.

Устьица аномоцитного типа, длиной 23–29 мкм, шириной 18–22 мкм,

имеются на верхней и нижней сторонах листа. Устьица овальной или округлой

формы, расположены в основном на нижней стороне листа, изредка – на верхней

стороне листа. Замыкающие клетки устьиц имеют почковидную форму.

В эпидермисе обеих сторон листа во множестве отмечены волоски двух

типов – простые (изредка) и железистые (преимущественно). Простые волоски

2–3 клеточные, длиной до 230 мкм, расширены у основания и заострены на

конце, с тонкими стенками, с гладкой поверхностью, располагаются главным

образом по краю листа. У первоцвета весеннего повсеместно встречаются же-

лезистые волоски с шаровидными одноклеточными головками различной ве-

личины (от 15 до 22 мкм в диаметре), расположенные на 3-клеточной ножке

длиной до 100 мкм. Содержимое головок зачастую заполнено серовато-бурой

массой. У первоцвета крупночашечного встречаются повсеместно железистые

волоски (диаметр головки 15–20 мкм) длиной до 130 мкм, расположенные на

трехклеточной ножке. Головки волосков – без содержимого.

Проводящие пучки представлены сосудами, образующими в листе про-

водящую систему (жилкование) на верхней и нижней сторонах листа.

При рассмотрении препаратов черешка листа первоцвета с поверхности

видно, что имеется однослойный эпидермис. Клетки эпидермиса прозенхимной

формы, с наклонными боковыми стенками, тонкими оболочками. Размеры клеток

эпидермиса: длина до 250 мкм, ширина до 45 мкм. Изредка отмечаются устьица.

В эпидермисе черешка листа первоцвета отмечены волоски – простые и желези-

стые. Простые волоски 2–3 клеточные, длиной до 210 мкм, расширены у основа-

ния и заострены на конце, с тонкими стенками, с гладкой поверхностью. У пер-

воцвета весеннего встречаются железистые волоски с шаровидными одноклеточ-

ными головками различной величины (от 15 до 20 мкм в диаметре), расположен-
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ные на 3-клеточной ножке длиной до 90 мкм, головки волосков зачастую запол-

нены серовато-бурой массой. У первоцвета крупночашечного железистые волос-

ки (диаметр головки 15–20 мкм) длиной до 120 мкм, расположенные на трехкле-

точной ножке, головки волосков ничем не заполнены.

Форма черешка – треугольная, с роговидными выростами по бокам. Ме-

ханическая ткань представлена уголковой колленхимой, расположенной в 5–7

слоев. Проводящая система представлена одним крупным пучком, располо-

женным в центре, и четырьмя – в латеральных выростах.

Фрагменты листа, черешка первоцвета весеннего и первоцвета крупно-

чашечного представлены на рисунках 30–34.

При рассмотрении препаратов цветоносной стрелки первоцвета с поверхно-

сти видно, что в ней имеется однослойный эпидермис. Клетки таблитчатой фор-

мы, с наклонными боковыми стенками, тонкими оболочками, кутикула не отмече-

на. Размеры клеток эпидермиса цветоносной стрелки первоцвета весеннего: длина

150–250 мкм, ширина 21–25 мкм; первоцвета крупночашечного: длина 150–

380 мкм, ширина 20–27 мкм. Устьица немногочисленны, аномоцитного типа. Раз-

меры устьиц цветоносной стрелки: длина 30–50 мкм, ширина 25–30 мкм. Замы-

кающие клетки устьиц имеют почковидную форму. В эпидермисе цветоносной

стрелки первоцвета имеются волоски двух типов – простые и железистые. Про-

стые волоски 2–3 клеточные, длиной до 130 мкм, расширены у основания и заост-

рены на конце, с тонкими стенками, с гладкой поверхностью. Железистые волоски

с шаровидными одноклеточными головками различной величины (от 20 до 25 мкм

в диаметре), расположенными на 3-клеточной ножке длиной до 300 мкм.

При рассмотрении препаратов чашелистика первоцвета с поверхности

видно, что имеется однослойный эпидермис. Клетки эпидермиса имеют изви-

листую форму, с тонкими оболочками. Кутикула не отмечена. Устьица немно-

гочисленны, аномоцитного типа, длиной 21–35 мкм, шириной 16–30 мкм. За-

мыкающие клетки устьиц имеют почковидную форму. В эпидермисе отмечены

многочисленные волоски простого типа, 2–3 клеточные, длиной до 130 мкм,

расширенные у основания и заостренные на конце, с тонкими стенками, глад-
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кой поверхностью. Железистые волоски с шаровидными одноклеточными го-

ловками различной величины (от 20 до 25 мкм в диаметре), расположенными

на 3-клеточной ножке длиной до 150 мкм. Отмечены проводящие пучки, пред-

ставленные сосудами.

При рассмотрении препаратов венчика первоцвета с поверхности видно,

что имеется однослойный эпидермис. Клетки эпидермиса лепестка неопределен-

ной формы. Размеры клеток эпидермиса лепестка первоцвета весеннего: длина

130–180 мкм, ширина 50–60 мкм; первоцвета крупночашечного: длина 120–

170 мкм, ширина 40–50 мкм. Кутикула не отмечена. В области жилки лепестка

имеются единичные проводящие пучки, представленные сосудами.

Фрагменты чашелистика, цветочной стрелки, венчика первоцвета весен-

него и первоцвета крупночашечного представлены в приложении 27.
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Таблица 33 – Сравнительная характеристика анатомических признаков травы первоцветов весеннего и  крупночашечного

Исследуемые образцы сырья

Трава первоцвета весеннего Трава первоцвета крупночашечного

1 2 3

Л
ис

то
ва

я 
пл

ас
ти

нк
а

Клетки верхне-

го эпидермиса

Стенки слегка извилистые, с тонкими оболочка-

ми; длина – 30–60 мкм, ширина – 20–30 мкм

Стенки слегка извилистые, с тонкими оболоч-

ками; длина – 30–60 мкм, ширина – 20–40 мкм

Клетки нижне-

го эпидермиса

Стенки сильно извилистые, длина – 40–80 мкм,

ширина – 20–30 мкм

Стенки сильно извилистые, длина – 30–60

мкм, ширина – 20–40 мкм

Кутикула
Кутикула на внешней стороне клеток эпидерми-

са тонкая, лежит ровным слоем

Кутикула на внешней стороне клеток эпи-

дермиса тонкая, лежит ровным слоем

Устьица

Устьица аномоцитного типа (овальной или ок-

руглой формы с замыкающими почковидными

клетками), длина 23–29 мкм, ширина 18–22 мкм,

расположены преимущественно на нижней сто-

роне листа

Устьица аномоцитного типа (овальной или

округлой формы с замыкающими почковид-

ными клетками), длина 23–29 мкм, ширина

18–22 мкм, расположены преимущественно

на нижней стороне листа

Волоски

Изредка отмечены 2–3 клеточные простые во-

лоски, длина до 230 мкм, расширены у основа-

ния и заострены на конце, располагаются пре-

имущественно по краю листа.

Преимущественно отмечены 3–4 клеточные же-

Изредка отмечены 2–3 клеточные простые

волоски, длина до 230 мкм, расширены у ос-

нования и заострены на конце, располагаются

преимущественно по краю листа.

Преимущественно отмечены 3–4 клеточные
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лезистые волоски с шаровидными одноклеточны-

ми головками (15–22 мкм в диаметре), длина до

100 мкм. Содержимое головок чаще заполнено се-

ровато-бурой массой

железистые волоски с шаровидными одно-

клеточными головками (15–20 мкм в диамет-

ре), длина до 130 мкм. Содержимое головок

не заполнено

Проводящие

пучки

Представлены сосудами, образуют жилкование

на верхней и нижней сторонах листа

Представлены сосудами, образуют жилкова-

ние на верхней и нижней сторонах листа

Че
ре

ш
ок

Клетки эпи-

дермиса

Прозенхимной формы, с наклонными боковыми

стенками, тонкими оболочками, длина до 250

мкм, ширина до 45 мкм

Прозенхимной формы, с наклонными боко-

выми стенками, тонкими оболочками, длина

до 250 мкм, ширина до 45 мкм

Устьица Устьица аномоцитного типа Устьица аномоцитного типа

Волоски

2-3 клеточные простые волоски, длина до 210 мкм,

расширены у основания и заострены на конце.

3-4 клеточные железистые волоски с шаровид-

ными одноклеточными головками (15-20 мкм в

диаметре), длина до 90 мкм. Содержимое голо-

вок чаще заполнено серовато-бурой массой

2–3 клеточные простые волоски, длина до 210 мкм,

расширены у основания и заострены на конце.

3-4 клеточные железистые волоски с шаро-

видными одноклеточными головками (15–20

мкм в диаметре), длина до 120 мкм. Содер-

жимое головок не заполнено

Форма и

строение в

поперечном

срезе

Треугольная, с роговидными выростами по бо-

кам. Механическая ткань представлена уголко-

вой колленхимой, расположенной в 5–7 рядов

Треугольная, с роговидными выростами по

бокам. Механическая ткань представлена

уголковой колленхимой, расположенной в 5–

7 рядов

209



210

Проводящая

система

Один крупный пучок, расположенный в центре,

четыре пучка – в латеральных выростах

Один крупный пучок, расположенный в цен-

тре, четыре пучка – в латеральных выростах
Ц

ве
то

но
с

Клетки эпи-

дермиса

Таблитчатой формы, с наклонными боковыми

стенками, тонкими оболочками, длина 150–

250 мкм, ширина 21–25 мкм

Таблитчатой формы, с наклонными боковы-

ми стенками, тонкими оболочками, длина

150–380 мкм, ширина 20–27 мкм

Устьица

Устьица аномоцитного типа с замыкающими

почковидными клетками, немногочисленны.

Длина 30-50 мкм, ширина 25–30 мкм

Устьица аномоцитного типа с замыкающими

почковидными клетками, немногочисленны.

Длина 30–50 мкм, ширина 25–30 мкм

Волоски

2–3 клеточные простые волоски, длина до 130 мкм,

расширены у основания и заострены на конце.

3–4 клеточные железистые волоски с шаровид-

ными одноклеточными головками (20–25 мкм

в диаметре), длина до 300 мкм. Содержимое го-

ловок чаще заполнено серовато-бурой массой

2–3 клеточные простые волоски, длина до 130 мкм,

расширены у основания и заострены на конце.

3–4 клеточные железистые волоски с шаро-

видными одноклеточными головками (20–

25 мкм в диаметре), длина до 300 мкм. Со-

держимое головок не заполнено

Ча
ш

ел
ис

ти
к

Клетки эпи-

дермиса

Извилистой формы с тонкими оболочками. Ку-

тикула не отмечена

Извилистой формы с тонкими оболочками.

Кутикула не отмечена
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Устьица

Аномоцитного типа с замыкающими почковид-

ными клетками, немногочисленны. Длина 21–35

мкм, ширина 16–30 мкм

Аномоцитного типа с замыкающими почко-

видными клетками, немногочисленны. Длина

21–35 мкм, ширина 16–30 мкм

Волоски

2–3 клеточные простые волоски, длина до 130

мкм, расширены у основания и заострены на

конце.

3–4 клеточные железистые волоски с шаровид-

ными одноклеточными головками (20–25 мкм в

диаметре), длина до 150 мкм. Содержимое голо-

вок чаще заполнено серовато-бурой массой

2–3 клеточные простые волоски, длина до 130

мкм, расширены у основания и заострены на

конце.

3–4 клеточные железистые волоски с шаро-

видными одноклеточными головками (20-25

мкм в диаметре), длина до 150 мкм. Содер-

жимое головок не заполнено

В
ен

чи
к Клетки эпи-

дермиса

Неопределенной формы, длина 130–180 мкм,

ширина 50–60 мкм. Кутикула не отмечена

Неопределенной формы, длина 120–170 мкм,

ширина 40–50 мкм. Кутикула не отмечена
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Рисунок 29 – Фрагменты верхнего и нижнего эпидермиса листьев первоцвета

весеннего и первоцвета крупночашечного

А, В – верхний и нижний эпидермис листа первоцвета весеннего (увел. х×400).

Б, Г – верхний и нижний эпидермис листа первоцвета крупночашечного

(увел. × 400).

1 – клетки эпидермиса, 2 – устьице, 3 – головчатый волосок.
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Рисунок 30 – Фрагменты листьев первоцвета весеннего

и первоцвета крупночашечного

А, В – край листа и жилка первоцвета весеннего (увел. × 100).

Б, Г – край листа и жилка первоцвета крупночашечного  (увел. × 100).

1– головчатый волосок, 2 – простой  волосок, 3 – жилка.
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Рисунок 31 – Фрагменты черешков первоцвета весеннего

и первоцвета крупночашечного

А, В – эпидермис  и поперечный срез черешка первоцвета весеннего (увел.×100).

Б, Г – эпидермис  и поперечный срез черешка  первоцвета крупночашечного

(увел. × 100).

1– устьице, 2 – эпидермис, 3 – проводящие пучки, 4 – основная паренхима,

5 – уголковая колленхима.
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Рисунок 32 – Фрагменты цветоносных стрелок и венчиков первоцвета

весеннего и первоцвета крупночашечного

А, В – эпидермис  цветоноса (увел. × 100) и венчика (увел. × 400) первоцвета

весеннего.

Б, Г – эпидермис  цветоноса (увел. × 100) и венчика (увел. × 400) первоцвета

крупночашечного.

1 – клетки эпидермиса, 2 – волоски.
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Рисунок 33 – Фрагменты чашелистиков первоцвета весеннего и первоцвета

крупночашечного

А –эпидермис  чашелистика первоцвета весеннего (увел. × 400), Б – эпидермис

чашелистика первоцвета крупночашечного ( увел. × 400).

1 – устьице, 2 – волосок.

В ходе проведенных анатомических исследований установлено сходство

значимых диагностических признаков. Имеется следующее отличие исследуе-

мых видов первоцвета, заключающееся в строении железистых волосков: у пер-

воцвета весеннего железистые волоски с шаровидными одноклеточными голов-

ками, головки волосков чаще заполнены серовато-бурой массой. У первоцвета

крупночашечного головки железистых волосков  не заполнены.

Описания и микрофотографии диагностических признаков цельных, из-

мельченных и порошка листьев первоцвета весеннего включены в раздел

«Микроскопия» проекта ФС «Первоцвет листья».
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4.2 Ресурсные исследования первоцвета крупночашечного

в Республике Башкортостан

Проведенные нами исследования показали идентичность  химического

состава близкородственных видов первоцвета. Учитывая широкую распро-

страненность первоцвета крупночашечного на территории Республики Баш-

кортостан, были проведены ресурсные исследования.

Согласно литературным данным [95, 96, 97]  первоцвет крупночашечно-

го имеет  широкий ареал распространения в РБ (рисунок 34).

Рисунок 34 – Ареал распространения первоцвета крупночашечного

в Башкирии (по Кучерову Е.В., 1990 г.)



218

Первоцвет часто отмечается в районе западных, восточных предгорий

и в центральной части Южного Урала (Гафурийский, Ишимбайский, Караи-

дельский, Бурзянский, Белорецкий, Учалинский, Абзелиловский районы).

В северо-западных районах и в некоторых районах Зауралья он встречается

реже. Первоцвет чаще всего растет в сообществах по опушкам лесов, на до-

вольно богатых по экологическим шкалам почвах.

Площади произрастания первоцвета крупночашечного в отдельных

районах РБ составляют 11,0–158,5 га. Биологические запасы корневищ с кор-

нями первоцвета крупночашечного в отдельных районах РБ составляют око-

ло 18,974 т. Рекомендуемые ежегодные заготовки – 7,582 т [96]. Для  травы

первоцвета крупночашечного эксплуатационные, биологические запасы и ре-

комендуемые объемы ежегодных заготовок на территории РБ ранее не опре-

делялись.

При количественном анализе ресурсных запасов травы первоцвета круп-

ночашечного  использовались данные  литературы, материалы научных  кар-

тографических и экспедиционных исследований, предоставленные ИБ УНЦ

РАН (г. Уфа).

Нами проведены собственные исследования в Уфимском, Иглинском,

Мелеузовском, Ишимбайском, Абзелиловском,  Аургазинском, Белорецком,

Бурзянском, Гафурийском, Дуванском, Учалинском районах. Исследования

проводили в весенне-летний периоды, в фазу начала цветения первоцвета

крупночашечного в течение 2005–2010 гг. Ресурсные исследования проводи-

лись на конкретных зарослях, в связи с чем ресурсная характеристика указы-

валась только для исследуемых зарослей без дальнейшей экстраполяции на РБ

(приложение 39).

В ходе проведенных исследований установлено, что первоцвет крупно-

чашечный имеет промысловые заросли в сосновых и широколиственных ле-

сах, особенно в дубняках и березняках, на опушках лесов и полянах, на злако-

во-разнотравных и остепененных лугах. Определены ключевые промышлен-

ные заросли в северо-восточных, центральных и юго-восточных районах РБ.
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Объем возможных ежегодных заготовок составляет от 0,039 т до 0, 263 т в пе-

ресчете на воздушно-сухую массу сырья.

4.3 Морфолого-анатомическое изучение листьев хмеля обыкновенного

культивируемых сортов и дикорастущего вида

Морфологическое исследование листьев хмеля обыкновенного

культивируемых сортов и дикорастущего вида

Для определения общих морфолого-анатомических признаков листьев

хмеля обыкновенного дикорастущего и культивируемого сырья нами было

проведено изучение перечисленных признаков сырья различных образцов

«Ранний», «Крылатский», «Подвязный», предоставленных ООО «АгроРесур-

сы», г. Чебоксары (п.г.т. Урмары), а также дикорастущего вида, собранного

в РБ. На основании проведенных исследований были выявлены общие морфо-

логические и микроскопические признаки.

Нами были изучены морфологические признаки цельного, измельченно-

го и порошкованного сырья листьев хмеля обыкновенного культивируемых

сортов и дикорастущего вида, выявлены общие диагностические признаки,

которые можно использовать для установления подлинности и стандартизации

листьев хмеля. Полученные результаты макроскопического изучения листьев

хмеля включены в раздел «Внешние признаки» проекта ФС «Хмеля обыкно-

венного листья». Результаты исследований приведены в сводной таблице 34.
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Таблица 34 – Сравнительная характеристика морфологических признаков листьев хмеля обыкновенного культивируе-

мых видов и дикорастущих сортов

Название при-

знаков

Исследуемые образцы сырья

Сорт «Ранний» Сорт «Крылатский» Сорт «Подвязный»

Дикорастущее сырье

(собранное

в Уфимском р-не)

1 2 3 4 5

С
те

бе
ль

Форма Округлая с крюч-

кообразные шипами

Округлая с крюч-

кообразные шипами

Округлая с крюч-

кообразные шипами

Округлая с крюч-

кообразные шипами

Окраска От светло-зеленой до

темно-зеленой

От зеленой до темно-

зеленой

От зеленой до фиоле-

товой с промежуточ-

ны-ми оттенками

От светло-зеленой до

темно-зеленой

Расположе-

ние листьев

Супротивное Супротивное Супротивное Супротивное

Характерные

признаки

Наличие узлов в местах

прикрепления листьев.

Сердцевина у основа-

ния стебля заполнен-

ная, выше – полая.

Наличие узлов в местах

прикрепления листьев.

Сердцевина у основа-

ния стебля заполнен-

ная, выше – полая.

Наличие узлов в местах

прикрепления листьев.

Сердцевина у основа-

ния стебля заполнен-

ная, выше – полая.

Наличие узлов в местах

прикрепления листьев.

Сердцевина у основа-

ния стебля заполнен-

ная, выше – полая.

Л
и

стРазмеры Длина с черешком до Длина с черешком до 20 Длина с черешком до 20 Длина с черешком до 20
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20 см; ширина до17 см. см; ширина до 16 см. см; ширина до 14 см. см; ширина до 10 см.

Форма Пальчатораздельная

или сердцевидная.

Встречаются листья

трех-, пяти-, реже се-

мидольной и цельной

формы.

Пальчатораздельная

или сердцевидная.

Встречаются листья

трех-, пяти-, реже се-

мидольной и цельной

формы.

Преимущественно

сердцевидная, реже

пальчатораздельная.

Встречаются листья

преимущественно

цельной, реже трех-,

пятидольной  формы.

Пальчатораздельная

или сердцевидная.

Встречаются листья

трех-, четырех-, пяти-,

семидольной формы и

реже цельные.

Окраска От светло-зеленой до

темно-зеленой

От зеленой до темно-

зеленой

От зеленой до фиоле-

товой с промежуточ-

ными оттенками

От светло-зеленой до

темно-зеленой

Край листа Неравно-пильчато-

зазубренный

Неравно-пильчато-

зазубренный

Неравно-пильчато-

зазубренный

Неравно-пильчато-

зазубренный

Жилкование Сетчатое Сетчатое Сетчатое Сетчатое

Характер-

ные призна-

ки

На нижней стороне

видны выступающие

жилки, в форме ребер,

на которых имеются

шипы. Вся поверх-

ность листовой пла-

На нижней стороне

видны выступающие

жилки, в форме ребер,

на которых имеются

шипы. Вся поверх-

ность листовой

На нижней стороне

видны выступающие

жилки, в форме ребер,

на которых имеются

шипы. Вся поверх-

ность листовой пла-

На нижней стороне

видны выступающие

жилки, в форме ребер,

на которых имеются

шипы. Вся поверх-

ность листовой пла-
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стинки, особенно

верхняя ее сторона,

покрыта жесткими во-

лосками.

пластинки, особенно

верхняя ее сторона,

покрыта жесткими во-

лосками.

стинки, особенно

верхняя ее сторона,

покрыта жесткими во-

лосками.

стинки, особенно

верхняя ее сторона,

покрыта жесткими во-

лосками.

Че
ре

ш
ок

Форма Округлая Округлая Округлая Округлая

Окраска От светло-зеленой до

темно-зеленой

От зеленой до темно-

зеленой

От зеленой до фиоле-

товой

От светло-зеленой до

темно-зеленой

Характер-

ные призна-

ки

Заполненный внутри с

четко выраженным

желобком (выемкой) с

лицевой стороны лис-

та, на поверхности

имеются крючкообраз-

ные шипы.

У основания черешка

имеются небольшие

прилистники.

Заполненный внутри с

четко выраженным

желобком (выемкой) с

лицевой стороны лис-

та, на поверхности

имеются крючкообраз-

ные шипы.

У основания черешка

имеются небольшие

прилистники.

Заполненный внутри с

четко выраженным

желобком (выемкой) с

лицевой стороны лис-

та, на поверхности

имеются крючкообраз-

ные шипы.

У основания черешка

имеются небольшие

прилистники.

Заполненный внутри с

четко выраженным

желобком (выемкой) с

лицевой стороны лис-

та, на поверхности

имеются крючкообраз-

ные шипы.

У основания черешка

имеются небольшие

прилистники.
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Микроскопическое исследование листьев хмеля обыкновенного

Нами были изучены микроскопические признаки цельного, измельчен-

ного и порошкованного сырья листьев хмеля обыкновенного культивируемых

сортов и дикорастущего вида, включенные в общий проект ФС «Хмеля обык-

новенного листья». Результаты исследований приведены в сводной таблице 35

и на рисунках 35–42.

Рисунок 35 – Фрагмент верхнего эпидермиса листа хмеля обыкновенного сорт
«Ранний» (цельное сырье) (увел. × 400)

1 – клетки верхнего эпидермиса, 2 – устьица, 3 – кутикула, 4 – железка.

Рисунок 36 – Фрагмент нижнего эпидермиса листа хмеля обыкновенного сорт
«Ранний» (цельное сырье) (увел. × 400)

1 – клетки нижнего эпидермиса, 2 – желёзка.
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Результаты исследований анатомического строения листьев хмеля обык-

новенного сорта «Ранний» представлены в таблице 34 и на рисунках 35, 36.

Результаты исследований анатомического строения листьев хмеля обык-

новенного сорта «Крылатский» представлены в таблице 35 и на рисунках 37, 38.

Рисунок 37 – Фрагмент верхнего эпидермиса листа хмеля обыкновенного сорт

«Крылатский» (цельное сырье) (увел. × 400)

1 – клетки верхнего эпидермиса, 2 – волоски.

Рисунок 38 – Фрагмент нижнего эпидермиса листа хмеля обыкновенного сорт

«Крылатский» (цельное сырье) (увел. × 400, увел. × 100)

1 – клетки нижнего эпидермиса, 2 – устьица.
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Результаты исследований анатомического строения листьев хмеля обыкно-

венного сорта «Подвязный» представлены в таблице 35 и на рисунках 39, 40.

Рисунок 39 – Фрагмент верхнего эпидермиса листа хмеля обыкновенного сорт

«Подвязный» (цельное сырье) (увел. × 400)

1 – клетки верхнего эпидермиса, 2 – волоски головчатые, 3 – волоски простые,

4 – жилка.

Рисунок 40 – Фрагмент нижнего эпидермиса листа хмеля обыкновенного сорт

«Подвязный» (цельное сырье) (увел. × 400)

1 – клетки нижнего эпидермиса.
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Результаты исследований анатомического строения листьев хмеля обык-

новенного дикорастущего вида представлены в таблице 35 и на рисунках 41, 42.

Рисунок 41 – Фрагмент верхнего эпидермиса листа хмеля обыкновенного

дикорастущего вида (цельное сырье) (увел. × 100, увел. × 400)

1 – клетки верхнего эпидермиса, 2 – волоски,  3 – жилка.

Рисунок 42 – Фрагмент нижнего эпидермиса листа хмеля обыкновенного

дикорастущего вида (цельное сырье) (увел. × 400)

1 – клетки нижнего эпидермиса, 2 – устьица, 3 – кутикула, 4 – желёзка.
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Таблица 35 – Сравнительная характеристика морфолого-анатомических признаков листьев хмеля обыкновенного

культивируемых сортов и дикорастущего вида

Название призна-
ков

Исследуемые образцы сырья

сорт «Ранний» сорт «Крылатский» сорт «Подвязный»
дикорастущее сырье
(собранное в Уфим-
ском р-не)

Л
ис

то
ва

я 
пл

ас
ти

нк
а

Клетки

верхнего

эпидермиса

многоугольные, вытя-

нутые со слабоизвили-

стыми стенками;

длина – 54-60 мкм;

ширина – 33-52 мкм

многоугольные, изо-

диаметрические со

слабоизвилистыми

стенками;

длина – 48-55 мкм;

ширина – 28-50 мкм

многоугольные, изо-

диаметрические со

слабоизвилистыми

стенками;

длина – 37-56 мкм;

ширина – 27-39 мкм

многоугольные, изо-

диаметрические со

слабоизвилистыми

стенками;

длина – 43-56 мкм;

ширина – 23-43 мкм

Клетки

нижнего

эпидермиса

многоугольные с  бо-

лее извилистыми

стенками;

длина – 51-90 мкм;

ширина – 31-52мкм

многоугольные с  бо-

лее извилистыми

стенками;

длина – 49-83 мкм;

ширина – 24-27 мкм

многоугольные с  бо-

лее извилистыми

стенками;

длина – 42-86 мкм;

ширина – 22-47 мкм

многоугольные с  бо-

лее извилистыми

стенками;

длина – 45-76 мкм;

ширина – 30-47 мкм

Кутикула продольно-

морщинистая, вокруг

устьиц лучисто-

морщинистая

продольно-

морщинистая, вокруг

устьиц лучисто-

морщинистая

продольно-

морщинистая, вокруг

устьиц лучисто-

морщинистая

продольно-

морщинистая, вокруг

устьиц лучисто-

морщинистая
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Устьица аномоцитного типа,

овальной или округ-

лой формы

аномоцитного типа,

овальной или округ-

лой формы

аномоцитного типа,

овальной или округ-

лой формы

аномоцитного типа,

овальной или округ-

лой формы

Волоски простые одноклеточ-

ные, головчатые, ши-

повидные

простые одноклеточ-

ные, головчатые

простые одноклеточ-

ные, головчатые, мно-

гоклеточные

простые одноклеточ-

ные, головчатые

Желёзки тип яснотковые тип яснотковые,

булавовидные

тип яснотковые тип яснотковые,

булавовидные

Че
ре

ш
ок

Клетки эпи-

дермиса

прозенхимной формы;

длина – 90-100 мкм;

ширина – 15-20 мкм

прозенхимной формы;

длина – 85-95 мкм; ши-

рина – 13-17 мкм

прозенхимной формы;

длина – 79-95 мкм; ши-

рина – 13-20 мкм

прозенхимной формы;

длина – 95-100 мкм;

ширина – 15-20 мкм

Волоски
простые одноклеточ-

ные, Т-образные

простые одноклеточ-

ные, Т-образные

простые одноклеточ-

ные, Т-образные

простые одноклеточ-

ные, Т-образные

Желёзки булавовидные булавовидные булавовидные булавовидные

Проводящая

система

пять сосудисто-

волокнистых пучков

пять сосудисто-

волокнистых пучков

пять сосудисто-

волокнистых пучков

пять сосудисто-

волокнистых пучков
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На основании проведенных микроскопических исследований четырех

образцов сырья листьев хмеля обыкновенного выявлены общие диагностиче-

ские признаки,  которые можно использовать для установления подлинности и

стандартизации листьев хмеля: многоугольные  клетки  изодиаметрической

формы; волоски простые одноклеточные, головчатые и Т-образные; многочис-

ленные железки тип «яснотковые», реже булавовидные желёзки.

Показатели подлинности сырья «хмеля обыкновенного листья».

Морфологические признаки лекарственного растительного сырья

«хмеля обыкновенного листья»

Цельное сырье. Смесь отдельных и измельченных листьев с черешками

и кусочками стеблей.

Стебель округлой формы, с крючкообразными шипами. Окраска стебля,

боковых ветвей и черешков листа хмеля светло-зеленого, зеленого, темно-

зеленого, фиолетового цвета с промежуточными оттенками. В местах прикреп-

ления листьев имеются узлы. На узлах стеблей и боковых побегах супротивно

расположены простые черешковые  листья с небольшими прилистниками у ос-

нования. Стебли у основания имеют заполненную сердцевину, выше – полые.

Листья с черешком до 20 см длины, 14–17 см ширины, пальчатораздель-

ной или сердцевидной формы, неравно-пильчато-зазубренные по краю, жил-

кование листьев сетчатое.  Встречаются листья трех-, четырех-, пяти-, семи-

дольной и цельной формы. Окраска листовых пластинок светло-зеленого, зе-

леного, темно-зеленого, фиолетового с промежуточными оттенками. На ниж-

ней стороне листьев видны выступающие жилки, в форме ребер, на которых

имеются шипы. Вся поверхность листовой пластинки, особенно верхняя ее

сторона, покрыта жесткими волосками.

Черешок округлой формы, заполненный внутри с четко выраженным

желобком (выемкой) с лицевой стороны листа, на поверхности имеются крюч-

кообразные шипы. Окраска черешка светло-зеленого, зеленого, темно-
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зеленого, фиолетового с промежуточными оттенками. У основания черешка

имеются небольшие прилистники.

При рассмотрении под лупой (10х) и стереомикроскопом (16×) видна

смесь отдельных и измельченных листьев, черешков. Листья с черешком до

20 см длины, 14–17 см ширины, пальчатораздельной или сердцевидной фор-

мы, неравно-пильчато-зазубренные по краю, жилкование листьев сетчатое.

Встречаются листья трех-, четырех-, пяти-, семидольной и цельной формы. На

нижней стороне листьев видны выступающие жилки, в форме ребер, на кото-

рых имеются шипы. Вся поверхность листовой пластинки, особенно верхняя

ее сторона, покрыта жесткими волосками.

Запах специфический хмелевой. Вкус водного извлечения может быть

кислым, слегка горьковатым; горьким, вяжущим.

Измельченное сырье. Смесь кусочков стеблей, листьев и черешков хмеля

обыкновенного, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 7 мм. Цвет

кусочков стеблей, листьев и черешков светло-зеленого, зеленого, темно-

зеленого, фиолетового с промежуточными оттенками.

При рассмотрении под лупой (10х) и стереомикроскопом (8×, 16×) видны

кусочки стеблей, листьев и черешков светло-зеленого, зеленого, темно-зеленого,

фиолетового с промежуточными оттенками. Кусочки листовой пластинки, осо-

бенно с верхней стороны, покрыты жесткими волосками; с нижней стороны вид-

ны выступающие жилки. Запах специфический хмелевой. Вкус водного извлече-

ния может быть кислым, слегка горьковатым; горьким, вяжущим.

Порошок. Смесь кусочков стеблей, листьев, черешков, проходящих

сквозь сито с отверстиями размером 2 мм. Цвет может быть светло-зеленым,

зеленым, темно-зеленым, фиолетовым с промежуточными оттенками.

При рассмотрении порошка под лупой (10х) и стереомикроскопом (8х,

16х) видны кусочки стеблей, листьев и черешков светло-зеленого, зеленого,

темно-зеленого, фиолетового цвета, покрытые жесткими волосками. Запах

специфический хмелевой. Вкус водного извлечения может быть кислым, слег-

ка горьковатым; горьким, вяжущим.
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Микроскопические признаки лекарственного растительного сырья

«хмеля обыкновенного листья»

Результаты анатомических исследований представлены в таблице 35 и

на рисунках 43–48.

Цельное сырье. При рассмотрении препаратов листа хмеля с поверхно-

сти видно, что на верхней и нижней сторонах листа имеется однослойный эпи-

дермис. Клетки верхнего эпидермиса многоугольные изодиаметрические, реже

со слабоизвилистыми стенками, иногда вытянутые, длиной 37–60 мкм, шири-

ной 23–52 мкм. Клетки нижнего эпидермиса многоугольные со слабоизвили-

стыми стенками, длиной 42–90 мкм, шириной 22–52 мкм. Кутикула с обеих

сторон тонкая местами продольно-морщинистая, вокруг устьиц лучисто-

морщинистая. Стенки клеток четко видно утолщенные.

На обеих сторонах листа расположены устьица аномоцитного типа, дли-

ной 16–26 мкм, шириной 11–19 мкм. Устьица овальной или округлой формы,

расположены в одной плоскости с эпидермисом. Замыкающие клетки устьиц

имеют чечевидную форму.

В эпидермисе обеих сторон листа отмечены волоски простые однокле-

точные, головчатые, шиповидные, реже многоклеточные. Простые одноклеточ-

ные волоски, длиной до 382 мкм, расширены у основания и заострены на конце,

с тонкими стенками, с гладкой поверхностью, располагаются по всей поверхно-

сти листа. У хмеля обыкновенного встречаются железистые волоски с шаро-

видными 2-клеточными головками различной величины от 29 до 37 мкм в диа-

метре, расположенные на 2-клеточной ножке длиной до 60 мкм (головчатые).

При рассмотрении эпидермиса листа хмеля отмечено наличие желёзок тип «яс-

нотковые» (круглые, с различным количеством клеток), размером от 59 до 76

мкм в диаметре. Также имеются булавовидные желёзки длиной до 50 мкм.
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Рисунок 43 – Фрагмент верхнего эпидермиса листа хмеля обыкновенного

(цельное сырье) (увел. × 400)

1 – клетки верхнего эпидермиса, 2 – желёзки, 3- волоски простые,

4 – устьица, 5 –жилка.
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Рисунок 44 – Фрагмент нижнего эпидермиса листа хмеля обыкновенного

(цельное сырье) (увел. × 400)

1 – устьице, 2 – кутикула; 3 – волоски простые, 4 – волоски головчатые,

5 –железки.
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Рисунок 45 – Фрагмент края листа хмеля обыкновенного (цельное сырье)

(увел. × 400, увел. × 100)

1 – волоски простые.

Рисунок 46 – Фрагмент эпидермиса вдоль жилки листа хмеля обыкновенного

(цельное сырье) (увел. × 100)

1 – волоски простые, 2 – жилка.
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Рисунок 47 – Фрагмент эпидермиса черешка листа хмеля обыкновенного

(цельное сырье) (увел. × 100)

1 – клетки эпидермиса, 2 – волоски Т-образные , 3 –волоски простые,

4 – железки.
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Рисунок 48 – Фрагмент поперечного среза черешка листа хмеля

обыкновенного (цельное сырье) (увел. × 100)

1 – эпидермис, 2 – проводящие пучки, 3 – основная паренхима, 4 – уголковая

колленхима.

Под верхним эпидермисом находится слой палисадной паренхимы, со-

держащей хлоропласты, обеспечивающие фотосинтез. Ниже палисадной па-

ренхимы имеется губчатая паренхима из рыхло-соединенных между собой

клеток. К ней примыкает эпидермис нижней поверхности листа с множеством

устьиц и выростов в виде волосков и щетинок.

При рассмотрении препаратов черешка листа хмеля с поверхности вид-

но, что имеется однослойный эпидермис. Клетки эпидермиса прозенхимной

формы. Размеры клеток эпидермиса: длина до 100 мкм, ширина до 20 мкм.

В эпидермисе черешка хмеля обыкновенного отмечены простые одноклеточ-

ные волоски длиной до 220 мкм, расширенные у основания и заостренные на

конце, с тонкими стенками и гладкой поверхностью. Встречаются Т-образные

многоклеточные волоски длиной до 175 мкм. Также на поверхности эпидер-

миса черешка имеются булавовидные железки длиной до 50 мкм.

Форма черешка округлая. Механическая ткань представлена уголковой

колленхимой, расположенной в 5–7 слоев, переходящая в паренхиму. Прово-
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дящая система представлена пятью сосудисто-волокнистыми пучками (3 ма-

леньких и 2 крупных), расположенными по окружности.

Измельченное сырье. Из части аналитической пробы готовят препараты

по методике приготовления препаратов из цельного сырья листьев (ГФ СССР

XI изд., вып. 1, С. 278 (листья).

При рассмотрении под микроскопом препаратов листа видны фрагменты

верхнего эпидермиса с многоугольными изодиаметрическими, реже со слабо-

извилистыми стенками, иногда вытянутыми, длиной 37–60 мкм, шириной 23–

52 мкм; фрагменты нижнего эпидермиса с многоугольными клетками со сла-

боизвилистыми стенками, длиной 42–90 мкм, шириной 22–52 мкм. Четко вид-

на тонкая продольно-морщинистая, вокруг устьиц лучисто-морщинистая кути-

кула. Устьица аномоцитного типа, длиной 16–26 мкм, шириной 11–19 мкм.

Устьица овальной или округлой формы, замыкающие клетки устьиц имеют

чечевидную форму. Встречаются простые одноклеточные волоски, расширен-

ные у основания и заостренные на конце, с тонкими стенками и гладкой по-

верхностью, длиной до 382 мкм. Также встречаются железистые волоски с ша-

ровидными 2-клеточными головками различной величины от 29 до 37 мкм

в диаметре, расположенные на 2-клеточной ножке длиной до 60 мкм (головча-

тые). Встречаются волоски шиповидные, реже многоклеточные. Отмечено на-

личие желёзок тип «яснотковые» (круглые, с различным количеством клеток),

размером от 59 до 76 мкм в диаметре. Могут встречаться булавовидные желёз-

ки длиной до 50 мкм.

Фрагменты черешка листа с клетками эпидермиса прозенхимной формы,

длиной до 100 мкм, шириной до 20 мкм. Отмечено наличие простых однокле-

точных волосков длиной до 220 мкм, расширенных у основания и заостренных

на конце, с тонкими стенками и гладкой поверхностью. Встречаются Т-

образные многоклеточные волоски длиной до 175 мкм. Могут встречаться бу-

лавовидные железки длиной до 50 мкм (рисунок 49).
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Рисунок 49 – Фрагмент эпидермиса листа хмеля обыкновенного

(измельченное сырье) (увел. × 100)

1 – эпидермис, 2 – волоски простые, 3 – волоски головчатые.

Порошок. Часть аналитической пробы просеивают сквозь сито с разме-

ром отверстий 0,25 мм. Из сырья, оставшегося на сите, готовят препараты лис-

та, из просева – препараты порошка листа (ГФ СССР XI изд., вып. 1, С. 278).

При рассмотрении под микроскопом препаратов листа видны фрагменты

верхнего эпидермиса с многоугольными изодиаметрическими, реже со слабо-

извилистыми стенками, иногда вытянутыми, длиной 37–60 мкм, шириной 23–

52 мкм; фрагменты нижнего эпидермиса с многоугольными клетками со сла-

боизвилистыми стенками, длиной 42–90 мкм, шириной 22–52 мкм.

Кутикула тонкая продольно-морщинистая, вокруг устьиц лучисто-

морщинистая. Устьица аномоцитного типа, длиной 16–26 мкм, шириной 11–

19 мкм. Устьица овальной или округлой формы, замыкающие клетки устьиц

имеют чечевидную форму.

1 1

2

3
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Рисунок 50 – Фрагмент мелкой фракции листа хмеля обыкновенного

(порошок) (увел. × 100)

1 – верхний эпидермис листа, 2 – край листа, 3 – нижний эпидермис листа,

4 – эпидермис вдоль жилки листа, 5 – волосок Т-образный,

6 – волоски простые, 7 – железка.

Встречаются простые одноклеточные волоски, расширенные у основания и

заостренные на конце, с тонкими стенками и гладкой поверхностью, длиной до

382 мкм. Также отмечены железистые волоски с шаровидными 2-клеточными

головками различной величины от 29 до 37 мкм в диаметре, расположенные на 2-

клеточной ножке длиной до 60 мкм (головчатые). Встречаются волоски шипо-

видные, реже многоклеточные. Отмечено наличие желёзок тип «яснотковые»

(круглые, с различным количеством клеток), размером от 59 до 76 мкм в диамет-

ре. Могут встречаться булавовидные желёзки длиной до 50 мкм.

1

1

2

3

4

5

6
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Фрагменты черешка листа с клетками эпидермиса прозенхимной формы,

длиной до 100 мкм, шириной до 20 мкм. Отмечено наличие простых однокле-

точных волосков длиной до 220 мкм, расширенных у основания и заостренных

на конце, с тонкими стенками и гладкой поверхностью. Встречаются Т-

образные многоклеточные волоски длиной до 175 мкм (рисунок 50).

Описания и микрофотографии диагностических признаков цельных, из-

мельченных и порошка листьев хмеля включены в раздел «Микроскопия»

проекта ФС «Хмеля обыкновенного листья».

Выводы по главе 4

1. Проведено морфолого-анатомическое исследование первоцвета ве-

сеннего и близкородственного первоцвета крупночашечного, определены ди-

агностические признаки для цельного, измельченного и порошкованного сы-

рья. Морфолого-анатомическое изучение первоцвета крупночашечного прове-

дено впервые.

2. Впервые проведено сравнительное изучение морфологических при-

знаков близкородственных видов первоцветов, которое показало их практиче-

скую идентичность. Определены диагностические признаки: листья яйцевид-

ные или яйцевидно-продолговатые, внезапно или постепенно суженные в че-

решок, городчатые или неравномерно-городчатые по краю, на верхушке ту-

пые, морщинистые, с вдавленными сверху и выступающими снизу жилками,

серовато-зеленого цвета. Цветоносы округлой формы, внутри полые, по длине

превышают листья. Соцветие зонтиковидное, цветки правильные, наклонены в

одну сторону. Прицветники линейно-ланцетные, острые. Чашечка от трубчато-

до широко-колокольчатой формы, перепончатая, угловато-гранистая. Лепестки

венчика ярко-желтые, внутри с оранжевым пятном у основания долей.

3. Проведен сравнительный анатомо-гистологический анализ строения

первоцвета весеннего и первоцвета крупночашечного. Впервые проведено мик-

роскопическое исследование поперечного среза черешка листа первоцвета ве-

сеннего методом петиолярной анатомии. Полное микроскопическое исследова-
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ние травы первоцвета крупночашечного также проведено впервые. Выявлены

количественно охарактеризованные микродиагностические признаки, опреде-

ляющие подлинность сырья.

4. Впервые проведено морфологическое исследование листьев хмеля

обыкновенного дикорастущего вида и культивируемых сортов «Ранний»,

«Крылатский», «Подвязный». Выявлены общие характерные признаки, позво-

ляющие провести диагностику сырья. Стебель округлой формы, заполненный

у основания, выше полый, с крючкообразными шипами, характерно наличие

узлов в местах прикрепления листьев. На нижней стороне листовых пластинок

видны выступающие жилки в форме ребер с многочисленными шипами. Вся

поверхность листовых пластинок, особенно верхняя сторона, покрыта много-

численными жесткими волосками. Черешок округлой формы с четко выра-

женным желобком с лицевой стороны листа, заполненный внутри, у основания

имеются прилистники. Окраска стеблей, листьев, черешков от светло-зеленой

до темно-зеленой и фиолетовой с промежуточными оттенками.

5. Впервые проведено анатомо-гистологическое исследование листьев

хмеля обыкновенного дикорастущего вида и культивируемых сортов «Ран-

ний», «Крылатский», «Подвязный». Впервые проведено микроскопическое ис-

следование листовых пластинок, черешков исследуемых растений методом пе-

тиолярной анатомии. Выявлены количественно охарактеризованные микроди-

агностические признаки, определяющие подлинность сырья.

6. Проведены ресурсные исследования травы первоцвета крупночашеч-

ного на территории РБ. Определены ключевые промышленные заросли в севе-

ро-восточных, центральных и юго-восточных районах РБ. Объем возможных

ежегодных заготовок составляет от 0,039 т до 0, 263 т в пересчете на воздуш-

но-сухую массу сырья.

7. Результаты проведенных исследований включены в соответствую-

щие разделы ТУ 9700-014-26795008-2005 «Трава первоцвета весеннего (ан-

гро), цельное сырье», проектов ФС «Первоцвета листья», ФСП «Хмеля обык-

новенного листья».



242

ГЛАВА 5 СТАНДАРТИЗАЦИЯ И РАЗРАБОТКА НОРМАТИВНОЙ

ДОКУМЕНТАЦИИ НА СЫРЬЕ ПЕРВОЦВЕТА ВЕСЕННЕГО

И ХМЕЛЯ ОБЫКНОВЕННОГО

Проблема совершенствования стандартизации ЛРС, создания современ-

ной НД на сырье является актуальной задачей [12, 15, 17, 129, 174, 176, 184,

275, 347].

«Стандарты качества лекарственных средств. Основные положения» (ОСТ

91500.05. 001-00) предусматривают нормирование всех видов лекарственного

растительного сырья, используемого для изготовления лекарственных средств,

цельного, измельченного и порошкованного, что должно быть отражено в со-

ответствующих разделах НД: внешние признаки, микроскопия, числовые по-

казатели. Показатели качества, включаемые в проект НД, определяются в за-

висимости от путей использования ЛРС.

5.1 Стандартизация и разработка нормативной документации

на сырье  «Первоцвета весеннего трава»

Существующая в РФ отечественная нормативная документация (НД) на

первоцвет весенний по ГОСТ 3166-76 «Листья первоцвета весеннего (ангро),

цельное сырье, поставляемого на экспорт» предусматривает определение не-

которых числовых показателей (общая зола, влажность, доля примесей) и со-

держание кислоты аскорбиновой (методом титрования). Данный ГОСТ не пре-

дусматривает определение таких важных показателей качества сырья, как со-
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держание экстрактивных веществ; золы, нерастворимой в 10% растворе кисло-

ты хлористоводородной; микробиологической чистоты и радионуклидов. Ука-

занный документ не содержит полного описания морфологических признаков;

описание анатомических признаков сырья вовсе отсутствует [51]. Таким обра-

зом, разработка ФС «Первоцвета листья», удовлетворяющей современным

требованиям, взамен устаревшего ГОСТ 3166-76, является актуальной задачей.

Учитывая возможность применения первоцвета весеннего в качестве

пищевого растительного сырья, нами разработаны и утверждены ТУ 9700-014-

26795008-2005 «Трава первоцвета весеннего (ангро), цельное сырье».

Проведенные нами исследования и данные литературы показали, что ос-

новными группами БАВ первоцвета весеннего являются флавоноиды, кислота

аскорбиновая, тритерпеновые сапонины. Использование первоцвета весеннего

в качестве пищевого поливитаминного сырья позволили нам определить ос-

новными показателями для стандартизации сырья содержание флавоноидов и

кислоты аскорбиновой.

5.1.1 Разработка методик качественного и количественного определения

суммы флавоноидов в траве первоцвета весеннего

Для качественного анализа флавоноидов в траве первоцвета весеннего

использовали метод ТСХ, характеризующийся высокой селективностью, чув-

ствительностью, быстротой выполнения анализа [92].

Для качественного обнаружения флавоноидов методом ТСХ в  траве

первоцвета изучены системы: этилацетат-кислота муравьиная-вода (70:15:15);

этилацетат-кислота уксусная ледяная-вода (5:1:1); н-бутанол-кислота уксусная

ледяная-вода (4:1:2); гексан-ацетон-кислота уксусная (20:10:0,1); хлороформ-

спирт метиловый-вода (26:14:3); этилацетат-кислота уксусная (80:20); гексан-

ацетон (8:2); хлороформ-спирт метиловый-вода (26:14:3) [30, 31].

Нами экспериментально определено, что оптимальной системой раство-

рителей, обеспечивающей лучшее разделение флавоноидов растений рода

первоцвет, явилась: н-бутанол – кислота уксусная ледяная – вода (4:1:2).
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Методика качественного обнаружения флавоноидов

в траве первоцвета весеннего

Испытуемый раствор. Раствор А, полученный для количественного оп-

ределения (см. раздел «Количественное определение суммы флавоноидов»).

Раствор стандартного образца. Раствор Государственного стандарт-

ного образца рутина (см. раздел «Количественное определение суммы фла-

воноидов»).

На линию старта хроматографической пластинки «Sorbfil» (ПТСХ-АФ-

А-УФ или аналогичного качества) размером 100×100 мм в виде полос длиной

10 мм, шириной не более 3 мм наносили 20 мкл испытуемого раствора А и

20 мкл раствора стандартного образца рутина.

Пластинку с нанесенными пробами высушивали на воздухе в течение 10

минут и хроматографировали в системе  растворителей: н-бутанол – кислота

уксусная ледяная – вода (4:1:2) восходящим способом (камеру со смесью рас-

творителей предварительно насыщали 1 час). Когда фронт растворителей про-

ходил 8 см от линии старта, пластинку  вынимали из камеры, высушивали

в вытяжном шкафу до удаления следов растворителей  и  просматривали

в УФ-свете при  длине волны 254 нм. На хроматограмме стандартного образца

рутина обнаруживалась темно-коричневая зона рутина с Rf около 0,65–0,75,

принятая за RS=1,0. На хроматограмме испытуемого раствора  определялась

темно-коричневая зона адсорбции с RS (по рутину) около 1,0 и темно-

коричневая зона с RS (по рутину) около 1,1 (гиперозид); допускается обнару-

жение дополнительных зон.

Валидацию методики качественного определения флавоноидов проводи-

ли по специфичности хроматографической системы. Специфичность методики

определяли по совпадению основных зон адсорбций между собой, по их соот-

ветствию указанной методике  в различных образцах сырья, собранных в раз-

ных районах, в разные годы.

В наших исследованиях использовались 5 образцов сырья. Приемле-

мость оценивалась по совпадению зон адсорбций различных исследуемых об-
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разцов сырья описанию методики. Проведенные исследования показали, что

зоны адсорбции исследуемых образцов совпали между собой и соответствова-

ли описанной методике.

Разработка методики количественного

определения суммы флавоноидов

Для количественного определения флавоноидов в фитопрепаратах и ЛРС

применяют объемные, весовые, спектрофотометрические, фотоколориметри-

ческие, полярографические и др. методы. Более популярным является метод

спектрофотометрического анализа в УФ-области спектра самостоятельно или

в сочетании с хроматографией в тонких слоях сорбента, на бумаге [211, 338].

Оптические методы анализа в видимой области спектра используют по-

сле выполнения реакций с хромогенными реактивами.

Для определения содержания флавоноидов в сырье первоцвета весеннего

нами разработана методика спектрофотометрического определения суммы

флавоноидов в извлечениях из исследуемого сырья.

Методика количественного определения суммы флавоноидов  основана

на принципе дифференциальной спектрофотометрии (реакция комплексообра-

зования флавоноидов с хлоридом алюминия в среде спирта этилового 70% при

подкислении кислотой уксусной) [84, 166, 167].

В исследуемых образцах травы первоцвета весеннего с алюминия хло-

ридом появлялся максимум поглощения при длине волны 410 нм, что совпада-

ло с максимумом поглощения спектра ГСО рутина с хромогенным реактивом

(рисунок 51), поэтому ГСО рутин был выбран нами в качестве основного

стандартного образца [171, 174, 198, 203].

Указанная область спектра поглощения отдалена от спектров сопутст-

вующих веществ. Раствором сравнения служил исходный раствор извлечений

без хромогенного реактива, что также исключает влияние сопутствующих

БАВ [142, 178].
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Рисунок 51 – Дифференциальные спектры спиртоводных извлечений листьев

первоцвета весеннего (1) и ГСО рутина (2) с раствором алюминия хлорида

При разработке методики количественного определения суммы флаво-

ноидов в траве первоцвета весеннего были изучены оптимальные параметры

экстракции (таблица 36).

Таким образом, оптимальным экстрагентом для сырья выбран раствор

спирта этилового 70%, степень измельчения сырья 1 мм, соотношение сырья и

экстрагента 1:10, время экстракции 30 мин.

Также было установлено, что стабильность флавоноидного комплекса с

алюминия хлоридом достигается через 30 мин от начала реакции и сохраняет-

ся в течение двух часов, а оптимальное количество 2% раствора указанного

реагента составляет 2 мл.
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Таблица 36 – Выбор параметров экстракции для  извлечения суммы флавонои-

дов из травы первоцвета весеннего

Параметры экстракции Содержание суммы флавоноидов,%

Концентрация спирта этилового,%

40

70

96

3,96±0,13

4,21±0,15

2,43±0,18

Степень измельчения, мм

1

2

3

5,46±0,14

4,68±0,19

3,58±0,18

Соотношение сырье – экстрагент

1:3

1:5

1:10

1:15

1:20

3,15 ± 0,06

4,09 ± 0,11

4,21 ± 0,09

4, 17 ± 0,14

4,15 ± 0,08

Время экстракции, мин

20

30

45

60

90

4,95±0,13

5,49±0,17

5,44±0,14

5,41±0,16

5,35±0,19

Методика количественного определения суммы флавоноидов

Около 10,0 г (точная навеска) сырья, измельченного до величины частиц,

проходящих сквозь сито с отверстиями размером 1 мм, помещали в кониче-

скую колбу со шлифом вместимостью 250 мл, прибавляли 100 мл спирта эти-

лового  70% и взвешивали с погрешностью ± 0,01 г.  Колбу соединяли с обрат-

ным холодильником,  нагревали на кипящей водяной бане в течение 30 минут,



248

периодически встряхивая для смывания частиц сырья со стенок. Колбу охлаж-

дали до комнатной температуры, взвешивали и  при необходимости доводили

до первоначальной  массы спиртом этиловым 70%. Извлечение фильтровали

через бумажный фильтр, смоченный тем же спиртом, отбрасывая первые 10 мл

фильтрата (раствор А).

Раствор стандартного образца. Около 0,05 г (точная навеска) высу-

шенного стандартного образца ГСО рутина (ФС 42-2508-87) помещали в мер-

ную колбу вместимостью 100 мл, растворяли в 85 мл спирта этилового 70%

при нагревании на кипящей водяной бане, охлаждали, доводили объем раство-

ра до метки тем же спиртом и перемешивали.

Раствор сравнения. К 2,0 мл раствора А добавляли 0,1 мл кислоты ук-

сусной разведенной и доводили спиртом этиловым 70% до метки в мерной

колбе вместимостью 25 мл.

Через  30 мин измеряли оптическую плотность испытуемого раствора

и раствора стандартного образца (1 мл) на спектрофотометре при длине волны

410 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм, использовали раствор сравнения.

Содержание суммы флавоноидов в процентах (Х) в  пересчете на рутин

и абсолютно сухое сырье в процентах (Х,%) вычисляли по формуле (5):

D × mо × 1 × 100 × 100
Х = ------------------------------ , (5)

Dо × m × 2 × (100 – W)

где  D – оптическая плотность испытуемого раствора;

Dо – оптическая плотность раствора стандартного образца рутина;

m – масса сырья, в граммах;

mо – масса ГСО рутина, в граммах, в 1 мл раствора ГСО;

W – влажность сырья, в процентах.

Предложенной методикой проанализировано пять партий сырья. Ошибка

единичного определения с 95% вероятностью не превышает 4,25% (таблица 37).
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Таблица 37 – Метрологическая характеристика методики количественного оп-

ределения суммы флавоноидов в траве первоцвета весеннего (в пересчете на

рутин)

N

п/

п

n х ср. S ² S P, % t (P,f) ∆x Eотн

1 5 5,05 0,00292 0,05403 95 2,78 0,15022 2,97%

2 5 3,58 0,00228 0,04774 95 2,78 0,13274 3,71%

3 5 3,13 0,00092 0,03033 95 2,78 0,08432 2,69%

4 5 5,48 0,00132 0,03633 95 2,78 0,10100 1,85%

5 5 4,78 0,00628 0,079246 95 2,78 0,22031 4,61%

Методика количественного определения суммы флавоноидов валидиро-

вана по следующим характеристикам: правильность, прецизионность, специ-

фичность, линейность [2, 7, 56, 121, 154, 158].

Правильность методики определяли на модельных смесях с ГСО рутина.

В предлагаемой нами методике средний% восстановления в модельных смесях

с заданным содержанием рутина составил 99,63%.

В опытах с добавками ГСО рутина относительная ошибка находилась

в пределах случайной ошибки методики и не превышала 5% (0,40–2,94%), что

свидетельствует об отсутствии систематической ошибки.

Прецизионность определяли по двум показателям – сходимость и вос-

производимость. В условиях сходимости показатель относительного стандарт-

ного отклонения составил 0,40% в первый день, 1,67% во второй день и не

превышал допустимого значения (RSD не более 10%).

В условиях воспроизводимости величина RSD в лаборатории № 1 соста-

вила 1,09%, в лаборатории № 2 – 1,36%.

Для определения линейности проводили определение содержания суммы

флавоноидов в пересчете на рутин в исследуемых образцах в пяти  концентра-

циях ГСО рутина – 80, 90, 100, 110, 120% от теоретического уровня. Линей-
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ность метода сохраняется в интервале концентраций от 4,8 до 7,2 мкг/мл и ох-

ватывает нижний предел содержания суммы флавоноидов в исследуемом сы-

рье, коэффициент корреляции составил 0,998341 (таблица 38, приложение 40).

Таблица 38 – Таблица результатов валидации методики количественного оп-

ределения суммы флавоноидов в траве первоцвета весеннего

№
Параметры

валидации

Критерий

приемлемости

Экспериментальные

данные

1
Правильность

% от ожидаемого

значения 100,0±5,0%

Относительная ошибка:

0,40–2,94% (<5%)

2

Сходимость

Относительное стан-

дартное отклонение

RSD не более 10%

1-ый день RSD=0,40%

2-ой день RSD=1,67%

3

Воспроизводи-

мость

Относительное стан-

дартное отклонение

RSD не более 15%

Лаборатория № 1

RSD=1,09%,

лаборатория № 2

RSD=1,36%

4

Специфичность
Совпадение спектров

поглощения

Доказана совпадением

спектров поглощения ок-

рашенных комплексов из-

влечения и ГСО рутина

5
Линейность и

диапазон приме-

нения

Коэффициент корреля-

ции r≥0,99

Коэффициент корреляции

r=0,998341

в интервале 4,8–7,2 мкг/мл

рутина

Таким образом, исследования показали, что разработанная методика дос-

тупна, легко воспроизводима, проста в исполнении, не требует особых вре-

менных и денежных затрат.
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Разработанной методикой были проанализированы пять партий сырья

первоцвета весеннего и первоцвета крупночашечного.

Таблица 39 – Метрологическая характеристика методики количественного оп-

ределения суммы флавоноидов в траве первоцвета крупночашечного (в пере-

счете на рутин)

№

п/п
n х ср. S ² S P, % t (P,f) ∆x Eотн

1 5 3,98 0,00108 0,03286 95 2,78 0,09136 2,30%

2 5 3,35 0,00152 0,03899 95 2,78 0,10838 3,23%

3 5 4,25 0,00100 0,03162 95 2,78 0,08791 2,07%

4 5 3,08 0,00068 0,02608 95 2,78 0,07249 2,36%

5 5 3,72 0,00068 0,02608 95 2,78 0,07249 1,94%

Содержание суммы флавоноидов в траве первоцвета весеннего находи-

лось в пределах – 3,13–5,48%, первоцвета крупночашечного – 3,08–4,25%

(таблицы 37, 39).

Результаты исследований образцов цельного, измельченного и порошко-

ванного сырья представлены в приложения 41 («Числовые показатели»). Из

данных таблиц видно, что содержание суммы флавоноидов находилось в пре-

делах от 3,13 до 5,48%.

Проведенные исследования стабильности сырья при хранении позволили

установить норму содержания флавоноидов в траве первоцвета весеннего не

менее 2% (приложение 41).
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5.1.2 Разработка методики качественного и количественного определения

кислоты аскорбиновой в траве первоцвета весеннего

Методика качественного обнаружения кислоты аскорбиновой в траве

первоцвета весеннего методом ТСХ

Приготовление смеси проявляющего реагента. В мерную колбу объемом

100 мл помещали 0,075 г бромкрезолового зеленого, 0,025 г бромфенолового

синего, 50 мл спирта этилового 70%, после растворения веществ объем смеси

доводили раствором спирта этилового 70% до метки (раствор А). В мерную

колбу объемом 100 мл вносили 0,5 г натрия карбоната, 0,25 г калия пермангана-

та, растворив в 50 мл воды  очищенной, объем смеси доводили водой до метки

(раствор Б). Для проявления пластинок готовили смесь реактивов: 9 частей рас-

твора А и 1 часть раствора Б; смесь стабильна не более 15 мин.

Испытуемый раствор. 0,5 г сырья, измельченного до величины частиц,

проходящих сквозь сито с отверстиями 1 мм, помещали в коническую колбу

вместимостью 25 мл, прибавляли 5 мл дистиллированной воды, перемешива-

ли, настаивали 15 мин, отфильтровывали.

Раствор стандартного образца. Раствор стандартного образца кислоты ас-

корбиновой (см. раздел «Количественное определение кислоты аскорбиновой»).

На линию старта хроматографической пластинки «Sorbfil» (ПТСХ-АФ-

А-УФ или аналогичного качества) размером 100×100 мм в виде полос длиной

10 мм, шириной не более 3 мм наносили 50 мкл испытуемого раствора и 20

мкл раствора стандартного образца аскорбиновой кислоты.

Пластинку с нанесенными пробами высушивали на воздухе в течение 10

минут и хроматографировали в системе  растворителей: этилацетат-кислота

уксусная ледяная (80:20) (камеру со смесью растворителей предварительно на-

сыщали 1 час). Когда фронт растворителей проходил 8 см от линии старта,

пластинку  вынимали из камеры,  высушивали в вытяжном шкафу до удаления

следов растворителей, опрыскивали  раствором для детектирования смесь рас-
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творов бромкрезолового зеленого и калия перманганата с последующим на-

греванием при температуре 120°С около 1 мин.

На хроматограмме обнаруживалась зона адсорбции голубого цвета на

участке с извлечением из сырья с Rf около 0,45–0,55, идентичная зоне адсорб-

ции кислоты аскорбиновой.

Валидацию методики качественного определения кислоты аскорбиновой

проводили по специфичности хроматографической системы. Специфичность

методики определяли по совпадению основных зон адсорбций между собой,

соответствие различных образцов сырья, собранных в разные годы, описанию

методики.

В наших исследованиях использовались 5 образцов сырья. Приемле-

мость оценивалась по совпадению зон адсорбций различных исследуемых об-

разцов сырья описанию методики. Проведенные исследования показали, что

зоны адсорбции исследуемых образцов совпали между собой и соответствова-

ли описанной методике.

Разработка методики количественного определения кислоты

аскорбиновой в траве первоцвета весеннего

Для количественного определения кислоты аскорбиновой нами исполь-

зован спектрофотометрический метод, основанный на цветной реакции аскор-

биновой кислоты с фосфорно-молибденовым комплексом [45, 182].

Для разработки методики количественного определения аскорбиновой

кислоты в траве первоцвета весеннего были изучены оптимальные параметры

экстракции (таблица 40).
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Таблица 40 – Выбор параметров экстракции для извлечения кислоты аскорби-

новой из травы первоцвета весеннего

Параметры экстракции
Содержание

аскорбиновой кислоты, %

Экстрагент

вода дистиллированная

спирт этиловый 40%

спирт этиловый 70%

2,08 ± 0,09

3,45 ± 0,07

1,95 ± 0,08

Степень измельчения, мм

1

2

3

3,42 ± 0,12

2,11 ± 0,09

1,75 ± 0,11

Время экстракции, мин

20

30

60

2,13± 0,08

3,45 ± 0,07

3,05 ± 0,06

Оптимальным экстрагентом для сырья выбран раствор спирта этилового

40%, степень измельчения сырья 1 мм, время экстракции 30 мин.

Методика количественного определения кислоты аскорбиновой

в траве первоцвета весеннего

Около 2 г измельченного сырья (точная навеска) помещали в колбу со

шлифом вместимостью 100 мл, прибавляли 50 мл спирта этилового 40%, кол-

бу присоединяли к обратному холодильнику и кипятили при перемешивании

на водяной бане в течение 30 мин. Экстракцию спиртом этиловым 40% повто-

ряли еще два раза по 50 мл в течение 30 мин каждый раз. Полученные извле-

чения объединяли, фильтровали через бумажный фильтр (раствор А). В колбу

вместимостью 50 мл помещали 20 мл раствора А, прибавляли 20 мл спирта

этилового 96%, перемешивали и через 10 мин фильтровали через бумажный
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фильтр (раствор Б). В мерную колбу вместимостью 100 мл помещали 10 мл

раствора Б и доводили объем раствора до метки, перемешивали (раствор В).

Раствор стандартного образца. В мерную колбу вместимостью 50 мл

помещали около 0,05 г (точная навеска) кислоты аскорбиновой (ФС 42-2668-

95), высушенной до постоянной массы при температуре от 100º до 105ºС,

растворяли в 30 мл воды, доводили объем раствора водой до метки, переме-

шивали (раствор 1). Раствор стандартного образца хранят в плотно закрытой

емкости из темного стекла в прохладном, защищенном от света месте не бо-

лее 3 суток.

В мерную колбу вместимостью 100 мл помещали 5 мл раствора 1, дово-

дили объем раствора водой  до метки, перемешивали (раствор 2). Раствор ис-

пользуют свежеприготовленным.

Раствор натрия фосфорномолибдата. В мерную колбу вместимостью

200 мл помещали 0,05 г натрия фосфата двузамещенного, растворяли в 100 мл

воды, прибавляли 10 мл кислоты серной концентрированной, 50 мл  воды и 0,8

г аммония молибдата. Объем раствора доводили водой до метки и тщательно

перемешивали. Раствор натрия фосфорномолибдата хранят в плотно закрытой

емкости из темного стекла в прохладном, защищенном от света месте не более

3 месяцев.

В три колбы вместимостью по 50 мл помещали: в первую – 10 мл рас-

твора В, во вторую – 10 мл раствора  рабочего стандартного образца кислоты

аскорбиновой и в третью – 10 мл воды. В каждую колбу прибавляли по 10 мл

раствора натрия фосфорномолибдата, нагревали с обратным холодильником

на кипящей  водяной бане в течение 10 мин и быстро охлаждали под струей

холодной воды. Оптическую плотность испытуемого раствора (колба 1) и  рас-

твора СО кислоты аскорбиновой (колба 2) измеряли на спектрофотометре при

длине волны 730 нм в кварцевых кюветах с толщиной слоя 10 мм. В качестве

раствора сравнения использовали раствор из третьей колбы.

Содержание кислоты аскорбиновой в пересчете на абсолютно сухое сы-

рье в процентах (X) вычисляли по формуле (6):
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D×mо×150×40×100×510×100×100             D×mо×150×40×5
Х = ---------------------------------------------------- = --------------------------, (6)

Dо×m×20×10×10×50×100× (100 – W) Dо×m× (100 – W)

где D – оптическая плотность испытуемого раствора;

Dо – оптическая плотность раствора СО кислоты аскорбиновой;

m – масса сырья в граммах;

mо – масса СО кислоты аскорбиновой в граммах;

W – влажность сырья в процентах.

Предложенной методикой проанализировано пять партий сырья. Ошибка

единичного определения с 95% вероятностью не превышает 4,19% (таблица 41).

Таблица 41 – Метрологическая характеристика методики количественного оп-

ределения кислоты аскорбиновой в траве первоцвета весеннего

N

п/п
n х ср. S ² S P, % t (P,f) ∆x Eотн

1 5 2,14 0,00088 0,02967 95 2,78 0,08245 3,85%

2 5 3,61 0,00172 0,04147 95 2,78 0,11529 3,19%

3 5 2,53 0,00068 0,02608 95 2,78 0,07249 2,86%

4 5 2,01 0,00092 0,03033 95 2,78 0,08432 4,19%

5 5 2,15 0,00100 0,03162 95 2,78 0,08791 4,08%

Методика количественного определения аскорбиновой кислоты валиди-

рована по следующим характеристикам: правильность, прецизионность, спе-

цифичность, линейность [2, 60, 121].

Правильность методики определяли на модельных смесях с СО кислоты

аскорбиновой. В предлагаемой нами методике средний % восстановления

в модельных смесях с заданным содержанием  аскорбиновой кислоты составил

100,14%.
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В опытах с добавками СО кислоты аскорбиновой относительная ошибка

находилась в пределах случайной ошибки методики и не превышала 5% (0,61–

1,61%), что свидетельствует об отсутствии систематической ошибки (прило-

жение 40).

Прецизионность определяли по двум показателям – сходимость и вос-

производимость. В условиях сходимости показатель относительного стандарт-

ного отклонения составил 0,90% в первый день, 1,20% во второй день и не

превышал допустимого значения (RSD не более 10%).

В условиях воспроизводимости величина RSD в лаборатории № 1 соста-

вила 1,13%, в лаборатории № 2 – 1,58%.

Для определения линейности проводили определение содержания аскор-

биновой кислоты в исследуемых образцах в пяти концентрациях СО аскорби-

новой кислоты – 80, 90, 100, 110, 120% от теоретического уровня. Линейность

метода сохраняется в интервале концентраций от 2,4 до 3,6 мкг/мл и охватыва-

ет нижний предел содержания аскорбиновой кислоты в исследуемом сырье.

Коэффициентом корреляции составил 0,99643. Результаты валидации пред-

ставлены в таблице 42 и приложении 40.

Таким образом, исследования показали, что разработанная методика дос-

тупна, легко воспроизводима, проста в исполнении.

Разработанной методикой были проанализированы пять партий сырья пер-

воцвета весеннего и первоцвета крупночашечного. Результаты исследований

образцов цельного, измельченного и порошкованного сырья представлены в

приложении 41 («Числовые показатели»). Проведенные исследования стабиль-

ности сырья при хранении позволили установить норму содержания  кислоты

аскорбиновой в листьях первоцвета весеннего не менее 0,5% (приложение 41).
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Таблица 42 – Таблица результатов валидации методики количественного оп-

ределения кислоты аскорбиновой в траве первоцвета весеннего

№ Параметры

валидации
Критерий приемлемости

Экспериментальные

данные

1 Правильность
% от ожидаемого

значения 100,0±5,0%

Относительная ошибка:

0,65 – 1,61% (<5%)

2 Сходимость

Относительное стан-

дартное отклонение

RSD не более 10%

1-ый день RSD=0,90%

2-ой день RSD=1,20%

3
Воспроизводи-

мость

Относительное стан-

дартное отклонение

RSD не более 15%

Лаборатория № 1

RSD=1,13%,

лаборатория № 2

RSD=1,58%

4 Специфичность

Отсутствие отклика при

отсутствии анализиру-

емого вещества

Отсутствие синего ок-

рашивания с раствором

натрия фосфорно-

молибдата в отсутствии

аскорбиновой кислоты

5
Линейность и диа-

пазон применения

Коэффициент корреля-

ции r≥0,99

Коэффициент корреля-

ции r=0,99643

в интервале 2,4-3,6

мкг/мл аскорбиновой

кислоты
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Таблица 43 –Метрологическая характеристика методики количественного оп-

ределения кислоты аскорбиновой в траве первоцвета крупночашечного

N

п/п
n х ср. S ² S P, % t (P,f) ∆x Eотн

1 5 1,78 0,00100 0,03162 95 2,78 0,08791 4,94%

2 5 3,54 0,00052 0,02280 95 2,78 0,06339 1,79%

3 5 2,56 0,00048 0,02191 95 2,78 0,06091 2,38%

4 5 1,56 0,00052 0,02280 95 2,78 0,06339 4,07%

5 5 1,88 0,00068 0,02608 95 2,78 0,07249 3,86%

Из данных таблиц видно, что содержание суммы  кислоты аскорбиновой

находилось в сырье первоцвета весеннего от 2,01 до 3,61%, первоцвета круп-

ночашечного – 1,56–3,54%.

5.1.3 Установление числовых показателей качества

и сроков годности травы первоцвета весеннего

В исследуемых образцах сырья нами были определены числовые показа-

тели влажность, зола общая и нерастворимая в 10% хлористоводородной ки-

слоте по ГФ СССР XI изд. и XII изд. (приложение 41). Как видно из таблиц,

влажность сырья не превышает 13%, общая зола – не более 12%, зола, нерас-

творимая в 10% хлористоводородной кислоте – не более 3,5%.

Также были определены: содержание экстрактивных веществ, извлекае-

мых водой, составило не менее 30% и содержание экстрактивных веществ, из-

влекаемых раствором спирта этилового 70% – не менее 40%.

Все числовые показатели для измельченного и порошкованного сырья

травы первоцвета весеннего установлены впервые и включены в проект ФС

«Первоцвета листья» и ТУ 9700-014-26795008-2005 «Трава первоцвета весен-

него (ангро), цельное сырье».
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Исследование сроков годности листьев и травы первоцвета весеннего

(приложение 41), показало что хранение сырья в сухом проветриваемом по-

мещении при температуре 18–20°С в течение 2,5 лет практически не влияет на

содержание основных групп БАВ, что позволило определить срок годности

сырья 2 года.

Микробиологическая чистота. Определение микробиологической чисто-

ты исследуемого сырья проводили по ОФС 42-0067-07,  ГФ XII изд., часть 1,

категория 4А с использованием следующих сред: N1 (Аэробные бактерии);

N 2 (Сабуро) (дрожжевые и плесневые грибы); N 3 (среда обогащения для эн-

теробактерий); N 4 (Эндо) (семейство Enterobacteriaceae); N 5 (Висмут-

сульфит-агар) (Salmonella); N 8 (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus) [69, 138].

По результатам исследований во всех образцах сырья содержание мик-

роорганизмов колебалось: аэробных бактерий  не более 1,0•105 в 1 мл настоя,

дрожжевых и плесневых грибов не более 1,3•102 в 1 мл настоя, Escherichia coli

не более 10 в 1 мл настоя. Отмечено отсутствие в исследуемых образцах пред-

ставителей Семейства Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylo-

coccus aureus, Salmonella (приложение 41).

Результаты исследований показали, что все образцы сырья относятся к

категории 4А лекарственного растительного сырья, подвергаемого обработке и

нагреванию для приготовления лекарственной формы.

Препарат исследуемого растительного сырья  в условиях проведения ис-

пытания (1:10) не обладает антимикробным действием.

Раздел «Хранение» разработан в соответствии с требованиями статьи

ГФ XI, вып. 1: «Хранение лекарственного растительного сырья» (стр. 296)

с указанием соответствующих ГОСТов и в соответствии с ОСТ

91500.05.001–00 [180].

Определение радионуклидов. Определение радионуклидов проводили на

гамма-бета спектрометрическом комплексе «Прогресс» № 346 (НПП «Доза»,

2000 г.). В основе методики лежит регистрация сцинтилляционных спектров
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гамма-излучения, испускаемого сырьем. Результаты исследования показали,

что все исследуемые образцы сырья соответствуют требованиям СанПиН

2.3.2.1078-01 с изменениями 1,2,5 пп.1.6.10 [136].

Для определения срока годности сырья использовали образцы, хранив-

шиеся в течение 3 лет в сухом, защищенном от света месте, хорошо проветри-

ваемом помещении. Сырье хранилось  в бумажных мешках по ГОСТ 17768-90 в

условиях лаборатории. В сырье каждые шесть месяцев определялись числовые

показатели. По результатам исследований, представленных в приложении 41,

рекомендуем определить срок годности листьев первоцвета весеннего – 2 года.

С целью оптимизации заготовки сырья первоцвета весеннего было опре-

делено время сбора сырья. Для чего изучали динамику накопления основных

групп действующих веществ суммы флавоноидов и кислоты аскорбиновой ки-

слоты в зависимости от фазы вегетации растений.

Количественное определение флавоноидов и кислоты аскорбиновой

проводили по разработанным нами методикам. Результаты проведенных ис-

следований представлены в таблице  44.

Таблица 44 – Динамика накопления флавоноидов и кислоты аскорбиновой в

траве первоцветов в зависимости от фазы вегетации

Вегетатив-
ные фазы

Первоцвет весенний Первоцвет крупночашечный
сумма фла-
воно-идов в
пересчете на
рутин

кислота ас-
корбиновая

сумма фла-
вонои-дов в
пересчете на
рутин

кислота ас-
корбиновая

Фаза бутони-

зации
3,49±0,11 1,84±0,09 2,91±0,13 1,32±0,14

Фаза начала

цветения
4,09±0,14 2,59±0,07 3,35±0,09 1,58±0,11

Фаза массово-

го цветение
3,82±0,08 2,27±0,07 3,28 ±0,08 1,43±0,09

Конечная фаза

вегетации
2,58±0,09 1,63±0,09 2,12±0,14 1,12±0,15
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Результаты исследования показали, что максимальное содержание  ука-

занных групп БАВ в траве первоцвета весеннего отмечено в период начала и

массового цветения. Так как период цветения первоцветов непродолжитель-

ный и составляет 2–3 недели, поэтому заготовку сырья рекомендуем прово-

дить в период от начала до массового цветения растения.

Таблица 45

Показатели и нормы качества травы первоцвета весеннего

Показатели Методы Норма

Внешние признаки
ГФ ХI, ГОСТ 3166-76

Данные ГОСТА частич-

но дополнены

Микроскопия

ГФ ХI

Разработана впервые,

соответствует описа-

нию и рисункам ФС

Качественные реакции

С 2% спиртовым рас-

твором алюминия

хлорида

ТСХ

Зеленовато-желтое ок-

рашивание (флаво-

ноиды). Обнаружива-

ется две зоны адсорб-

ции на уровне рутина

и гиперозида

ТСХ

Обнаруживается зона

адсорбции на уровне

аскорбиновой кислоты

Числовые показатели

Сумма флавоноидов

в пересчете на рутин
Спектрофотометрия Не менее 2,0%

Аскорбиновая кислота Спектрофотометрия Не менее 0,5%

Экстрактивные

вещества,

извлекаемые водой

ГФ ХI Не менее 30%
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Экстрактивные веще-

ства, извлекаемые

70% спиртом этило-

вым

ГФ ХI Не менее 40%

Влажность ГФ ХI, ГОСТ 3166-76 Не более 13%

Зола общая ГФ ХII, ГОСТ 3166-76 Не более 12%

Зола нерастворимая в

10% растворе кислоты

хлористоводородной

ГФ ХI Не более  3,5%

Пожелтевшие  листья  и

черешки
ГФ ХI, ГОСТ 3166-76 Не  более 3%

Органическая примесь ГФ ХI, ГОСТ 3166-76 Не более 0,5%

Минеральная примесь
ГФ ХI, ГОСТ 3166-76 Не более 0,5%

Микробиологическая

чистота
ГФ ХII Категория  4 А

Примечание: жирным шрифтом выделены показатели, предложенные

впервые.

5.2 Стандартизация и разработка нормативной документации

на сырье «Хмеля обыкновенного листья»

Согласно проведенным нами исследованиям и данным литературы ли-

стья хмеля обыкновенного являются богатейшим источником БАВ, однако

применение в фармацевтической и пищевой промышленности нашли только

соплодия хмеля, листья же являются неиспользуемыми отходами. Задача ком-
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плексного использования растения хмеля обыкновенного в целом является ак-

туальной и представляет практический интерес для предприятий по культиви-

рованию и переработке сырья.

В связи с этим нами поставлена задача стандартизации сырья и разработка

НД проект ФСП «Хмеля обыкновенного листья». Проведенные нами исследо-

вания показали, что основными группами БАВ листьев хмеля обыкновенного

являются флавоноиды и производные ацилфлороглюцидов, поэтому стандар-

тизацию сырья проводили по их содержанию.

5.2.1 Разработка методик качественного и количественного определения

суммы флавоноидов в листьях хмеля обыкновенного

Для качественного анализа флавоноидов в листьях хмеля обыкновенного

использовали метод ТСХ, обладающей высокой селективностью и чувстви-

тельностью [92].

Для качественного обнаружения флавоноидов методом ТСХ в листьях

первоцвета изучены системы: н-бутанол-кислота уксусная ледяная-вода

(4:1:1); этилацетат-кислота уксусная ледяная-вода (5:1:1); этилацетат-

муравьиная кислота-вода (10:4:1); гексан-ацетон-кислота уксусная ледяная

(20:10:0,1) [30, 31].

Нами экспериментально установлено, что оптимальной системой рас-

творителей,  обеспечивающей лучшее разделение флавоноидов хмеля обыкно-

венного, явилась: этилацетат – кислота уксусная ледяная – вода (5:1:1).

Методика качественного обнаружения флавоноидов

в листьях хмеля обыкновенного методом ТСХ

Испытуемый раствор. Раствор А, полученный для количественного оп-

ределения (см. раздел «Количественное определение суммы флавоноидов»).

Раствор стандартного образца. Раствор стандартного образца рутина

(см. раздел «Количественное определение суммы флавоноидов»).
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На линию старта хроматографической пластинки «Sorbfil» (ПТСХ-АФ-

А-УФ или аналогичного качества) размером 100×100 мм в виде полос длиной

10 мм, шириной не более 3 мм наносили 10 мкл испытуемого раствора А и 2

мкл 0,1% спиртового раствора государственного стандартного образца рутина.

Высушенную на воздухе пластинку хроматографировали восходящим спосо-

бом в предварительно насыщенной камере в системе растворителей: этилацетат

– кислота уксусная ледяная – вода (5:1:1). По достижении фронтом растворите-

ля 10 см, пластинку вынимали, высушивали в вытяжном шкафу и просматрива-

ли в УФ-свете при длине волны 254 нм. На хроматограмме появлялись три зоны

адсорбции, одна из которых темно-коричневого цвета на уровне зоны ГСО ру-

тина с Rf 0,33, вторая темно-коричневого цвета с Rs около 0,68, третья – светло-

бурого цвета с Rs около 0,56.

Валидацию методики качественного определения флавоноидов проводи-

ли по специфичности хроматографической системы. Специфичность методики

определяли по совпадению основных зон адсорбций между собой, соответст-

вие различных образцов сырья, собранных в разные годы, описанию методики.

В наших исследованиях использовались 5 образцов сырья. Приемле-

мость оценивалась по совпадению зон адсорбций различных исследуемых об-

разцов сырья описанию методики. Проведенные исследования показали, что

зоны адсорбции исследуемых образцов совпали между собой и соответствова-

ли описанной методике.

Разработка методики количественного определения

суммы флавоноидов в листьях хмеля обыкновенного

Методика количественного определения суммы флавоноидов  основана

на принципе дифференциальной спектрофотометрии (реакция комплексообра-

зования флавоноидов с хлоридом алюминия в среде спирта этилового 70% при

подкислении кислотой уксусной) [30, 31].

В исследуемых образцах листьев хмеля обыкновенного дикорастущих

видов и культивируемых сортов появлялся максимум поглощения при длине
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волны 408–410 нм, что совпадало с максимумом поглощения спектра ГСО ру-

тина  410 нм (рис. 52) поэтому ГСО рутин был выбран нами в качестве основ-

ного стандартного образца [171, 174, 198, 203].

Рисунок 52 – Дифференциальные спектры ГСО рутина (1)

и спиртового извлечения листьев хмеля обыкновенного (2)

с раствором алюминия хлорида

При разработке методики количественного определения суммы флаво-

ноидов в листьях хмеля обыкновенного были изучены оптимальные парамет-

ры экстракции (таблица 46).

Оптимальным экстрагентом для сырья выбран  спирт этиловый 70%,

степень измельчения сырья 3 мм, соотношение сырья и экстрагента 1:10, вре-

мя экстракции 45 мин.

Также было установлено, что стабильность флавоноидного комплекса с

алюминием хлоридом достигается через 30 мин от начала реакции и сохраня-

ется в течение двух часов, а оптимальное количество 8% раствора указанного

реагента составляет 10 мл.
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Таблица 46 – Выбор параметров экстракции для  извлечения суммы флаво-

ноидов из листьев  хмеля обыкновенного

Параметры экстракции Содержание суммы флавоноидов,%

Концентрация спирта этилового,%

40

50

70

96

1,91±0,05

3,06±0,06

3,25±0,13

0,63±0,12

Степень измельчения, мм

1

2

3

4

5

1,89±0,12

3,07±0,07

3,24±0,11

2,98±0,13

2,75±0,08

Соотношение сырье – экстрагент

1:3

1:5

1:10

1:15

1:20

2,15 ± 0,06

2,38 ± 0,05

3,25 ± 0,11

3,21 ± 0,10

2,34 ± 0,05

Время экстракции, мин

20

30

45

60

90

2,15±0,07

2,36±0,11

3,25±0,09

3,19±0,10

3,17±0,12
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Методика количественного определения флавоноидов

Точную навеску сырья 10,0 г, измельченного до частиц размером 3 мм,

помещали в колбу со шлифом вместимостью 250 мл, прибавляли 100 мл спир-

та этилового 70%, колбу взвешивали с погрешность ±0,01 г. Колбу соединяли

с обратным  водяным холодильником, нагревали на кипящей водяной бане в

течение 45 минут, периодически встряхивали для смывания частиц сырья со

стенок. Колбу охлаждали до комнатной температуры, взвешивали и при необ-

ходимости доводили до первоначальной массы спиртом этиловым 70%. Из-

влечение фильтровали через бумажный фильтр, смоченный тем же спиртом,

отбрасывая первые 10 мл фильтрата (раствор А).

Раствор стандартного образца. Около 0,05 г (точная навеска) высу-

шенного стандартного образца рутина помещали в мерную колбу вместимо-

стью 100 мл, растворяли в 85 мл спирта этилового  70% при нагревании на ки-

пящей водяной бане, охлаждали, доводили объем раствора до метки тем же

спиртом и перемешивали.

Раствор сравнения. К 1 мл раствора А добавляли 0,1 мл кислоты уксус-

ной разведенной и доводили спиртом этиловым 70% до метки в мерной колбе

вместимостью 25 мл.

1,0 мл раствора А помещали в мерную колбу вместимостью 25 мл, при-

бавляли 10 мл 8% раствора алюминия хлорида в  спирте этиловом 70%

и 0,1 мл кислоты уксусной разведенной. Объем раствора доводили тем же

спиртом до метки и оставляли на 30 минут (раствор Б). Оптическую плотность

раствора Б измеряли на спектрофотометре при длине волны 410 нм в кювете

с толщиной слоя 10 мм, параллельно измеряли оптическую плотность раствора

СО (1 мл), использовали раствор сравнения.

Содержание суммы флавоноидов в процентах (Х) в пересчете на рутин и

абсолютно сухое сырье вычисляется по формуле (7):

D×m0 ×1×100×100×100 D×m0×1 ×100×100
Х = ----------------------------------- = ---------------------------, (7)

D0 × m× 1×100× (100 – W) D0 ×m ∙1 × (100 – W)
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где D – оптическая плотность испытуемого раствора;

D0 – оптическая плотность раствора ГСО рутина;

m – масса сырья в граммах;

m0 – масса ГСО рутина в граммах, в 1 мл раствора ГСО;

W – потеря в массе при высушивании сырья в процентах,%;

Приготовление 8% раствора алюминия хлорида в спирте. 8 г алюминия

хлорида растворяли в 100 мл  спирта этилового 70% и тщательно перемешивали.

Раствор хранят при комнатной температуре в течение 1 месяца в колбе

со шлифом.

Предложенной методикой проанализировано пять партий сырья. Ошибка

единичного определения с 95% вероятностью не превышает 3,27% (таблица 47).

Методика количественного определения суммы флавоноидов валидиро-

вана по следующим характеристикам: правильность, прецизионность, специ-

фичность, линейность [30, 31].

Правильность методики определяли на модельных смесях с ГСО рутина.

В предлагаемой нами методике средний % восстановления в модельных сме-

сях с заданным содержанием рутина составил 100,05%.

В опытах с добавками ГСО рутина относительная ошибка находилась в

пределах случайной ошибки методики и не превышала 5% (0,55% – 1,33%),

что свидетельствует об отсутствии систематической ошибки.

Прецизионность определяли по двум показателям – сходимость и вос-

производимость. В условиях сходимости показатель относительного стандарт-

ного отклонения составил 0,72% в первый день, 0,94% во второй день и не

превышал допустимого значения (RSD не более 10%).

В условиях воспроизводимости величина RSD в лаборатории № 1 соста-

вила 1,64%, в лаборатории № 2 – 1,22%.

Линейность методики определялась коэффициентом корреляции, кото-

рый составил 0,997737,  линейность метода сохранялась в интервале 4,8 до 7,2

мкг/мл (приложение 42).
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Данной методикой проанализированы образцы цельного, измельченного

и порошкованного сырья (приложение 43 «Числовые показатели»). Из данных

таблиц видно, что содержание суммы флавоноидов в исследуемых образцах

листьев хмеля обыкновенного дикорастущего вида и культивируемых сортов

находилось от 2,37% до 3,25%. Исследования стабильности сырья при хране-

нии (приложение 43),  позволили рекомендовать норму содержания суммы

флавоноидов в листьях  хмеля обыкновенного не менее 1,5%.

Таблица 47 – Метрологическая характеристика методики количественного оп-

ределения суммы флавоноидов в листьях хмеля обыкновенного (в пересчете

на рутин)

Образцы сырья n х ср. S² S P, % t (P,f) ∆x
E отн.,

%

Дикорастущее

Давлеканов-

ский р-н РБ)

5 2,96 0,00052 0,02280 95 2,78 0,06339 2,14

Дикорастущее

(Уфимский р-н

РБ)

5 3,25 0,00112 0,03347 95 2,78 0,09304 2,85

Сорт

«Подвязный»
5 2,69 0,00040 0,02000 95 2,78 0,05560 2,07

Сорт

«Крылатский»
5 2,37 0,00100 0,03162 95 2,78 0,08791 3,71

Сорт

«Ранний»
5 3,12 0,00088 0,02967 95 2,78 0,08247 2,64
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Таблица 48 – Таблица результатов валидации методики количественного оп-

ределения суммы флавоноидов в листьях хмеля обыкновенного

№ Параметры

валидации
Критерий приемлемости

Экспериментальные

данные

1 Правильность % от ожидаемого значе-

ния 100,0±5,0%

Относительная ошибка:

0,55–1,33% (<5%)

2 Сходимость Относительное стан-

дартное отклонение

RSD не более 10%

1-ый день RSD=0,72%

2-ой день RSD=0,94%

3 Воспроизводи-

мость

Относительное стан-

дартное отклонение

RSD не более 15%

Лаборатория № 1

RSD=1,64%,

лаборатория № 2

RSD=1,22%

4 Специфичность Совпадение спектров

поглощения

Доказана совпадением

спектров поглощения

окрашенных комплексов

извлечения и ГСО

рутина

5 Линейность и диа-

пазон применения

Коэффициент корреля-

ции r≥0,99

Коэффициент

корреляции r=0,997737

в интервале 4,8-7,2

мкг/мл рутина

5.2.2 Разработка методик качественного и количественного

определения производных ацилфлороглюцидов

в листьях хмеля обыкновенного

Качественное обнаружение производных

ацилфлороглюцидов в листьях хмеля обыкновенного

Измельченное сырье (1,0 г), помещенное в колбу емкостью 100 мл, экст-

рагировали в течение получаса 80 мл ацетона, периодически встряхивая, пере-
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мешивая и доводя до метки объем раствора, фильтровали через бумажный

фильтр «красная лента». К 1 мл полученного извлечения добавляли 1 мл 1%

раствора ацетата свинца, наблюдалось образование хлопьевидного осадка бе-

лого цвета.

Разработка методики количественного определения производных

ацилфлороглюцидов в листьях хмеля обыкновенного

По данным литературы одним из методов количественного определения

производных ацилфлороглюцидов является метод неводного титрования. На-

ми был адаптирован метод неводного титрования, используемый для опреде-

ления ацилфлороглюцидов в соплодиях хмеля обыкновенного, эксперимен-

тально определена навеска сырья и количество титранта [46, 47].

Методика количественного определения ацилфлороглюцидов Точ-

ную навеску измельченного сырья (0,2 г) экстрагировали 5 мл ацетона, просу-

шенного над натрием сернокислым. Экстрагирование проводили в пробирке

с притертой пробкой в горизонтальном положении в течение 15 минут. К 2 мл

полученного экстракта прибавляли 2 капли спиртового раствора фенолфта-

леина 0,1% и титровали спиртовым раствором калия едкого 0,01 М до появле-

ния красной неисчезающей окраски.

Количество суммы ацилфлороглюцидов (Х) в процентах определяли по

формуле (8):

V×0.004×5×100×100 V×200
Х = ---------------------------------- = ------------------, (8)

m× (100 – W) m× (100 – W)

где 0,004 – количество ацилфлороглюцидов (лупулон, гумулон,

гулупон – среднее значение), соответствующее 1 мл раствора калия едкого

(0,01М), г;

V – объем раствора калия едкого (0,01 М), пошедшего на титрование, мл;

m – масса сырья, г;

W – потеря в массе при высушивании сырья в процентах,%;
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Приготовление 0,01 М спиртового раствора калия едкого.

Ампулу фиксанала едкого калия (0,1 М) разводили в мерной колбе вме-

стимостью 1 л и доводили до метки спиртом этиловым 90%, перемешивали.

Получали 0,1 М основной раствор калия едкого.

100 мл основного раствора доводили до метки  спиртом этиловым 95%

в мерной колбе вместимостью 1 л и перемешивали.

Титр раствора проверяли раствором хлористоводородной или серной ки-

слоты известной концентрации в присутствии фенолфталеина.

Приготовление безводного ацетона.

В 1 л ацетона добавляли 59 г прокаленного при температуре 100°С в те-

чение 5 ч сернокислого натрия и настаивали при взбалтывании 10 ч или остав-

ляли на ночь. Для анализа отбирали ацетон над осадком.

Адаптированной методикой проанализировано пять партий сырья. Ре-

зультаты исследований приведены в таблице 49. Ошибка единичного опреде-

ления с 95% вероятностью не превышает 3,03%.

Таблица 49 – Метрологическая характеристика методики количественного оп-

ределения производных ацилфлороглюцидов

Образцы сырья n х ср. S² S P,% t (P,f) ∆x E отн.,
%

Дикорастущее

(Давлеканов-

ский р-н  РБ)

5 12,71 0,01172 0,10823 95 2,78 0,30096 2,37

Дикорастущее

(Уфимский р-н РБ)
5 12,50 0,00788 0,088769 95 2,78 0,24678 1,97

Сорт «Подвяз-

ный»
5 12,92 0,03568 0,188892 95 2,78 0,52511 4,07

Сорт «Крылат-
ский»

5 12,41 0,01820 0,13491 95 2,78 0,37504 3,03

Сорт

«Ранний»
5 11,70 0,013320 0,115412 95 2,78 0,32085 2,74
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Данной методикой проанализированы образцы цельного, измельченного

и порошкованного сырья листьев хмеля обыкновенного (приложение 43). Из

данных таблиц видно, что содержание  ацилфлороглюцидов в листьях хмеля

достаточно высокое, колеблется в зависимости от местообитания и сортотипа

от 11,70 до 12,92%. Содержание ацилфлороглюцидов в исследуемых видах

сырья дикорастущих растений не уступает культивируемым, даже растениям

горького сортотипа, а для культивируемых растений максимальное содержа-

ние 12,92% отмечено у листьев горького сорта «Подвязный», затем 12,41%

у горько-ароматического сорта «Крылатский», наименьшее количество 11,70%

у ароматического сорта «Ранний». Исследования стабильности сырья при хра-

нении (приложение 43)  позволили рекомендовать норму содержания произ-

водных ацилфлороглюцидов в листьях  хмеля обыкновенного не менее 10%.

5.2.3 Установление числовых показателей качества

и сроков годности листьев хмеля обыкновенного

В исследуемых образцах сырья нами были определены числовые пока-

затели влажность, зола общая и нерастворимая в 10% хлористоводородной ки-

слоте по ГФ СССР XI изд. и XII изд. (приложение 43). Как видно из таблиц,

влажность сырья не превышает 13%, общая зола – не более 12%, зола, нерас-

творимая в 10% хлористоводородной кислоте – не более 3,5%.

Также были определены: содержание экстрактивных веществ, извлекае-

мых водой, составило не менее 30% и содержание экстрактивных веществ, из-

влекаемых  раствором спирта этилового 70% – не менее 40%.

Все числовые показатели для цельного, измельченного и порошкованно-

го сырья листьев хмеля обыкновенного дикорастущего вида и культивируемых

сортов установлены впервые и включены в проект ФС «Хмеля обыкновенного

листья» (приложение 44).

Микробиологическая чистота. Определение микробиологической чис-

тоты исследуемого сырья проводили по ОФС 42-0067-07, ГФ XII, часть 1,

категория 4А с использованием следующих сред: N 1 (Аэробные бактерии);



275

N 2 (Сабуро) (дрожжевые и плесневые грибы); N 3 (среда обогащения для

энтеробактерий); N4 (Эндо) (семейство Enterobacteriaceae); N 5 (Висмут-

сульфит-агар) (Salmonella); N 8 (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus) [69, 138].

По результатам исследований во всех образцах сырья содержание мик-

роорганизмов колебалось: аэробных бактерий не более 1,0×105 в 1 мл настоя,

дрожжевых и плесневых грибов не более 1,3×102 в 1 мл настоя, Escherichia coli

не более 10 в 1 мл настоя. Отмечено отсутствие в исследуемых образцах пред-

ставителей Семейства Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococ-

cus aureus, Salmonella (приложение 43).

Результаты исследований показали, что все образцы сырья относятся

к категории 4А лекарственного растительного сырья, подвергаемого обработке

и нагреванию для приготовления лекарственной формы.

Препарат исследуемого растительного сырья  в условиях проведения ис-

пытания (1:10) не обладает антимикробным действием.

Раздел «Хранение» разработан в соответствии с требованиями статьи ГФ

XI, вып. 1: «Хранение лекарственного растительного сырья» (стр. 296) с указа-

нием соответствующих ГОСТов и в соответствии с ОСТ 91500.05.001-00 [135].

Определение радионуклидов. Определение радионуклидов проводили на

гамма-бета спектрометрическом комплексе «Прогресс» № 346 (НПП «Доза»,

2000 г.). В основе методики лежит регистрация сцинтилляционных спектров

гамма-излучения, испускаемого сырьем. Результаты исследования показали,

что все исследуемые образцы сырья соответствуют требованиям СанПиН

2.3.2.1078-01 с изменениями 1, 2, 5 пп. 1.6.10 [136].

Для определения срока годности сырья использовали образцы, хранив-

шиеся в течение 3,5 лет в сухом, защищенном от света месте, в хорошо про-

ветриваемом помещении. Сырье хранилось в бумажных мешках по ГОСТ

17768-90 в условиях лаборатории. В сырье каждые шесть месяцев определя-

лись числовые показатели. По результатам исследований, представленным
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в приложении 43, рекомендуем определить срок годности листьев хмеля

обыкновенного – 3 года.

Возможность комплексной переработки сырья хмеля обыкновенного

предполагает определение оптимального срока заготовки. С этой целью нами

была изучена динамика накопления основных групп БАВ (суммы флавоноидов

и ацилфлороглюцидов) по фазам вегетации растений. Определение количествен-

ного содержания указанных групп БАВ проводили по разработанным нами мето-

дикам. Результаты исследования приведены в таблице 50.

Таблица 50 – Динамика накопления флавоноидов и ацилфлороглюцидов в ли-

стьях хмеля обыкновенного в зависимости от фазы вегетации

Фаза вегетации растения

Содержание сум-

мы ацилфлорог-

люцидов, %

Содержание

суммы флавонои-

дов в пересчете

на рутин, %

Неполное созревание соплодий

(июль месяц)
12,72±0,13 3,25±0,09

Полное созревание соплодий

(конец августа–начало сентября

месяцев)

12,91±0,16 2,93±0,08

Конец вегетации (конец сентября–

начало октября месяцев)
12,63±0,18 1,86±0,06

Результаты исследований показали, что содержание основных групп

БАВ, особенно флавоноидов, в исследуемом сырье максимально в фазу непол-

ного созревания соплодий. В период же полного созревания плодов содержа-

ние ацилфлороглюцидов увеличивается, а флавоноидов уменьшается незначи-

тельно, поэтому с целью оптимизации производственного процесса заготовку

лекарственного растительного сырья рекомендуем проводить в период полно-

го созревания плодов.



277

Выводы по главе 5

1. Впервые проведена стандартизация травы первоцвета весеннего и ли-

стьев хмеля обыкновенного по содержанию флавоноидов. Разработаны мето-

дики качественного обнаружения флавоноидов в сырье первоцвета весеннего

и хмеля обыкновенного методом ТСХ.

2. Разработаны методики количественного определения суммы флаво-

ноидов спектрофотометрическим методом. Содержание суммы флавоноидов

в траве первоцвета весеннего находилось в пределах 3,13–5,48%, первоцвета

крупночашечного – 3,08–4,25%, что позволило установить норму содержания

флавоноидов в траве первоцветов не менее 2%.

Содержание суммы флавоноидов в листьях  хмеля обыкновенного в ис-

следованных образцах дикорастущего вида и культивируемых сортов в пере-

счете на рутин находится в пределах от 2,37 до 3,25%, что позволило устано-

вить норму содержания флавоноидов в листьях хмеля обыкновенного не ме-

нее 1,5%.

Разработанные методики количественного определения флавоноидов ва-

лидированы, определены параметры правильности, линейности, воспроизво-

димости; апробированы в ООО «Травы Башкирии»,  ГБУЗ «Республиканский

центр контроля качества и сертификации лекарственных средств», ОАО «Аг-

рофирма «Ресурсы» (г. Чебоксары).

3. Разработана методика количественного определения кислоты аскор-

биновой в сырье первоцвета весеннего спектрофотометрическим методом, ос-

нованном на цветной реакции кислоты аскорбиновой с фосфорно-

молибденовым комплексом. Установлено, что содержание аскорбиновой ки-

слоты составило в сырье первоцвета весеннего от 2,01 до 3,61%, первоцвета

крупночашечного – 1,56–3,54%, что позволило установить норму содержания

аскорбиновой кислоты в сырье первоцвета весеннего не менее 0,5%.

Разработанная методика количественного определения кислоты аскор-

биновой в сырье первоцвета весеннего валидирована, определены параметры

правильности, линейности, воспроизводимости; апробирована в ООО «Травы
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Башкирии», ГБУЗ «Республиканский центр контроля качества и сертификации

лекарственных средств».

4. Адаптирована методика количественного определения суммы произ-

водных ацилфлороглюцидов методом титрования. Содержание суммы произ-

водных ацилфлороглюцидов в исследованных образцах дикорастущего вида

и культивируемых сортов хмеля обыкновенного составляет от 11,70 до

12,92%, что позволило установить норму содержания суммы производных

ацилфлороглюцидов не менее 10%.

5. Проведен товароведческий анализ, определены числовые показатели

качества сырья. Для травы первоцвета весеннего, листьев первоцвета весен-

него (измельченное и порошкованное сырье) все числовые показатели уста-

новлены впервые. Для цельного сырья листьев первоцвета весеннего впервые

определены: содержание экстрактивных веществ, извлекаемых водой и рас-

твором спирта этилового 70%; зола, не растворимая в хлористоводородной

кислоте 10%.

Для листьев хмеля обыкновенного дикорастущего вида и культивируе-

мых сортов хмеля обыкновенного (измельченное и порошкованное сырье) все

числовые показатели установлены впервые.

6. Определена микробиологическая чистота для сырья первоцвета весен-

него и листьев хмеля обыкновенного дикорастущего вида и культивируемых

сортов (цельное, измельченное и порошкованное сырье). Определено, что ис-

следуемые образцы сырья соответствуют требованиям, предъявляемым к мик-

робиологической чистоте ЛРС, и позволяют отнести их к категории 4А.

7. Установлено содержание радионуклидов в сырье первоцвета весенне-

го и хмеля обыкновенного дикорастущего вида и культивируемых сортов

(цельное, измельченное и порошкованное сырье).  Определено, что сырье со-

ответствуют санитарным нормам и требованиям ОФС 42-0011-03 «Определе-

ние содержания радионуклидов в лекарственном сырье. Стронций-90, цезий –

137. Отбор проб, анализ, оценка результатов».
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8. Исследовано влияние сроков хранения сырья первоцвета весеннего на

содержание суммы флавоноидов и кислоты аскорбиновой, листьев хмеля

обыкновенного на содержание суммы флавоноидов и производных ацилфло-

роглюцидов. Установлено, что срок хранения травы первоцвета весеннего со-

ставляет 2 года, листьев хмеля обыкновенного – 3 года.

9. Изучена динамика накопления основных групп биологически актив-

ных веществ в сырье в зависимости от фазы вегетации растений. Определены

рациональные сроки заготовки сырья: для сырья первоцвета весеннего – в пе-

риод от начала до массового цветения растения; для листьев хмеля обыкно-

венного в фазу полного созревания соплодий.

10. На основании выполненных исследований разработаны и утвер-

ждены ТУ 9700-014-26795008-2005 «Трава первоцвета весеннего (ангро),

цельное сырье», разработан и принят к рассмотрению для включения в ГФ XII

издания проект ФС «Первоцвета листья». Разработан и подготовлен к рас-

смотрению проект ФСП «Хмеля обыкновенного листья».
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ГЛАВА 6 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ОБОСНОВАНИЕ

РАЦИОНАЛЬНОГО ИСПОЛЬЗОВАНИЯ  СЫРЬЯ ПЕРВОЦВЕТА

ВЕСЕННЕГО И ХМЕЛЯ ОБЫКНОВЕННОГО

Результаты экспериментальных исследований показали, что домини-

рующими группами БАВ первоцвета весеннего являются флавоноиды, фенил-

пропаноиды, органические кислоты, тритерпеновые сапонины, дубильные ве-

щества. В листьях хмеля обыкновенного содержатся флавоноиды и сумма

АФГ. Поиск дополнительных источников получения препаратов на основе пе-

речисленных БАВ является актуальной задачей практической фармации [122,

128]. Установлены следующие свойства флавоноидов: антиоксидантные, гепа-

топротекторные,  мембраностабилизирующие, спазмолитические, противоал-

лергические и др. [10, 117, 185, 332]. Флавоноиды обладают гипохолестерине-

мической, гипотензивной активностью, способны расширять коронарные со-

суды,  нормализовать обмен веществ [20, 37, 90]. Производные АФГ обладают

антимикробной и желчегонной активностью.

В связи с вышеизложенным перспективной представлялась разработка

лекарственных форм, содержащих полифенольные соединения, органические

кислоты, тритерпеновые сапонины, АФГ и, предположительно, обладающих

антиоксидантным, антигипоксантным, капилляропротекторным, антимикроб-

ным и желчегонным  действиями.
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6.1. Разработка технологии и стандартизация лекарственных форм –

густых экстрактов из травы первоцвета весеннего

и листьев хмеля обыкновенного

6.1.1 Разработка технологии густых экстрактов

из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного

Считается, что рациональной лекарственной формой для полифеноль-

ных соединений из ЛРС являются водно-спиртовые экстракты [145, 190].

С целью их получения были определены оптимальные условия экстракции

суммы флавоноидов,  экстрактивных веществ, аскорбиновой кислоты для тра-

вы первоцвета весеннего и суммы флавоноидов и АФГ для листьев хмеля

обыкновенного (вид экстрагента, степень измельчения сырья, соотношение

сырье – экстрагент). Для чего использовали спирт этиловый различных кон-

центраций. Контроль за процессом экстрагирования осуществляли по показа-

телям: содержание суммы экстрактивных веществ (по ГФ XI), содержание

суммы флавоноидов в пересчете на рутин и кислоты аскорбиновой по разрабо-

танным нами методикам для травы первоцвета весеннего (глава 5, разделы

5.1.1 и 5.1.2); содержание суммы флавоноидов и производных АФГ по разра-

ботанным и адаптированным нами методикам для сырья хмеля обыкновенного

(глава 5, раздел 5.2.1 и 5.2.2).

Результаты определения параметров экстракции травы первоцвета ве-

сеннего представлены в таблице 51 и листьев хмеля обыкновенного в таб-

лице 53.
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Таблица 51 – Влияние типа экстрагента и степени измельчения на выход основных групп биологически активных ве-

ществ  из травы первоцвета весеннего

Параметры

Экстрагент
Степень измельчения, мм

(экстрагент спирт этиловый 70%)

спирт этило-

вый 40%

спирт этило-

вый 70%

спирт этило-

вый 96%
0,5 1,0 2,0 3,0

Экстрактивные ве-

щества
36,8 ± 1,09 44,95 ± 0,96 35,27 ± 0,88 31,53 ± 1,11 44,76 ± 1,12 40,13 ± 1,35

38,79 ± 0,99

Кислота

аскорбиновая
2,57 ± 0,08 2,09 ± 0,05 1,14 ± 0,11 1,84 ± 0,04 2,08 ± 0,05 2,05 ± 0,07 1,95 ± 0,07

Сумма флавоноидов

в пересчете на рутин
3,87 ± 0,15 4,13 ± 0,17 2,45 ± 0,89 3,77 ± 0,13 4,24 ± 0,13 3,52 ± 0,09 3,08 ± 0,12
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Из таблицы 51 следует, что наибольшее количество кислоты аскорбино-

вой извлекается спиртом этиловым 40%, а экстрактивных веществ и суммы

флавоноидов – спиртом этиловым 70%. Учитывая качественный и количест-

венный состав БАВ полученного экстракта, доминирующей группой которого

являются полифенольные соединения, нами определен в качестве оптимально-

го экстрагента спирт этиловый 70%. Из данных той же таблицы следует, что

оптимальная степень измельчения сырья, при которой обеспечивается макси-

мальный выход изучаемых показателей, составляет 1 мм.

Таблица 52 – Влияние соотношения сырье – экстрагент на выход основных

групп биологически активных веществ из травы первоцвета весеннего

Соотношение

сырье – экст-

рагент

Экстрактивные

вещества, %

Кислота

аскорбиновая, %

Сумма флавоноидов

в пересчете на рутин, %

1:3 47,15 ± 0,74 2,55 ± 0,05 3,16 ± 0,04

1:5 46,09 ± 0,80 2,34 ± 0,06 4,08 ± 0,07

1:10 44,93 ± 0,91 2,07 ± 0,04 4,22 ± 0,11

1:15 42,85 ± 0,96 1,85 ± 0,04 4,16 ± 0,09

1:20 41,25 ± 0,88 1,45 ± 0,03 4,14 ± 0,06

Как видно из таблицы 52, наибольший выход экстрактивных веществ

и кислоты аскорбиновой наблюдается при максимальном содержании сырья

в соотношении с экстрагентом. Однако, выход суммы флавоноидов максима-

лен при соотношении 1:10. Поэтому в качестве оптимального было выбрано

соотношение сырье – экстрагент 1:10.
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Таблица 53 – Влияние типа экстрагента и степени измельчения на выход основных групп биологически активных ве-

ществ из листьев хмеля обыкновенного

Параметры

Экстрагент
Степень измельчения, мм

(экстрагент спирт этиловый 70%)

вода

очищен-

ная

спирт

этило-

вый

40%

спирт

этило-

вый

50%

спирт

этило-

вый

70%

спирт

этило-

вый

90%

1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

6,0

Сумма флаво-

ноидов в пере-

счете на рутин

0,47

±0,02

1,92

±0,08

3,05

±0,09

3,23

±0,11

0,58

±0,04

1,91

±0,06

3,08

±0,05

3,23

±0,04

2,97

±0,09

2,56±

0,08

1,84

±0,07

Сумма АФГ
9,01

±0,15

11,21

±0,10

12,03

±0,13

12,42

±0,11

7,25

±0,12

11,64

±0,11

11,81

±0,10

12,54

±0,12

12,32

±0,09

9,13

±0,12

7,66

±0,14

284
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Таблица 54 – Влияние соотношения сырье – экстрагент на выход основных

групп биологически активных веществ из листьев хмеля обыкновенного

Соотношение

сырье – экстрагент

Сумма флавоноидов

в пересчете на рутин, %
Сумма АФГ, %

1:3 2,79±0,11 9,15±0,16

1:5 2,98±0,10 11,79±0,18

1:10 3,21±0,08 12,45±0,11

1:15 3,15±0,09 11,86±0,13

1:20 2,65±0,12 10,88±0,15

Результаты исследования свидетельствуют о максимальном извлечении

суммы флавоноидов и АФГ при использовании в качестве экстрагента раство-

ра спирта этилового 70% и измельчении сырья до 2–3 мм. Оптимальное  соот-

ношение сырья и экстрагента составляет 1:10.

Перед процессом экстрагирования необходимо провести подготовку рас-

тительного сырья – определить его технологические свойства. Нами были оп-

ределены основные технологические свойства травы первоцвета весеннего

и листьев хмеля обыкновенного. Результаты представлены  в таблице 55.

Важным в технологии экстрактов является выбор способа экстрагирова-

ния сырья, который определяет полноту выхода БАВ. Также показателями эф-

фективности метода являются продолжительность процесса и затраты экстра-

гента [3, 30, 65, 66, 67, 122, 128, 161].  Для оптимизации технологического

процесса нами были сравнительно изучены традиционные методы экстрагиро-

вания, применяемые при получении густых экстрактов:  ремацерация, перко-

ляция и реперколяция [70, 118].

Ремацерацию проводили в два этапа (бисмацерация), продолжительность

первого этапа составляла трое суток, второго этапа – 24 часа.  Полученные вы-

тяжки объединяли.
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Таблица 55 – Технологические свойства травы первоцвета весеннего и листьев

хмеля обыкновенного

Показатель

Трава

первоцвета

весеннего

Листья хмеля

обыкновенного

Насыпная масса

(Нµ), г/см3 0,208 0,230

Угол естественного откоса (φ),о 20 32

Степень набухания в воде 2,446 2,520

Степень набухания в спирте

этиловом  70%
0,443 2,101

Коэффициент поглощения воды 3,447 3,521

Коэффициент поглощения в спирте

этиловом 70%
1,443 3,102

Влажность,% 10 8

Перколяцию осуществляли по  традиционной схеме [70, 118, 175].

Реперколяцию проводили, используя батарею из трех перколяторов, по

схеме завершенного цикла.

Полученные перечисленными методами извлечения отстаивали при тем-

пературе 8ºС в течение трех суток, фильтровали  для отделения липофильных

и смолистых веществ. Затем упаривали на роторном испарителе модели «ИР-

1М» для получения ГЭТПВ и ГЭЛХО с влажностью не более 25%.

Для оценки эффективности экстрагирования использовали следующие

показатели: содержание кислоты аскорбиновой и суммы флавоноидов для тра-

вы первоцвета; суммы флавоноидов и АФГ для листьев хмеля обыкновенного.

Определение количественного содержания указанных БАВ проводили по раз-

работанным методикам (глава 5, разделы 5.1.1, 5.1.2, 5.2.1, 5.2.2). Результаты

исследований представлены в таблицах 56 и 57.
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Таблица 56 – Влияние метода экстрагирования на выход основных групп био-

логически активных веществ из травы первоцвета весеннего

Метод

экстрагирования
Аскорбиновая кислота,% Сумма флавоноидов,%

Бисмацерация

3,04 ± 0,06 7,00 ± 0,08

2,95 ± 0,08 6,44 ± 0,10

2,59 ± 0,09 5,88 ± 0,12

Перколяция

3,45 ± 0,05 7,68 ± 0,09

3,50 ± 0,06 7,50 ± 0,10

3,61 ± 0,07 7,39 ± 0,07

Реперколяция

3,21 ± 0,04 6,47 ± 0,08

3,16 ± 0,06 7,05 ± 0,09

2,88 ± 0,08 6,80 ± 0,10

Таблица 57 – Влияние метода экстрагирования на выход основных групп био-

логически активных веществ из листьев хмеля обыкновенного

Метод

экстрагирования

Выход суммы

флавоноидов,%
Выход суммы АФГ,%

Бисмацерация

2,23 ± 0,09 11,81 ± 0,11

2,26 ± 0,13 10,42 ± 0,15

1,75 ± 0,15 11,13 ± 0,09

Перколяция

3,35 ± 0,09 12,42 ± 0,07

3,12 ± 0,11 12,91 ± 0,13

2,88 ± 0,07 12,62 ± 0,15

Реперколяция

3,15 ± 0,09 11,15 ± 0,17

2,43 ± 0,15 10,73 ± 0,18

2, 26 ± 0,13 9,48 ± 0,16
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В ходе проведенных исследований определено, что оптимальным мето-

дом экстрагирования  травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкно-

венного является перколяция. Эффективность экстрагирования перколяцией

составляет 96%.

Схема получения ГЭТПВ и ГЭЛХО в лабораторных условиях представ-

лена на рисунке 54.

Были определены органолептические, физико-химические и технологи-

ческие свойства полученных экстрактов. ГЭТПВ  представляет собой густую

вязкую массу темно-зеленого цвета со специфическим запахом, горьковатого

вкуса.  Густой экстракт из травы первоцвета весеннего  хорошо растворим

в воде, спирте этиловом, не растворим в эфире, хлороформе, бутаноле, этил-

ацетате. Влажность составляет 24,5%.

Густой экстракт из листьев хмеля обыкновенного  представляет собой

густую вязкую массу темно-зеленого цвета со специфическим запахом, горь-

коватого вкуса. Экстракт умеренно растворим в воде с образованием мутного

раствора  (1г ГЭЛХО растворяется в 10 мл теплой воды с образованием мутно-

го раствора), спирте этиловом, не растворим в эфире, хлороформе, бутаноле,

этилацетате. Влажность  составляет 24,5%.
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Рисунок – 54. Схема получения густых экстрактов

из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного
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6.1.2 Стандартизация густых экстрактов из травы первоцвета весеннего

и листьев хмеля обыкновенного

Стандартизация густого экстракта из травы первоцвета весеннего

по содержанию суммы флавоноидов

Качественное обнаружение полифенольных соединений в ГЭТПВ мето-

дом ТСХ

Для качественного анализа ГЭТПВ использовали метод ТСХ восходящим

способом на пластинках марки «Sorbfil» (ПТСХ-АФ-А-УФ или аналогичного

качества) в системах растворителей: спирт бутиловый – кислота уксусная ле-

дяная – вода (4:1:2), этилацетат-кислота муравьиная – вода (70:15:15) [67]. Для

этого использовали 0,5% раствор ГЭТПВ, СО рутина, гиперозида в спирте

этиловом 70%. Пластинки просматривались в УФ-свете при длине волны 254

нм. На хроматограмме стандартного образца рутина обнаруживалась темно-

коричневая зона рутина с Rf около 0,65–0,75, принятая за RS=1,0. На  хромато-

грамме испытуемого раствора ГЭТПВ определялась темно-коричневая зона

адсорбции с RS (по рутину) около 1,0 и темно-коричневая зона с RS (по рутину)

около 1,1 (гиперозид).

Количественное  определение  суммы флавоноидов в ГЭТПВ методом

дифференциальной спектрофотометрии

Дифференциальный спектр спиртового раствора ГЭТПВ имел максимум

поглощения при длине волны 410 нм, что практически совпало с максимумом

поглощения раствора СО рутина. Поэтому количественное определение сум-

мы флавоноидов проводили при λ=410 нм.

Для этого точную навеску ГЭТПВ (0,5 г) растворяли в 80 мл  спирта

этилового 70% в мерной колбе объемом 100 мл и  доводили указанным рас-

творителем до метки. 2 мл спиртового раствора ГЭТПВ переносили в мерную

колбу объемом  25 мл и анализировали по методике, приведенной в главе 5

(раздел 5.1.1). Данной методикой было проанализировано 5 серий по пять об-
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разцов ГЭТПВ (таблице 58). Ошибка единичного определения с 95% вероят-

ностью не превышает 3,19%.

Таблица 58 – Метрологическая характеристика методики количественного опре-

деления суммы флавоноидов в густом экстракте из травы первоцвета весеннего

n х ср. S ² S P, % t (P,f) ∆x Eотн

5 7,31 0,00300 0,05477 95 2,78 0,15227 2,08%

5 7,19 0,00512 0,07155 95 2,78 0,19892 2,77%

5 6,93 0,00200 0,04472 95 2,78 0,12432 1,79%

5 6,68 0,00588 0,07668 95 2,78 0,21317 3,19%

5 7,19 0,00448 0,06693 95 2,78 0,18607 2,58%

Результаты исследований показали, что содержание суммы флавоноидов

в ГЭТПВ находится в пределах от 6,68 до 7,31%.

Стандартизация густого экстракта из листьев хмеля обыкновенного

по содержанию суммы флавоноидов

Качественное обнаружение полифенольных соединений в ГЭЛХО

Качественный анализ ГЭЛХО проводили методами ТСХ  на пластинках

«Sorbfil» (ПТСХ-АФ-А-УФ) с применением достоверных образцов свидетелей

(глава 5, раздел 5.2.1). Для этого использовали 0,5% раствор ГЭЛХО в раство-

ре спирта этилового 70% и 0,1% спиртовые растворы  СО  флавоноидных со-

единений, различные хроматографические системы растворителей, описанные в

главе 5 (раздел 5.2.1). Хроматограммы просматривали в УФ-свете при λ=254

нм. На хроматограмме определялись три зоны адсорбции, одна из которых тем-

но-коричневого цвета на уровне зоны ГСО рутина с Rf 0,33, вторая темно-

коричневого цвета с Rs около 0,68, третья – светло-бурого цвета с Rs около 0,56.

Количественное определение суммы флавоноидов в ГЭЛХО

Дифференциальный спектр спиртового раствора ГЭЛХО имел максимум

поглощения при длине волны 410 нм, что совпало с максимумом поглощения
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раствора ГСО рутина, поэтому количественное определение суммы флавонои-

дов проводили при λ = 410 нм.

Для этого точную навеску ГЭЛХО (0,5 г) растворяли в 80 мл  спирта эти-

лового 70% в мерной колбе объемом 100 мл и  доводили указанным растворите-

лем до метки. 5 мл спиртового раствора ГЭЛХО переносили в мерную колбу

объемом 25 мл и анализировали по методике, приведенной в главе 5 (раздел

5.2.1). Данной методикой было проанализировано 5 серий по  пять образцов

ГЭЛХО (таблица 59). Ошибка единичного определения с 95% вероятностью не

превышает 3,23%.

На основании проведенных исследований разработана методика количе-

ственного определения суммы флавоноидов в густом экстракте из листьев

хмеля обыкновенного.

Таблица 59 – Метрологическая характеристика методики количественного оп-

ределения суммы флавоноидов (в пересчете на рутин) в густом экстракте из

листьев хмеля обыкновенного

n х ср. S ² S P, % t (P, f) ∆x E отн., %

5 3,32 0,00128 0,03578 95 2,78 0,09946 2,99

5 4,73 0,00092 0,03033 95 2,78 0,08432 1,78

5 5,96 0,00148 0,03847 95 2,78 0,10694 1,80

5 5,25 0,00412 0,06419 95 2,78 0,17844 3,39

5 6,51 0,00448 0,06693 95 2,78 0,18607 2,86

Из данных таблицы 59 видно что, содержание суммы флавоноидов в пе-

ресчете на рутин в образцах ГЭЛХО составляет от 3,32 до 6,51%.

Для возможного дальнейшего внедрения ГЭЛХО в медицинскую прак-

тику необходимо проведение исследований по изучению его биологической

активности.
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6.2 Разработка технологии получения и стандартизация лекарственной

формы гранул на основе густых экстрактов из травы первоцвета весенне-

го и листьев хмеля обыкновенного

6.2.1 Разработка технологии получения гранул на основе густых экстрак-

тов из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного

С целью получения гранул из густого экстракта первоцвета весеннего и

густого экстракта хмеля обыкновенного их высушивали в вакуум-сушильном

шкафу при температуре 60°С до остаточной влажности 5%. Полученный высу-

шенный экстракт первоцвета весеннего представляет собой аморфный темно-

коричневый порошок, гигроскопичный, со слабым слегка медовым запахом; вкус

сначала сладкий, затем горьковатый. Высушенный экстракт из листьев хмеля

обыкновенного представляет собой аморфный темно-коричневый порошок, гиг-

роскопичный. Запах специфический хмелевой, вкус горький, слегка вяжущий.

Далее проведены исследования по разработке технологии гранул на ос-

нове ГЭТПВ и ГЭЛХО и стандартизации  полученных гранул по основным па-

раметрам, предъявляемым к этой лекарственной форме [65, 66, 67, 70, 153].

При подборе наполнителей в производстве гранул сравнительно изуча-

лись крахмал картофельный, лактоза и глюкоза. Готовили смеси указанных

наполнителей с высушенными экстрактами в различных соотношениях. Экс-

периментально определено,  что оптимальным наполнителем является лактоза,

соотношение лактозы и высушенного экстракта составило 1:1.

Для выбора оптимальной связывающей жидкости, необходимой для

приготовления гранул из исследуемых густых экстрактов, изучали водные

растворы крахмала (5% раствор), метилцеллюлозы (3% раствор), желатина

(1% раствор), сахарный сироп, воду очищенную и  спирт этиловый 70%. Для

получения массы для гранулирования смесь высушенного экстракта и лактозы

увлажняли вышеперечисленными жидкостями. Пригодной для гранулирова-
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ния выбирали увлажненную нелипкую массу, однородную, обладающую хо-

рошей пластичностью. Результаты представлены в таблице 60.

Таблица 60 Результаты исследований по выбору гранулирующей жидкости

№
п/п Вид гранулирующей жидкости Результаты

1
Вода очищенная

Вязкая, клейкая, оплывающая,

плохо гранулируемая масса

2
Раствор крахмала 5%

Вязкая, клейкая, оплывающая,

плохо гранулируемая масса

3
Раствор метилцеллюлозы 3%

Вязкая, клейкая, оплывающая,

плохо гранулируемая масса

4
Раствор желатина 1%

Вязкая, клейкая, оплывающая,

плохо гранулируемая масса

5
Сироп сахарный

Вязкая, клейкая, оплывающая,

плохо гранулируемая масса

6
Этиловый спирт 70%

Пластичная неклейкая масса,

пригодная для гранулирования

Результаты сравнительного изучения гранулирующих жидкостей пока-

зали, что спирт этиловый 70% наиболее подходит для увлажнения высушен-

ных экстрактов.

Нами были разработаны технологии  гранул из ГЭТПВ и ГЭЛХО, со-

стоящая из этапов: предварительно высушенные лактозу и высушенные экс-

тракты просеивали через сито № 35, смешивали до однородности, добавляли

постепенно при постоянном быстром перемешивании  спирт этиловый 70%,

готовую пластичную массу продавливали через сито из нержавеющей стали с

диаметром отверстий 2 мм. Влажные гранулы сушили тонким слоем в вытяж-

ном шкафу, просеивали с целью отделения мелких и крупных фракций и упа-

ковывали в банки из темного стекла, герметично закрывали.

На рисунке 54 представлена технологическая схема получения гранул на

основе исследуемых густых экстрактов.
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Рисунок 54 – Технологическая схема получения гранул на основе исследуемых

густых экстрактов
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6.2.2 Стандартизация гранул на основе густых экстрактов

из травы первоцвета весеннего  и листьев хмеля обыкновенного

Стандартизация гранул на основе густого экстракта

из травы первоцвета весеннего

Стандартизация гранул ГЭТПВ, определение условий хранения и срока

годности. Полученные гранулы ГЭТПВ представляют собой крупинки круг-

лой, цилиндрической и неправильной формы, однородные, светло-

коричневого цвета, с приятным специфическим запахом, горьковатого вкуса.

Гранулы ГЭТПВ хорошо растворимы в воде, в  спирте этиловом 70%, нерас-

творимы в эфире, хлороформе, бутаноле, этилацетате.

Количественное определение кислоты аскорбиновой и суммы флавонои-

дов проводили по методикам, описанным в главе 6 (разделы 6.1.2, 6.1.3).

Таблица 61 – Метрологическая характеристика методики количественного оп-

ределения суммы флавоноидов в гранулах из густого экстракта травы перво-

цвета весеннего

n х ср. S ² S P, % t (P,f) ∆x Eотн

5 6,23 0,00148 0,03847 95 2,78 0,10695 1,71%

5 5,85 0,00132 0,03633 95 2,78 0,10100 1,73%

5 5,75 0,00228 0,04774 95 2,78 0,13274 2,31%

5 5,86 0,00180 0,04243 95 2,78 0,11794 2,01%

5 7,19 0,00328 0,05727 95 2,78 0,15921 2,21%

По результатам исследований следует, что содержание суммы флавонои-

дов в гранулах ГЭТПВ находится в пределах от 5,75 до 6,27% (таблица 61).

Различные серии гранул исследовали и стандартизировали для опреде-

ления подлинности, срока и условий  хранения. На лабораторном идентифика-

торе процесса распадаемости марки «545Р-АК-1» определяли время распадае-

мости гранул ГЭТПВ. Прочность гранул на истирание определяли на барабан-
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ном истирателе (фриабиляторе), тест «растворение» – на приборе типа «вра-

щающаяся корзинка» марки «545Р-АК-7». Сыпучесть определяли – на вибро-

устройстве  марки «ВП 12А», фракционный состав – ситовым анализом, влаж-

ность по ГФ XII изд. Количество перешедших в раствор флавоноидов опреде-

ляли в соответствии с методикой, разработанной нами для ГЭТПВ (глава 5,

раздел 5.2.1). Результаты представлены в приложении 45, 46.

Определение микробиологической чистоты полученных гранул прово-

дили по ОФС 42-0067-07, ГФ XII изд., часть 1, категория 3А. Результаты ис-

следований показали, что по числу аэробных бактерий, общему числу грибов и

отсутствию Escherichia coli микробиологическая чистота отвечает требовани-

ям фармакопеи.

Как видно из представленных данных, разработанные гранулы отвечают

требованиям ГФ СССР XI изд. (вып. 2, с. 139) по показателям качества. Для

сохранения прочности гранул содержание остаточной влаги рекомендовано в

пределах 8–10%. Содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин в гра-

нулах установлено от  5,75 до 6,27%.

Контроль стабильности гранул ГЭТПВ в процессе хранения  и установ-

ление сроков годности проводили по количественному содержанию дейст-

вующих веществ (суммы флавоноидов в пересчете на рутин), времени распа-

даемости, содержанию влаги, прочности, микробиологической чистоте. Ре-

зультаты исследований представлены в приложении 46.

Результаты анализа 5 серий препаратов, помещенных в банки из темного

стекла с винтовой горловиной типа БВ-100-40-ОС-1, навинчиваемыми поли-

этиленовыми крышками с прокладками по ОСТ 64-2-87-81 и хранившихся в

сухом месте при комнатной температуре, представлены в приложении 31.

Срок годности гранул ГЭТПВ на основании полученных данных установлен 2

года. Способ применения: одну чайную ложку гранул, содержащую около 2 г

ГЭТПВ, растворить в 1/2 стакана теплой воды (100 мл) и принимать внутрь 2–

3 раза в день.
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Стандартизация гранул на основе густого экстракта

из листьев хмеля обыкновенного

Стандартизация гранул ГЭЛХО, определение условий хранения и срока

годности. Полученные гранулы ГЭЛХО представляют собой крупинки круг-

лой, цилиндрической и неправильной формы, однородные, светло-

коричневого цвета, с приятным специфическим запахом, горьковатого вкуса.

Гранулы ГЭЛХО хорошо растворимы в воде, в  спирте этиловом 70%, не рас-

творимы в эфире, хлороформе, бутаноле, этилацетате.

Количественное определение  суммы флавоноидов проводили по мето-

дикам, описанным в главе 6 (раздел 6.1.3).

Таблица 62 – Метрологическая характеристика методики количественного оп-

ределения суммы флавоноидов в гранулах из густого экстракта листьев хмеля

обыкновенного

n Х ср. S ² S P, % t (P, f) ∆ x Eотн.

5 2,83 0,00100 0,03162 95 2,78 0,08791 3,11%

5 4,14 0,00172 0,04147 95 2,78 0,11529 2,79%

5 5,05 0,00448 0,06693 95 2,78 0,18607 3,69%

5 4,42 0,00188 0,04336 95 2,78 0,12054 2,72%

5 5,46 0,00228 0,04775 95 2,78 0,13274 2,43%

По результатам исследований следует, что содержание суммы флавонои-

дов в гранулах ГЭЛХО находится в пределах от 2,83 до 5,46% (таблица 62).

Различные серии гранул исследовали и стандартизировали для определения

подлинности, срока и условий  хранения. Изучались следующие показатели

качества гранул ГЭЛХО: время распадаемости, прочность гранул, тест «рас-

творение», сыпучесть, фракционный состав, содержание влаги, микробиоло-

гическая чистота. Количество перешедших в раствор флавоноидов определяли

в соответствии с методикой, разработанной нами для ГЭЛХО (глава 5, раздел

5.2.1). Результаты представлены в приложениях 47, 48.
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Определение микробиологической   чистоты полученных гранул прово-

дили по ОФС 42-0067-07, ГФ XII изд., часть 1, категория 3А. Результаты ис-

следований показали, что по числу аэробных бактерий, общему числу грибов и

отсутствию Escherichia coli микробиологическая чистота гранул ГЭЛХО от-

вечает требованиям фармакопеи.

Как видно из представленных данных, разработанные гранулы отвечают

требованиям ГФ СССР XI изд. (вып. 2, с. 139) по показателям качества. Для

сохранения прочности гранул содержание остаточной влаги рекомендовано

в пределах 8–10%. Содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин

в гранулах установлено от 2,83 до 5,46%.

Контроль стабильности гранул ГЭЛХО в процессе хранения и установле-

ние сроков годности проводили по количественному содержанию действующих

веществ (суммы флавоноидов в пересчете на рутин; суммы АФГ), времени рас-

падаемости, содержанию влаги, прочности, микробиологической чистоте.

Результаты анализа 5 серий препаратов, помещенных в банки из темного

стекла с винтовой горловиной типа БВ-100-40-ОС-1, навинчиваемыми поли-

этиленовыми крышками с прокладками по ОСТ 64-2-87-81 и хранившихся в

сухом месте при комнатной температуре, представлены в приложении 44.

Срок годности гранул ГЭЛХО на основании полученных данных установлен 3

года. Способ применения: одну чайную ложку гранул, содержащую около 2 г

ГЭЛХО, растворить в 1/2 стакана теплой воды (100 мл) и принимать внутрь 2–

3 раза в день.

6.3 Исследование фармакологических свойств экстрактов из

травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного

Проведенные нами фитохимические исследования показали, что получен-

ные нами густые экстракты из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля
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обыкновенного содержат богатый комплекс БАВ: флавоноиды,  дубильные ве-

щества, фенилпрованоиды и фенолокислоты. Экстракт из травы первоцвета ве-

сеннего дополнительно содержит полиметоксилированные флавоноиды и три-

терпеновые сапонины; экстракт из листьев хмеля обыкновенного дополнитель-

но содержит фитоэстрогены, ресвератрол, производные ацилфлороглюцидов.

На основании данных литературы и результатов проведенного нами фи-

тохимического исследования сделано предположение, что ГЭТПВ будет обла-

дать антигипоксантным, ангиопротекторным, эндотелиопротекторным дейст-

виями и антиоксидантной активностью.  У ГЭЛХО представляло интерес оп-

ределить антигипоксантную, антиоксидантную, ноотропную активность;

а также изучить влияние ГЭЛХО на деятельность ЦНС.

6.3.1. Исследование острой токсичности густых экстрактов из

травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного

В серии предварительных опытов была изучена острая токсичность

ГЭТПВ и ГЭЛХО по методике, описанной в главе 2, раздел 2.2.8.

ГЭТПВ и ГЭЛХО в указанных дозах растворяли в воде очищенной, вво-

дили животным и наблюдали за ними в течение 14 дней, оценивая клиниче-

скую картину интоксикации. В результате проведенных исследований по изу-

чению острой токсичности исследуемых экстрактов ГЭТПВ и ГЭЛХО во всех

указанных дозах гибели экспериментальных животных в течение всего перио-

да наблюдения не отмечалось. Исследуемые экстракты в указанных дозах не

вызывали  никаких признаков интоксикации, все животные были живы, под-

вижны, имели хороший аппетит.

Максимальная доза введения ГЭТПВ и ГЭЛХО составила 3000 мг/кг, из-

за невозможности дальнейшего введения их per os. Таким образом, LD50 в про-

веденных опытах не определена, так как при введении максимально допусти-

мой дозы по объему вводимого экстракта, гибели животных не наблюдалось.
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Таким образом, согласно полученным данным исследуемые экстракты

ГЭТПВ и ГЭЛХО можно отнести к группе V класса токсичности «Практиче-

ски нетоксично» согласно классификации Е.А. Лужникова [108].

6.3.2 Изучение антигипоксантного действия густых экстрактов

из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного

Гипоксия, или кислородная недостаточность, развивается в организме при

действии экстремальных факторов (гиподинамии и др.) и при различных  пато-

логических состояниях (инфаркт миокарда, ишемическая болезнь сердца, брон-

хиальная астма, черепно-мозговые травмы, сахарный диабет и т. д.). Изучение

растительных средств с антигипоксантной активностью и внедрение их в меди-

цинскую практику представляет большой интерес.

Многочисленные фармакологические эффекты лекарственных растений

связаны с наличием в них различных БАВ, в том числе и компонентов цикла

лимонной кислоты, которые в сочетании с витаминами и микроэлементами

вмешиваются в процессы биоэнергетики и повышают устойчивость организма к

гипоксии [140].

В связи с этим были проведены исследования по изучению антигипок-

сантной активности ГЭТПВ.

Исследование  противогипоксических свойств при профилактическом

введении изучаемых экстрактов проводили по методике описанной в главе 2,

раздел 2.2.8.

Для этого были сформированы 6 групп экспериментальных животных по

8 в каждой: I группа – интактный контроль, II группа – животные, получавшие

воду очищенную, III группа – животные, получавшие препарат сравнения ди-

гидрохлорид триметазидина («Предуктал»), IY группа – животные, получав-

шие водный раствор ГЭТПВ, Y группа – животные, получавшие водный рас-

твор ГЭЛХО, YI группа – животные, получавшие препарат сравнения природ-

ного происхождения (экстракт плодов боярышника). Исследуемые растворы

вводили животным 14 дней. Исследуемые экстракты вводились в дозе 21 мг/кг
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в виде водного раствора (выбор дозы основан на суточной норме потребления

в пересчете на рутин). В качестве препарата сравнения использовали предук-

тал в дозе 1 мг/кг.

Результаты проведенных исследований представлены в таблице 63.

Таблица 63 – Влияние густых экстрактов травы первоцвета весеннего и листь-

ев хмеля обыкновенного при нормобарической гипоксии с гиперкапнией

(M±m)

№

п/п
Группа животных n

Время

выживания, мин

МДА,

нМоль/мг

1 Интактный контроль 8 – 0.098 ± 0.004

2 Контроль (гипоксия) 8 17.0 ± 1.1 0.165 ± 0.007*

3 Получавшая дигидрохлорид

триметазидина («Предуктал»)

8
25.3 ± 2.0# 0.142 ± 0.005*#

4 Получавшая  ГЭТПВ 8 36.4 ± 3.8# 0.134 ± 0.008*

5 Получавшая ГЭЛХО 8 42.0 ± 2.3# 0.121 ± 0.010#

6 Получавшая экстракт из  пло-

дов боярышника

8
29.8 ± 2.7# 0.110 ± 0.003*#

* – МДА достоверно по отношению к интактному контролю, p<0,05;

#– достоверно по отношению к контрольной (гипоксия) группе, p<0,05.

Из данных таблицы видно, что продолжительность жизни животных

в условиях экспериментальной нормобарической гипоксии с гиперкапнией со-

ставляла 17.0±1.1 мин (контроль гипоксия). Введение экспериментальным жи-

вотным всех исследуемых экстрактов и препаратов сравнения (предуктал и от-

вар плодов боярышника) в течение 14 дней достоверно увеличивало время

выживания. Продолжительность жизни животных, получавших растворы

ГЭЛХО и ГЭТПВ, была в 2.5 и 2.1 раза соответственно выше, чем в группе
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контроля (гипоксия). ГЭЛХО повышал выживаемость животных лучше, чем

препараты сравнения «Предуктал» и экстракт из плодов боярышника.

Результаты исследований показали, что нормобарическая гипоксия с ги-

перкапнией сопровождалась увеличением МДА в клетках головного мозга

экспериментальных животных.

Уровень МДА в тканях головного мозга в группах животных, получав-

ших исследуемые растворы ГЭТПВ, ГЭЛХО и препараты сравнения – «Пре-

дуктал» и экстракт из плодов боярышника, достоверно был ниже, чем в группе

животных контроль (гипоксия). Уровень МДА в клетках головного мозга

в группах животных, получавших экстракт из плодов боярышника и ГЭЛХО,

был  достоверно ниже, чем в группе животных, получавших предуктал. Таким

образом, проведенные исследования выявили наличие антигипоксантного дей-

ствия у исследуемых экстрактов.

6.3.3 Изучение антиоксидантных свойств густых экстрактов

из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного

В последние годы отмечен широкий интерес к препаратам с антиокси-

дантной активностью. Нарушение процессов перекисного и свободноради-

кального   окисления, особенно липидов, лежит в основе патогенеза практиче-

ски всех заболеваний, в частности, ишемической болезни сердца, инфаркта

миокарда, атеросклероза, инсульта, токсических поражений печени, онкологи-

ческих заболеваний [15, 97, 134, 190, 191].

Известны фармакологические препараты, являющиеся синтетическими

аналогами природных  антиоксидантов (α-токоферол, аскорбиновая кислота,

пропиловый, октиловый и додециловый эфиры галловой кислоты) и большая

группа искусственных антиокислителей на основе серусодержащих и феноль-

ных соединений (дибунол, бутилоксианизол) [156]. Перечень фармакопейных

средств, используемых как антиоксиданты, весьма  ограничен – это лишь ас-

корбиновая кислота ( причем в единственной форме – L аскорбата), витамин Е

( и, как правило, только α-токоферол), отдельные биофлавоноиды – кверцетин,
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рутин. Синтетические фенолы не нашли широкого применения в лечебной

практике. Отчасти это связано с наличием у некоторых из них побочных дей-

ствий и определенной токсичности.

Перспективными антиоксидантами являются препараты, изготовленные

из природного сырья. Их действие обусловлено синергическим эффектом вхо-

дящих в них биологически активных соединений [151, 152, 253].

В последние годы отмечены антиоксидантные свойства у растений, со-

держащих протоантоцианидины и антоцианы [285, 341], халконы [114, 228],

танины [114, 273, 294], дитерпеновые и тритерпеновые соединения [313]. При-

чем предпочтение отдается не индивидуальным веществам с антиоксидантной

активностью, а экстракционным препаратам из растительного сырья [42, 115].

Таким образом, расширение арсенала природных антиоксидантных

средств является актуальной задачей.

В ходе проведенного нами информационно-аналитического поиска сведе-

ния об антиоксидантной активности травы первоцвета весеннего и листьев

хмеля обыкновенного не обнаружены. Известны антиоксидантные свойства

соплодий хмеля обыкновенного, что используется в медицинской практике,

пищевой и пивоваренной  промышленностях. В связи с этим, исследование ан-

тиоксидантных свойств изучаемых экстрактов представлял интерес.

С целью определения общей антиоксидантной активности нами примене-

ны тест-системы, инициирующие СРО – образование АФК и ПОЛ, процессы,

непрерывно протекающие в организме человека [59, 274, 278, 315].

Для этого использовали хемилюминесцентный (ХЛ) анализ, методика вы-

полнения которого изложена в главе 2, раздел 2.2.8.

Исследуемые экстракты разводили в физиологическом растворе, отбирали

от 0.05 мл до 1.0 мл раствора и прибавляли в тест-системы.

В 20 мл  указанных модельных систем вводили 1% растворы исследуе-

мых экстрактов в различных дозах (0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 и 1,0 мл, что в пере-

счете на густой экстракт соответствует: 0,5 мг; 1,0 мг; 2 мг; 3 мг; 5 мг и 10 мг).

Число опытов для каждой модельной системы составляло 6.



305

Изучение антиоксидантных свойств густого экстракта

из травы первоцвета весеннего

Исследования влияния ГЭТПВ на Fe2+ -индуцированную хемилюминес-

ценцию в тест-системе, генерирующей АФК представлены на рисунке в при-

ложении 49, в таблице 63.

Прибавление сульфата железа (II) в тест-систему вызывало  быструю вспышку,

за которой возникала медленная вспышка свечения. Более информативным, ин-

тегральным показателем ХЛ является светосумма свечения (SL), определяемая

за выбранный промежуток времени,  а также максимальная интенсивность све-

чения – HL [192]. Из данных хемилюминограммы видно, что прибавление в

тест-систему раствора ГЭТПВ приводило к дозозависимому угнетению свече-

ния, что говорит о зависимости интенсивности ХЛ и СРО.

По данным таблицы 64 и приложения 49 видно, что снижение показате-

лей светосуммы и амплитуды свечения отмечалось при прибавлении раствора

ГЭТПВ в дозах от 0.1 мл до 1 мл, а максимальное снижение их – при дозе 0.5

мл раствора исследуемого экстракта.

Таблица 64 – Показатели хемилюминесценции в тест-системе, генерирующей

активные формы кислорода

Доза раствора ГЭТПВ, мл (количество

высушенногоэкстракта, мг)

Показатели хемилюминесценции

SL HL

0.05 мл (0,5 мг) 38.74 ± 0.85* 19.24 ± 0.61*

0.1 мл (1 мг) 34.94 ± 1.21* 17.04 ± 0.74*

0.2 мл (2 мг) 24.86 ± 1.05* 16.88 ± 0.92*

0.3 мл (3 мг) 24.65 ± 0.96* 14.54 ± 1.01*

0.5 мл (5 мг) 23.72 ± 0.72* 13.57 ± 0.84*

1 мл (10 мг) 27.24 ± 0.84* 12.69 ± 0.60*

Контроль (модельные системы
без ГЭТПВ) 36.35 ± 0.84 18.52 ± 0.65

Показатели SL и HL выражены в у. е. от контрольных опытов.

* р<0,05 – статистически достоверные различия между контролем и опытом.
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Исследования влияния ГЭТПВ на Fe2+-индуцированную хемилюминес-

ценцию в тест-системе, имитирующей ПОЛ в суспензии липосом, представле-

ны на рисунке в приложении 50, в таблице 65.

Таблица 65 – Показатели хемилюминесценции в модельной системе с липосо-

мами

Доза раствора ГЭТПВ, мл

(количество высушенного

экстракта, мг)

Показатели хемилюминесценции

SL HL

0.05 мл (0,5 мг) 235.40 ± 1.01* 38.87 ± 0.58*

0.1 мл (1 мг) 217.18 ± 0.86* 38.62 ± 0.79*

0.2 мл (2 мг) 205.67 ± 0.35* 43.52 ± 0.85*

0.3 мл (3 мг) 199.64 ± 0.74* 41.77 ± 0.70*

0.5 мл (5 мг) 127.71 ± 0.92* 22.81 ± 0.95*

1 мл (10 мг) 72.74 ± 0.75* 11.60 ± 0.67*

Контроль (модельные системы

без ГЭТПВ)
273.74 ± 0.65 42.22 ± 0.53

Показатели SL и HL выражены в у. е. от контрольных опытов.

* р<0,05 – статистически достоверные различия между контролем и опытом.

Результаты проведенных исследований,  представленные в таблицах 64,

65 и на рисунках в приложениях 49, 50 показали, что добавление в тест-

системы с разными антиоксидантными статусами, раствора ГЭТПВ вызывает

угнетение основных параметров ХЛ – светосуммы и амплитуды свечения. Был

отмечен статистически значимый антиоксидантный эффект при введении рас-

твора ГЭТПВ в дозах 0.1–1 мл, а в системе с липосомами – 0.05–1 мл по срав-

нению с контролем. Кроме того, отмечено, что в тест-системе, генерирующей

АФК, максимальное снижение показателей ХЛ наблюдалось при добавлении

раствора  ГЭТПВ в дозе 0.5 мл; а в тест – системе с  липосомами  повышение

дозы раствора ГЭТПВ усиливало антиоксидантный эффект.



307

Таким образом, раствор ГЭТПВ в различных тест-системах проявлял

прямое антиоксидантное действие. На что получен патент на изобретение

№ 2342942 от 10.01.2009 «Средство растительного происхождения, обладаю-

щее антиоксидантной активностью» [141].

Изучение антиоксидантных свойств густого экстракта

из листьев хмеля обыкновенного

Исследования влияния ГЭЛХО на Fe2+ – индуцированную хемилюминес-

ценцию в тест – системе,  генерирующей АФК представлены на рисунке в

приложении 51, в таблице 66.

По данным таблицы 66 и рисунка приложения 51 видно, что снижение

показателей светосуммы и амплитуды свечения отмечалось при прибавлении

раствора  ГЭЛХО во всех дозах от 0.05 мл до 1 мл, а максимальное снижение

их – при дозе 1 мл раствора исследуемого экстракта.

Исследования влияния ГЭТПВ на Fe2+ – индуцированную хемилюминес-

ценцию в тест-системе, имитирующей ПОЛ в суспензии липосом, представле-

ны на рисунке в приложении 52, в таблице 67.

Таблица 66 – Показатели хемилюминесценции в тест-системе, генерирующей

активные формы кислорода

Доза раствора ГЭЛХО, мл
(количество высушенного
экстракта, мг)

Показатели хемилюминесценции

SL HL

0.05 мл (0,5 мг) 16.05 ± 0,15* 2.28 ± 0.11*

0.1 мл (1 мг) 8.50 ± 0,11* 1.97 ± 0.14*

0.2 мл (2 мг) 8.60 ± 0,05* 1.80 ± 0.12*

0.3 мл (3 мг) 6.78 ± 0,16* 1.56 ± 0.11*

0.5 мл (5 мг) 6.51 ± 0,12* 1.45 ± 0.14*

1 мл (10 мг) 3.53 ± 0,14* 0.67 ± 0.10*

Контроль (модельные системы

без ГЭЛХО)
19.35 ± 0.14 8.85 ± 0.15

Показатели SL и HL выражены в у. е. от контрольных опытов.

* р<0,05 – статистически достоверные различия между контролем и опытом.
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Таблица 67 – Показатели хемилюминесценции в модельной системе с липосо-

мами

Доза раствора ГЭЛХО, мл
(количество высушенного
экстракта, мг)

Показатели хемилюминесценции

SL HL

0.05 мл (0,5 мг) 16.01 ± 0.11* 1.76 ± 0.18*

0.1 мл (1 мг) 15.80 ± 0.16* 1.45 ± 0.19*

0.2 мл (2 мг) 14.70 ± 0.15* 1.32 ± 0.15*

0..3 мл (3 мг) 11.00 ± 0.14* 0.94 ± 0.10*

0.5 мл (5 мг) 9.85 ± 0.12* 0.86 ± 0.15*

1 мл (10 мг) 6.18 ± 0.15* 0.43 ± 0.17*

Контроль (модельные

системы без ГЭЛХО)
89.00 ± 0.15 17.60 ± 0.13

Показатели SL и HL выражены в у. е. от контрольных опытов.

* р<0,05 – статистически достоверные различия между контролем и опытом.

Результаты исследований в тест-системе с липосомами (таблица 67

и рисунок приложения 52) видно также показали  уменьшение показателей SL

и HL при добавлении раствора ГЭЛХО во всех дозах от 0.05 мл до 1 мл, а мак-

симальное снижение указанных показателей – при дозе 1 мл  раствора иссле-

дуемого экстракта.

Полученные данные показали, раствор ГЭЛХО в дозах 0,05–1 мл в обеих

тест-системах  достоверно угнетал основные параметры ХЛ – светосуммы и

амплитуды свечения по сравнению с контрольными образцами. При этом, от-

мечено, что с увеличением дозы раствора ГЭЛХО антиоксидантный эффект

усиливался.

Таким образом, раствор ГЭЛХО в различных тест-системах проявлял

прямое антиоксидантное действие. На что получен патент на изобретение

№ 2372931 от 20.11.2009 «Антиоксидантное средство растительного происхо-

ждения» [142].
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6.3.4 Изучение влияния на проницаемость капилляров

густого экстракта из травы первоцвета весеннего

В возникновении и течении ряда патологических процессов, в том числе

и воспаления, проявляющихся в виде геморрагических синдромов, большое

значение имеет фактор сосудистой проницаемости.

Присутствие в ГЭТПВ высоких концентраций флавоноидов, тритерепено-

вых сапонинов и кислоты аскорбиновой позволило предположить наличие

у него ангиопротекторной активности.

Из данных литературы известно, что механизм ангиопротекторного дей-

ствия указанных флавоноидов заключается в их способности ингибировать

гиалуронидазу – фермент, осуществляющий гидролиз гиалуроновой кислоты и

нарушающий ее связь с белками и тем самым повышающий проницаемость

эндотелия сосудов [197].

Исследование влияния исследуемого экстракта на проницаемость капил-

ляров проводили с помощью модифицированного метода К.Н. Монаковой

(глава 2, раздел 2.2.8).

Для проведения экспериментальных исследований были сформированы

4 группы (по 6 экспериментальных животных в каждой): I – интактный кон-

троль (не получавшие ГЭТПВ); II – интактный опыт (получавшие ГЭТПВ); III

– контроль – животные, подвергшиеся воздействию комбинированного стресса

(не получавшие ГЭТПВ); IY – животные, подвергшиеся воздействию комби-

нированного стресса (получавшие ГЭТПВ)

С целью снижения  сосудистой резистентности у животных вызывали

комбинированный стресс (12 часовое голодание, охлаждение в металлических

контейнерах при t+5°С, 2-х часовая иммобилизация в них при +20°С).

Эпиляцию кожи передней брюшной стенки животных проводили за 2

суток до опыта. Животным опытных групп внутрижелудочно вводили раствор

ГЭТПВ в дозе 21 мг/кг в течение 5 дней, контрольные группы животных полу-

чали эквивалентный объём дистиллированной воды. После этого всем живот-

ным в вену хвоста вводили 0.5% раствора трепанового синего в изотоническом
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растворе из расчета 1 мл/100 г, через 30 сек  на кожу передней брюшной стен-

ки наносили каплю ксилола. Затем регистрировали время появления петехий и

отчётливого их прокрашивания. Результаты проведенных исследований пред-

ставлены в таблице 68.

Из таблицы 68 видно, что  комбинированный стресс в группе животных,

не получавших раствор ГЭТПВ, приводил к уменьшению времени появления

петехий и времени отчётливого их прокрашивания по сравнению с контроль-

ной интактной группой. В группе интактных и стрессированных животных,

получавших раствор ГЭТПВ, достоверно увеличилось время появления пете-

хий и время отчётливого их прокрашивания (p<0,001) относительно групп

контроля (интактных и стрессированных). Раствор ГЭТПВ существенно повы-

сил резистентность сосудов кожи.

Проведенные исследования показали наличие ангиопротекторных

свойств экстракта из травы первоцвета весеннего.

Таблица 68 – Влияния густого экстракта из травы первоцвета на нарушение

сосудистой проницаемости у крыс

Группа

Интактные животные Стрессированные животные

время, мин

появления

петехий

отчётливого

прокрашива-

ния

появления пе-

техий

отчётливого

прокрашива-

ния

Контроль 1,86±0,10* 6,00±0,45* 0,83±0,09* 4,60±0,24*

Получавшая

ГЭТПВ
6,15±0,38* 9,92±0,56* 5,87±0,36* 26,76±0.34*

*– достоверно относительно контрольной группы (p<0,001).
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5.3.5 Изучение эндотелиопротекторной активности

густого экстракта из травы первоцвета весеннего

Перспективными эндотелиопротекторами являются препараты, изготов-

ленные из природного сырья. Их действие обусловлено синергическим эффек-

том входящих в них биологически активных соединений. Так, терапевтическое

действие растительных эндотелиопротекторов обусловлено фармакологически

активными флавоноидами, антоцианидинами, тритерпеновыми гликозидами

и кумаринами, обладающими как эндотелиопротекторным действием, так

и антиоксидантной активностью. В связи с этим представляло интерес изучить

наличие данного вида активности у экстракта из травы первоцвета весеннего.

Исследования проводили на модели дисфункции эндотелия на фоне ал-

локсанового диабета, описанной в главе 2, раздел 2.2.8.

Были сформированы следующие четыре группы: I группа – интактные

животные (без лечения и без диабета); II группа – контрольная группа – ржи-

вотные с экспериментальным диабетом, не получавшие лечения; III группа –

животные с экспериментальным диабетом, получавшие препарат сравнения

раствор препарата «Аантистакс»; IY группа – животные с экспериментальным

диабетом, получавшие раствор ГЭТПВ в дозе 21 мг/кг.

Исследуемые препараты вводили внутрижелудочно на протяжении трех

месяцев с момента введения аллоксана ежедневно.

Аллоксановый диабет вызывал смертность животных в эксперименталь-

ных группах, которая отражена в таблице 69.

Таблица 69 – Масса тела и смертность животных в группах крыс с экспери-

ментальным диабетом

Группы Масса тела, г Выжило/Пало
Выжившие
животные, %

Интактная 214±6 15/0 100

Контрольная 221 ±6 6/9 40

Получавшая «Антистакс» 220±9 9/6 60

Получавшая ГЭТПВ 220±7 8/7 54
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Результаты исследований по оценке антиоксидантной активности иссле-

дуемого препарата, показателей эндотелина и метаболитов NO в плазме крови

представлены в таблице 70.

По данным таблиц видно, что антиоксидантный статус крыс на фоне

экспериментального сахарного диабета значительно изменился. Достоверно

увеличились показатели интенсивности ПОЛ в плазме крови при снижении ак-

тивности СОД, ГПО и ОАА. На фоне применения ГЭТПВ концентрация ТБК-

РП достоверно снижалась, приближаясь к уровню интактных животных, а со-

держание СОД, ГПО и ОАА достоверно повышалось по сравнению с препара-

том сравнения и с контролем. Показатели ПОЛ на фоне лечения эксперимен-

тального сахарного диабета ГЭТПВ не уступали показателям в группе сравне-

ния (на фоне лечения препаратом «Антистакс»).

Таблица 70 – Изменение интенсивности показателей ПОЛ, эндотелина и мета-

болитов NO у крыс с экспериментальным диабетом и при применении густого

экстракта из травы первоцвета весеннего

Группы

СОД

усл. ед./г

Нb

ГПО

усл. ед./г

Нb

ОАА

ммоль/л

ТБК

мкмоль/л

Эндотелин

фмоль/мл

(медиана)

Метабо-
литы NO
мкмоль/л

Интактная
n=15

1602±21* 1,12±0,11 9,6±1,1 5,2±0,2* 0,6±0,14* 30,28±0,23*

Контрольная
n=12

714±37 0,82±0,18 7,4±1,1 10,2±1,3 1,79±0,15 21,8±1,62

Получавшая
«Антистакс»
n=11

1743±25*# 1,44±0,09*# 11,9±0,7*# 6,4±0,7*# 1,23±0,1*# 28,4±1,04*#

Получавшая
ГЭТПВ
n=12

1790±41*# 1,79±0,16*# 15,7±2,6*# 6,2±0,5*# 1,27±0,1*# 27,7±1,26*#

* – различия статистически значимы по сравнению с интактной группой, при
р≤ 0,05, # – различия статистически значимы по сравнению с контрольной
группой, при р≤ 0,01.
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Одной из составляющих эндотелиопротекторного действия  исследуемого

экстракта является его ангиопротекторная активность, описанная нами ранее.

Таким образом, раствор ГЭТПВ существенно улучшает вазодилатирую-

щую функцию при эндотелиальной дисфункции у животных с эксперимен-

тальным сахарным диабетом, о чем свидетельствуют улучшение антиокси-

дантного статуса, снижение уровня эндотелина и увеличение содержания ме-

таболитов NO. Экстракт первоцвета весеннего оказывает эндотелиопротектор-

ное действие, сопоставимое с препаратом сравнения «Антистакс».

6.3.6 Изучение влияния густых экстрактов из листьев и соплодий хмеля

обыкновенного на ориентировочно-исследовательское поведение крыс

Учитывая седативное действие соплодий хмеля обыкновенного, пред-

ставляло интерес провести   сравнительную оценку влияния экстрактов из ли-

стьев и соплодий хмеля обыкновенного на ориентировочно-исследовательское

поведение крыс.

Для этого были сформированы следующие группы: I – животные, полу-

чавшие раствор ГЭЛХО в дозе 21 мг/кг; II – животные, получавшие раствор

ГЭЛХО в дозе 42 мг/кг; III – животные, получавшие раствор ГЭЛХО в дозе

21 мг/кг; IY – животные, получавшие раствор ГЭЛХО в дозе 42 мг/кг;

Y – животные контрольной группы, получавшие эквивалентный  объем воды

очищенной.

Результаты проведенных исследований представлены в таблице 71.

Результаты исследований показали, что при курсовом введении иссле-

дуемых экстрактов в ориентировочно-исследовательском поведении подопыт-

ных крыс выявлен предположительный седативный эффект у группы живот-

ных, получавших ГЭЛХО в дозе 21 мг/кг по всем исследуемым показателям.

В остальных группах значимых достоверных изменений не наблюдали
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Таблица 71 – Влияние исследуемых экстрактов хмеля на ориентировочноисследовательское поведение крыс, (n=8)

№
Серия

опытов

Вертикальные стойки Норковый рефлекс Стереотипное поведение

до опы-

та
10 дней 21 день

до опы-

та
10 дней 21 день

до

опыта
10 дней 21 день

1
ГЭЛХО

(21мг/кг)
2,9±0,5 4,91,2

0,7±0,2

р0,01
4,5±0,2 4,2±0,8 4,0±1,8 1,5±0,3

0,3±0,2

р0,01

р0,02

0,14±0,15

р0,01

р0,05

2 ГЭЛХО

(42мг/кг)
2,5±0,2 4,30,9 3,1±0,9 4,5±0,3 4,1±0,9

1,7±0,8

р0,01
1,2±0,2 1,1±0,5

0,9±0,5

3
ГЭСХО

(21мг/кг)
2,7±0,5

6,20,9

р0,01

р0,02

1,5±0, 4,7±0,2
8,0±1,7

р0,05
5,5±1,5 1,7±0,5 2,5±0,7 1,6±0,5

4
ГЭСХО

(42мг/кг)
3,0±1,5

9,01,5

р0,02

р0,01

2,9±0,9 4,3±0,5

10,31,4

р0,01

р0,001

5,7±1,4 2,0±0,4 1,3±0,5 0,9±0,5

5 Контроль 2,5±0,4 3,30,6 2,0±0,8 4,9±0,9 3,9±0,6 4,2±1,2 1,1±0,5 1,3±0,3 0,9±0,3

Примечание: р* – относительно исходных данных, р – относительно контроля периода исследования

314
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6.3.7. Исследование ноотропной активности густых экстрактов

из листьев и соплодий хмеля обыкновенного

Согласно последним исследованиям Н.В. Кабачук с соавторами (2011)

соплодия хмеля обыкновенного обладают ноотропной активностью. В связи,

с чем представляло интерес провести исследования в сравнительном аспекте.

Изучение ноотропной активности экстрактов  включает оценку антиам-

нестического эффекта. Для чего использовали методику условного рефлекса

пассивного избегания (УРПИ) с последующим использованием электрошока в

качестве амнезирующего фактора по модифицированной методике Буреша,

описанной в главе 2, разделе 2.2.8. Все препараты вводились за 30 минут до

обучения внутрибрюшинно в равных объемах.

Для выполнения эксперимента сформированы следующие группы: I – жи-

вотные контрольной  группы, получавшие эквивалентный  объем  физиологиче-

ского раствора; II – животные, получавшие раствор пирацетама; III – животные,

получавшие раствор ГЭЛХО в дозе 21 мг/кг; IY – животные, получавшие рас-

твор ГЭЛХО в дозе 42 мг/кг; Y – животные, получавшие раствор ГЭСХО в дозе

21 мг/кг; YI – животные, получавшие раствор ГЭСХО в дозе 42 мг/кг.

Результаты проведенных исследований представлены в таблице 72.

Как видно из таблицы, изучаемые экстракты в исследуемых дозах, досто-

верно увеличивали латентный период захода в темный отсек по сравнению с пер-

вым днем. ГЭСХО (42 мг/кг) и ГЭЛХО (42 мг/кг) снижали время нахождения в

темном отсеке во второй день эксперимента по сравнению с контролем, что пред-

положительно может свидетельствовать о наличии у них ноотропной активности.

ГЭСХО (42 мг/кг) не уступал по всем показателям эталонному препарату

– пирацетаму. На второй день эксперимента ГЭСХО (42 мг/кг) превосходил

действие пирацетама по количеству заходов в темную камеру в 3 раза, а по

времени нахождения в темной камере в 1,6 раза. Таким образом, ГЭСХО (42

мг/кг) улучшал первую стадию (влияние на процесс ввода и первоначальной

обработки информации) выработки условного рефлекса пассивного избегания,

обладая, предположительно, ноотропным эффектом.
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Таблица 72

Влияния исследуемых экстрактов на процесс ввода и первоначальной обра-

ботки информации в тесте УРПИ (n=8)

№
Вещества

Первый день экспери-

мента (обучение)

Второй день эксперимента (воспроиз-

ведение)

количество

заходов

латентный

период

(сек)

количество

заходов

латентный

период (сек)

время

в темной

камере (сек)

1 Контроль 1,14± 0,15 17,4± 8,1 1,0 ± 0,51
109,7±50,71

p#0,001
93,8±4,08

2
Пирацетам,

400 мг/кг
1,0 ± 0,16 16,2 ± 2,31 0,6±0,12

239±11,76*#

р*0,05

p#0,001

30,0 ± 6,3*

р*0,001

3
ГЭЛХО

(21 мг/кг)

6.0 ±1,2*

р*0,05
43,2±14,5

0,57±0,3#

р#0,001

177,1±44,4#

p#0,02
104,6±21,2

4
ГЭЛХО

(42 мг/кг)
1,3±0,2 6,9±2,3 0,42±0,2

219,1±49,3

p#0,001
52,7±27,5

5
ГЭСХО

(21 мг/кг)
1.0 ±0,17 11,5±3,74 1.33±0,51

155,8±45,9*

p#0,02
114,0±18,5

6
ГЭСХО

(42 мг/кг)
1,3 ±0,17 5,2±2,2 0,2±0,17

269,2±31,5*#

р*0,05

p#0,001

19,2±1,9*

р*0,001

p*– (по сравнению с данными контроля; р#<0,001 – (по сравнению пер-

вым днем обучения)
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Выводы по главе 6

1. Изучены технологические свойства сырья, экспериментально обоснова-

ны оптимальные параметры экстракции доминирующих групп биологически

активных веществ  из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкно-

венного.

2. На основании результатов сравнительного изучения выбран оптималь-

ный метод экстрагирования сырья первоцвета весеннего и листьев хмеля

обыкновенного – перколяция.

3. Разработаны технологии получения густых экстрактов из травы перво-

цвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного. Проведена  их стандартиза-

ция по содержанию основных групп действующих веществ.

4. Предложены лекарственные формы – гранулы на основе густых экстрак-

тов из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного. Разрабо-

таны технологическая схема получения, методы стандартизации,  изучена ста-

бильность при хранении, установлены сроки годности и условия хранения.

5. Густые экстракты из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обык-

новенного являются практически нетоксичными веществами.

6. Исследуемые густые экстракты из травы первоцвета весеннего и  листь-

ев хмеля обыкновенного проявляют антигипоксантное действие, сопоставимое

с препаратами сравнения «Предуктал» и экстракта из плодов боярышника.

7. Густые экстракты из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкно-

венного обладают прямым антиоксидантным действием, что доказано на модели

Fe2+-индуцированной хемилюминесценции в различных тест-системах. Получе-

ны патенты РФ на изобретение № 2342942 от 10.01.2009 «Средство растительно-

го происхождения, обладающее антиоксидантной активностью», № 2372931 от

20.11.2009 «Антиоксидантное средство растительного происхождения».

8. Густой экстракт из травы первоцвета весеннего обладает ангиопротек-

торным свойством.
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9. Густой экстракт из травы первоцвета весеннего существенно улучшает

вазодилатирующую функцию при эндотелиальной дисфункции у животных

с экспериментальным сахарным диабетом, улучшает антиоксидантный статус,

а также снижает уровень эндотелина и увеличивает содержания метаболитов

NO. Эндотелиопротекторное действие исследуемого экстракта сопоставимо

с препаратом сравнения «Антистакс».

10. Сравнительные экспериментальные исследования по изучению влияния

густых экстрактов листьев и соплодий хмеля обыкновенного на ориентиро-

вочно-исследовательское поведение крыс выявил предположительный седа-

тивный эффект по всем исследуемым показателям.

11. Густые экстракты из листьев и соплодий хмеля обыкновенного оказыва-

ли равноценно положительное влияние на воспроизведение сохранности на-

выка, достоверно увеличивая латентный период захода в темный отсек по

сравнению с периодом обучения, а в дозе 42 мг/кг снижали время нахождения

в темном отсеке по сравнению с контролем, что предположительно может

свидетельствовать о наличии у них ноотропной активности.

12. Густые экстракты из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обык-

новенного являются перспективными источниками для создания фитопрепара-

тов на их основе.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты выполненных теоретических и экспериментальных исследо-

ваний позволили определить научно-методические подходы к поиску перспек-

тивных малоизученных видов растений, требующих рационального использо-

вания и комплексной переработки (на примере растений родов Primula L.

И Humulus L.) для создания на их основе фитопрепаратов.

Рекомендуемые методические подходы основаны на проведении ком-

плекса теоретических, химических, технологических и биологических иссле-

дований (рисунок 55).

На первом этапе выполняется информационно-аналитический поиск по

распространённости растений, требующих рационального использования во

флоре РФ, в том числе в Республике Башкортостан, и оценке их ресурсной ба-

зы. В ходе поиска учитываются социально-экономические аспекты, в том чис-

ле включающие проблемы нерациональности использования сырья и несовер-

шенства технологий переработки в ряде отраслей народного хозяйства. Для

решения данной проблемы можно предложить целесообразное использование

отходов агротехнического производства (на примере хмелеводства) в качестве

источника получения БАВ и одновременное применение нескольких частей

растения (желательно всего растения в целом). На основании проведенного

анализа отбираются перспективные объекты и проводится оценка изученности

их химического состава, ресурсного потенциала, использования в научной

и народной медицине, обосновывается перспективность использования расте-

ний рода первоцвет и рода хмель.

На следующих этапах проводится экспериментальное обоснование рацио-

нального использования и применения растений рода первоцвет и рода хмель.
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Рисунок 55 – Схема научно-методического обоснования рационального

использования и применения растений рода первоцвет и рода хмель
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На втором этапе проводится целенаправленное изучение химического

состава. На основании химического изучения растений  рода первоцвет и рода

хмель установлено, что имеющиеся в настоящее время данные по их химиче-

скому составу не учитывают содержание всех веществ, относящихся к различ-

ным классам соединений и вносящих вклад в фармакологическую активность.

Впервые доказано, что растения рода первоцвет наряду с гидрофильными со-

единениями содержат и липофильные, впервые изучен их состав, выделены

полиметоксилированные флавоноиды и производные жирных кислот. Показа-

но что липофильные вещества обуславливают эндотелиопртекторную, ангио-

протекторную активность густого экстракта из травы первоцвета весеннего

и дано соотнесение с полученными данными по химическому составу.

Впервые установлено, что растения рода хмель наряду с производными

ацилфлороглюцидов, терпеноидов, производных жирных кислот, содержат бо-

гатый комплекс фенольных соединений. Показано, что фенольные соединения

вносят вклад в антигипоксантные и антиоксидантные свойства густого экс-

тракта из листьев хмеля обыкновенного.

На основании чего доказано, что растения рода первоцвет и рода хмель

могут служить источниками получения гидрофильных и липофильных веществ

с разноплановой фармакологической активносттью. Это позволило обосновать

и предложить новые фитопрепараты «Экстракт первоцвета густой», «Экстракт

листьев хмеля обыкновенного густой». Результаты изучения химического со-

става свидетельствуют, что наряду с первоцветом весенним возможно исполь-

зовать и первоцвет крупночашечный, а наряду с соплодиями хмеля – листья

хмеля обыкновенного, являющимися отходами хмелепроизводства.

В аспекте решения вопросов стандартизации выявленных перспектив-

ных видов ЛРС проводится морфолого-анатомическое изучение исследуемых

объектов (этап III), выявляются наиболее значимые макро- и микродиагности-

ческие признаки сырья.

На четвертом этапе проводится разработка нормативной документации

на новые виды растительного сырья и совершенствуется  существующая до-
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кументация в соответствии с современными требованиями. Разрабатываются

методики качественного и количественного анализа основных групп БАВ, оп-

ределяются числовые показатели сырья, проводится валидация разработанных

методик. На основе проведенных исследований разрабатывается нормативная

документация на исследуемые виды сырья.

На завершающем V этапе выполняется изучение технологических

свойств сырья, экспериментально обосновываются оптимальные параметры

экстракции целевых групп  БАВ, разрабатываются технологические способы

получения густых экстрактов из исследуемых растений. В результате прове-

денных исследований химического состава, разработанных методов стандар-

тизации густых экстрактов, предлагаются лекарственные формы – гранулы на

основе густых экстрактов, разрабытываются технологические схемы получе-

ния и методы стандартизации полученных форм с использованием принципов

сквозной стандартизации.

В последующем проводится исследование фармакологических  свойств,

подтверждающее безопасность и выявляющее спектр специфической фарма-

кологической активности предложенных средств.

Методические подходы, направленные на расширение отечественной

номенклатуры официнального растительного сырья за счет комплексного ис-

пользования  растений, а также отходов производства, могут служить теорети-

ческим и экспериментальным обоснованием рационального использования

растений рода первоцвет и рода хмель.

Результаты проведенных исследований аргументируют целесообраз-

ность введения в отечественную номенклатуру официнального растительного

сырья траву первоцветов весеннего и крупночашечного, листьев хмеля обык-

новенного, что существенно, на наш взгляд, расширит сырьевую базу РФ.

Комплексное использование надземной части растений рода первоцвет и ли-

стьев культивируемых сортов и дикорастущего вида хмеля обыкновенного по-

зволит оптимизировать процесс переработки сырья и эффективно решить за-

дачу рационального использования растительных ресурсов РФ.
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ВЫВОДЫ

1. Проведено комплексное исследование гидрофильных и липофильных

биологически активных веществ лекарственного растительного сырья пред-

ставителей рода первоцвет (первоцвета весеннего, первоцвета крупночашеч-

ного) и рода хмель (хмеля обыкновенного дикорастущего вида и культивируе-

мых сортов). Установлено наличие полифенольных соединений, тритерпено-

вых сапонинов, органических и аминокислот, липофильных веществ (полиме-

токсилированных флавоноидов, терпеноидов, производных жирных кислот

и ацилфлороглюцидов).

2. При исследовании состава фенольных соединений представителей рода

первоцвет и рода хмель идентифицировано 41 вещество, отнесенное к флаво-

ноидам (полиметоксилированным и изофлавоноидам), простым фенолам, ду-

бильным веществам, кумаринам, фенолокислотам, оксикоричным кислотам,

стильбенам, из которых в индивидуальном виде выделено 30 веществ феноль-

ной природы, а также одно – из группы стеринов. Структура выделенных ве-

ществ установлена методами ЯМР 1Н-, ЯМР 13С-спектроскопии; корреляцион-

ной спектроскопии ЯМР 1Н-1Н COSY, 1Н-13С HSQCED, НМВС, хромато-масс-

спектрометрии, УФ-спектроскопии.

3. В сырье первоцветов весеннего и крупночашечного методами ТСХ, УФ-

спектроскопии идентифицированы тритерпеновые сапонины, среди которых

урсоловая кислота определена впервые. С помощью аминокислотного анализа-

тора и ТСХ установлено наличие 13 аминокислот. Изучен состав органических

кислот. Установлено сходство качественного состава основных групп биоло-

гически активных веществ  изученных близкородственных видов первоцветов.

4. В сырье хмеля обыкновенного дикорастущего вида и культивируемых

сортов идентифицированы фитостерины, эфирные масла, производные ацил-

флороглюцидов. Из листьев хмеля обыкновенного впервые выделен и иденти-
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фицирован β-ситостерол-3-О-β-D-глюкопиранозид; определен качественный со-

став терпеноидов, установлено наличие специфичных для соплодий хмеля α-

гумулена, -кубебена, кариофиллена и -кариофиллена. Установлено сходство

состава основных групп биологически активных веществ листьев и соплодий

культивируемых сортов и дикорастущего хмеля обыкновенного.

5. Впервые проведено морфолого-анатомическое изучение травы первоцве-

тов весеннего и крупночашечного, листьев хмеля обыкновенного культивируе-

мых сортов «Ранний», «Крылатский», «Подвязный» и дикорастущего вида, вы-

явлены макро- и микродиагностические признаки, позволяющие установить

подлинность сырья. Проведены ресурсные исследования первоцвета крупно-

чашечного на территории Республики Башкортостан.

6. Обоснованы подходы к стандартизации сырья первоцветов и хмеля обык-

новенного: разработаны методики качественного анализа (метод ТСХ) и коли-

чественного определения флавоноидов методом дифференциальной спектрофо-

тометрии (трава первоцветов, листья хмеля обыкновенного), методики качест-

венного анализа (метод ТСХ) и спектрофотометрического определения кислоты

аскорбиновой (трава первоцветов), оптимизирована методика алкалиметриче-

ского определения суммы ацилфлороглюцидов (листья хмеля обыкновенного).

Разработаны критерии оценки качества сырья первоцветов, листьев хмеля

обыкновенного. Впервые вещество 3´,4´-метилендиокси-5´-метоксифлавон

предложено в качестве специфического маркера для стандартизации надзем-

ной части первоцвета весеннего.

7. Разработаны способы получения густых экстрактов из травы первоцвета

весеннего и листьев хмеля обыкновенного и методы их стандартизации. Пред-

ложены лекарственные формы – гранулы на основе густых экстрактов из тра-

вы первоцвета весеннего и листьев хмеля обыкновенного, методы их стандар-

тизации,  изучена стабильность при хранении, установлены сроки годности и

условия хранения.

8. Густые экстракты из травы первоцвета весеннего и листьев хмеля обык-

новенного являются практически нетоксичными веществами. Для густого экс-
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тракта из травы первоцвета весеннего впервые установлено наличие антиокси-

дантного, антигипоксантного, ангиопротекторного, эндотелипротекторного

видов действия. Для густого экстракта из листьев хмеля обыкновенного впер-

вые определены  антиоксидантное, антигипоксантное, седативное и ноотроп-

ное действия. Густые экстракты из травы первоцвета весеннего и листьев хме-

ля обыкновенного являются перспективными источниками для создания фи-

топрепаратов на их основе.

9. Обоснована целесообразность введения в отечественную номенклатуру

официнального растительного сырья надземной части первоцвета весеннего

в качестве источника антиоксидантных, антигипоксантных, ангио- и эндоте-

лиопротекторных средств; показаны пути использования в медицинской прак-

тике гранул на основе густого экстракта из травы первоцвета весеннего.

10. Теоретически обоснована и экспериментально доказана целесообразность

комплексного использования хмеля обыкновенного, введения в отечественную

номенклатуру официнального растительного сырья «Хмеля обыкновенного ли-

стья», разработки лекарственной формы гранул на основе густого экстракта, что

позволит оптимизировать процесс переработки сырья хмеля обыкновенного.

Выявлены дополнительные источники сырья официнальных видов пер-

воцвета крупночашечного и хмеля обыкновенного во флоре Башкортостана.

11. Разработаны и утверждены ТУ «Трава первоцвета весеннего» № 9700-

014-26795008-2005 (ООО «Травы Башкирии», г. Уфа). Разработан и принят

к рассмотрению проект ФС «Первоцвета листья», разработан проект ФСП

«Хмеля обыкновенного листья».

Перспективы дальнейшей разработки темы диссертационного исследо-

вания включают в себя следующие направления, имеющие важное практиче-

ское значение: введение в отечественную номенклатуру растительного сырья

травы первоцвета весеннего, крупночашечного, листьев хмеля обыкновенного;

углубленное изучение их фармакологической активности; проведение исследо-

ваний по разработке препаратов на основе изученных видов сырья и их стан-

дартизация.
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

АЛТ – аланинаминотрансфераза

АСТ – аспартатаминотрансфераза

АФГ – ацилфлороглюциды

АФК – активные формы кислорода

БАВ – биологически активные вещества

БХ – бумажная хроматография

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография

ГОСТ – государственный отраслевой стандарт

ГРЛС – государственный реестр лекарственных средств

ГФ – Государственная Фармакопея

ГХ – газовая хроматография

ГЭТПВ – густой экстракт из травы первоцвета весеннего

ГЭЛХО – густой экстракт из листьев хмеля обыкновенного

ЛРС – лекарственное растительное сырье

МДА – малоновый диальдегид

МС – масс-спектрометрия

НД – нормативный документ

ОАА – общая антиоксилительная активность

ОКК – отдел контроля качества

ПДК – предельно допустимая концентрация

ПОЛ – перекисное окисление липидов

СО – стандартный образец

СРО – свободно-радикальное окисление

ТСХ – тонкослойная хроматография

ТУ – технические условия

ТХУ – трихлоруксусная кислота
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УФ – ультрафиолетовый

ФС – фармакопейная статья

ХЛ – хемилюминесценция

ЦНС – центральная нервная система

SL – светосумма свечения

HL – амплитуда свечения
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Приложение 14.   Масс-спектр и структура фитола
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Приложение 18. Хроматограмма ВЭЖХ травы первоцвета

весеннего  (органические кислоты)

Приложение 19. Хроматограмма ВЭЖХ травы первоцвета

крупночашечного (органические кислоты)
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Приложение 20.  Хроматограмма ВЭЖХ метанольного извлечения

из соплодий хмеля  (ресвератрол)
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Приложение 22.  Хроматограмма  ВЭЖХ водно-спиртового извлечения
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Приложение 24.   Хроматограмма ВЭЖХ водного извлечения из листьев хме-

ля, собранного в Давлекановском районе РБ (органические кислоты)

Приложение 25.   Хроматограмма ВЭЖХ водного извлечения из листьев хме-

ля, собранного в Уфимском районе РБ (органические кислоты)
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Приложение 26.   Хроматограмма ВЭЖХ водного извлечения из листьев хме-

ля обыкновенного сорт «Ранний» (органические кислоты)

Приложение 27.   Хроматограмма ВЭЖХ водного извлечения из листьев хме-

ля обыкновенного сорт «Крылатский» (органические кислоты)
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Приложение 28.   Хроматограмма ВЭЖХ водного извлечения из

листьев хмеля обыкновенного сорт «Подвязный» (органические кислоты)

Приложение 29.   Масс-спектр и структура -кариофиллена
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Приложение  30.   Масс-спектр и структура кариофиллена

Приложение 31.   Масс-спектр и структура  копаена
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Приложение 32.  Масс-спектр и структура -кубебена

Приложение 33.   Масс-спектр и структура  сквалена
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Приложение 34.   Масс-спектр и структура  линолевой кислоты

Приложение 35.   Масс-спектр и структура  пальмитиновой кислоты
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Приложение 36.  Масс-спектр и структура -амирина

Приложение 37.   Масс-спектр и структура  стигмаситостерола
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Приложение 38.   Масс-спектр и структура  урс-12-ен
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Приложение 39. Ресурсные исследования травы первоцвета крупночашечного

на территории РБ(в пересчете на воздушно-сухую массу)

Район исследо-
вания

S за-
рос-
лей, га

Урожай-
ность,
г/ м2

Эксплуата-
ционный
запас, т

Биоло-
ги-
ческий
запас, т

Объем возмож-
ных ежегодных
заготовок, т

1 2 3 4 5 6

Иглинский рай-
он (окрестности
пос. Иглино)

1,1 42,2±3,7 0,346 0,494 0,068

Пос. Шакша 0,6 81,7 ± 7,7 0,325 0,484 0,066
Пос. Авдон 1,2 57,5 ± 5,4 0,478 0,718 0,095
Уфимский район
(окрестности
пос.Уптино)

1,4 29,5 ± 2,6 0,312 0,453 0,063

г. Салават (окре-
стности) 1,9 22,2 ± 2,0 0,358 0,524 0,071

г. Мелеуз (окре-
стности) 1,6 40,7±4,1 0,489 0,737 0,097

Абзелиловский
район (окрестно-
сти  д. Муракаево)

2,2 11,3±1,0 0,188 0,282 0,039

Абзелиловс-кий
район (окрестно-
сти с. Салаватово)

0,9 34,4±3,4 0,217 0,328 0,042

Абзелиловс-кий
район (окрестно-
сти т с. Шарипово)

1,3 25,2±2,2 0,206 0,298 0,043

Аургазинский
район (окрестно-
сти с. Наумкино)

1,7 18,4±1,6 0,239 0,351 0,047

Белорецкий рай-
он (окрестности
с. Исламбаево)

0,9 44,2±4,3 0,319 0,477 0,065

Белорецкий рай-
он (окрестности
с. Серменево)

0,8 91,3±8,2 0,524 0,755 0,106
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Продолжение Приложения 39

1 2 3 4 5 6

Белорецкий рай-
он (окрестности
р. Кухтур)

1,1 65,4±6,7 0,521 0,793 0,103

Бурзянский рай-
он (окрестности
с. Яумбаево)

1,8 12,2±1,1 0,192 0,275 0,039

Гафурийский
район (окрестно-
сти  пос. Краус-
но-усольский)

1,2 48,0±5,1 0,416 0,644 0,084

Дуванский район
(окрестности  с.
Дуван)

2,1 28,4±2,4 0,467 0,671 0,093

Ишимбайский
район (окрестно-
сти  с. Сайраново)

0,8 39,7±3,6 0,293 0,426 0,059

Учалинский район
(окрестности  д.
Мулдашево)

2,2 68,5±2,8 1,314 1,558 0,264

Учалинский рай-
он (окрестности д.
Козакку-лово)

1,6 71,5±6,3 0,880 1,266 0,175
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Приложение 40

Протоколы

валидации аналитических методов

«Количественное определение суммы флавоноидов

в пересчете на рутин»,

«Количественное определение кислоты аскорбиновой»

в траве первоцвета весеннего
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Количественное определение суммы флавоноидов

в пересчете на рутин в траве первоцвета весеннего

1. Правильность методики.

1.1. Опыты на модельных смесях с ГСО рутина.

Модельные смеси готовили трех концентраций с содержанием рутина

в % к исходной концентрации 75, 100, 125. Определение проводилось в трех

повторностях для каждой концентрации.

Таблица результатов модельной смеси

№

Реальное значение

измеряемой вели-

чины в модельной

смеси (ГСО ру-

тин), мг

Экспериментально найденное

значение (ГСО рутин)

Абсолютная

величина,

мг

Процент вос-

становления, %

1 7,50 7,45 99,30

2 7,50 7,55 100,67

3 7,50 7,38 98,40

4 10,00 9,82 98,20

5 10,00 10,15 101,50

6 10,00 9,92 99,20

7 12,50 12,42 99,36

8 12,50 12,55 100,40

9 12,50 12,45 99,60

Средний  % восстанов-

ления для трех концен-

траций в трех повтор-

ностях

99,63
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1.2. Опыты с добавками ГСО рутина.

Испытание проводилось на одном образце листьев первоцвета весенне-

го в 3-х концентрациях с добавками ГСО рутина в трех повторностях.

Таблица результатов

Содержание

суммы фла-

воноидов в

аликвоте, мкг

Добав-

ле-но

ГСО ру-

тина,

мкг

Ожидаемое

содержание,

мкг

Полученное

содержание,

мкг

Ошибка, %

абс., мкг отн., %

786,34

786,34

786,34

60

60

60

846,34

846,34

846,34

853,71

842,95

855,51

+7,37

-3,39

+9,17

0,87

0,40

1,08

786,34

786,34

786,34

90

90

90

876,34

876,34

876,34

885,80

868,67

902,13

+9,46

-7,67

+ 25,79

1,08

0,86

2,94

786,34

786,34

786,34

120

120

120

906,34

906,34

906,34

911,67

920,05

885,20

+ 5,33

+13,71

-21,14

0,59

1,51

2,33

2. Прецизионность методики.

Для определения сходимости испытания проводились на спектрофото-

метре СФ-46 в разные дни на одном образце сырья одним и тем же специали-

стом в шести повторностях.

Определение  воспроизводимости проводили в двух лабораториях на

приборах «СФ-46» и «СФ-26» на одном образце сырья в шести повторностях:

(«Центральная научно-исследовательская лаборатория ГБОУ ВПО БГМУ

(условно, лаборатория № 1), ассистент кафедры послевузовского и дополни-

тельного профессионального фармацевтического образования (ПДПФО)
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ИПО БГМУ Иванова Д.Ф.; кафедра фармакогнозии с курсом ботаники и ос-

нов фитотерапии БГМУ (условно, лаборатория № 2), старший преподаватель

кафедры ПДПФО ИПО БГМУ Федотова А.А.).

Таблица результатов содержания

суммы флавоноидов в пересчете на рутин, %

Образец

№

Первый

день
Второй день

Лаборатория

№ 1

Лаборатория

№ 2

1 5,05 5,01 4,82 4,78

2 5,07 4,98 4,75 4,85

3 5,03 5,03 4,86 4,82

4 5,09 4,89 4,81 4,73

5 5,05 4,87 4,72 4,70

6 5,06 4,83 4,83 4,86

Стандартное

отклонение S 0,02041 0,08240 0,05269 0,06511

Относительное

стандартное

отклонение

RSD, %

0,40 1,67 1,09 1,36

3. Специфичность методики.

Спектрофотометрия. Специфичность методики основана на совпадении

спектров поглощения извлечения из исследуемого сырья листьев первоцвета

весеннего и ГСО рутина с 2% раствором алюминия хлорида. Спектры погло-

щения полученных комплексов снимали на спектрофотометре «СФ-46» в ин-

тервале 350–500 нм.

4. Линейность и диапазон методики.
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Для определения линейности проводили определение содержания сум-

мы флавоноидов в пересчете на рутин в исследуемых образцах в пяти  кон-

центрациях ГСО рутина - 80, 90, 100, 110, 120% от теоретического уровня.

Линейность метода сохраняется в интервале концентраций от 4,8 до

7,2 мкг/мл и охватывает нижний предел содержания суммы флавоноидов в

исследуемом сырье.

Таблица результатов

Оптическая

плотность, D

Концентрация

рутина, мкг/мл

Коэффициент

корреляции

y = b·x + a

b a

0,320 4,8

0,998341 0,1370 - 0,3344

0,416 5,4

0,481 6,0

0,564 6,6

0,657 7,2

Концентрация рутина, мкг/мл

D

0,32

0,416

0,481

0,564

0,657

0,200

0,300

0,400

0,500

0,600

0,700

0,800

4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5
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Таблица результатов

№
Параметры

валидации
Критерий приемлемости

Экспериментальные

данные

1 Правильность % от ожидаемого значе-

ния

100,0±5,0%

Относительная ошибка:

0,40 – 2,94% (<5%)

2 Сходимость Относительное стан-

дартное отклонение

RSD не более 10%

1-ый день RSD=0,40%

2-ой день RSD=1,67%

3 Воспроизводимость Относительное стан-

дартное отклонение

RSD не более 15%

Лаборатория № 1

RSD=1,09%,

лаборатория № 2

RSD=1,36%

4 Специфичность Совпадение спектров

поглощения

Доказана совпадением

спектров поглощения

окрашенных комплексов

извлечения и ГСО рути-

на

5 Линейность и диа-

пазон применения

Коэффициент корреля-

ции r≥0,99

Коэффициент корреля-

ции r=0,998341

в интервале 4,8-7,2

мкг/мл рутина

Количественное определение кислоты аскорбиновой

в траве первоцвета весеннего

1. Правильность методики.

1.1. Опыты на модельных смесях с РСО кислоты аскорбиновой.

Модельные смеси готовили трех концентраций с содержанием кислоты

аскорбиновой в % к исходной концентрации 75, 100, 125. Определение про-

водилось в трех повторностях для каждой концентрации.
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Таблица результатов

№

Реальное значение

измеряемой величины

в модельной смеси

(кислота аскорбиновая),

мг

Экспериментально найденное

значение (кислота аскорбино-

вая)

абсолютная

величина, мг

процент

восстановления,

%

1 9,00 9,11 101,22

2 9,00 9,08 100,89

3 9,00 8,89 98,78

4 12,00 12,11 100,91

5 12,00 12,09 100,75

6 12,00 11,90 99,17

7 15,00 14,92 99,47

8 15,00 14,89 99,27

9 15,00 15,12 100,80

Средний  % вос-

становления для

трех концентра-

ций в трех по-

вторностях

100,14

1.2. Опыты с добавками РСО кислоты аскорбиновой.

Испытание проводилось на одном образце листьев первоцвета весеннего в

3 концентрациях с добавками РСО кислоты аскорбиновой в трех повторностях.
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Таблица результатов

Содержание

кислоты ас-

корбиновой в

аликвоте, мкг

Добавлено

РСО кислоты

аскорбиновой,

мкг

Ожидаемое

содержание,

мкг

Полученное

содержание,

мкг

Ошибка, %

абс.,

мкг
отн., %

1 2 3 4 5 6

408,25

408,25

408,25

50

50

50

458,25

458,25

458,25

461,22

452,44

464,32

+ 2,97

–5,81

+6,07

0,65

1,27

1,32

408,25

408,25

408,25

100

100

100

508,25

508,25

508,25

516,46

512,92

505,13

+8,21

+4,67

–3,12

1,61

0,99

0,61

408,25

408,25

408,25

150

150

150

558,25

558,25

558,25

550,22

564,09

554,16

–8,03

+5,84

–4,09

1,44

1,05

0,73

2. Прецизионность методики.

Для определения сходимости испытания проводились на спектрофото-

метре СФ-46 в разные дни на одном образце сырья одним и тем же специали-

стом в шести повторностях.

Определение  воспроизводимости проводили в двух лабораториях на

приборах «СФ-46» и «СФ-26» на одном образце сырья в шести повторностях:

(«Центральная научно-исследовательская лаборатория ГБОУ ВПО БГМУ

(условно, лаборатория № 1), ассистент кафедры послевузовского и дополни-

тельного профессионального фармацевтического образования (ПДПФО)

ИПО БГМУ Иванова Д.Ф.; кафедра фармакогнозии с курсом ботаники и ос-

нов фитотерапии БГМУ (условно, лаборатория № 2), старший преподаватель

кафедры ПДПФО ИПО БГМУ Федотова А.А
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Таблица результатов содержания
аскорбиновой кислоты, %

Образец

№

Первый

день
Второй день

Лаборатория

№ 1

Лаборатория

№ 2

1 2,38 2,35 2,39 2,37

2 2,41 2,32 2,41 2,41

3 2,36 2,38 2,43 2,42

4 2,40 2,31 2,45 2,34

5 2,39 2,37 2,38 2,33

6 2,42 2,33 2,39 2,35

Стандартное

отклонение S 0,02160 0,02805 0,02714 0,03742

Относительное

стандартное

отклонение

RSD, %

0,90 1,20 1,13 1,58

3. Специфичность методики.

Специфичность методики доказана отсутствием отклика при отсутст-

вии анализируемого вещества. При замещении раствора аскорбиновой кисло-

ты водой очищенной в реакции с раствором натрия фосфорномолибдата  (при

нагревании на кипящей водяной бане в течение 10 мин) синего окрашивания

не наблюдалось.

4. Линейность и диапазон методики.

Для определения линейности проводили определение содержания ас-

корбиновой кислоты в исследуемых образцах в пяти  концентрациях ГСО ас-

корбиновой кислоты - 80, 90, 100, 110, 120% от теоретического уровня. Ли-

нейность метода сохраняется в интервале концентраций от 2,4 до 3,6 мкг/мл и
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Концентрация кислоты аскорбиновой, мкг/мл

D

охватывает нижний предел содержания аскорбиновой кислоты в исследуе-

мом сырье.

Таблица результатов
Оптическая

плотность, D

Концентрация кислоты

аскорбиновой, мкг/мл

Коэффициент

корреляции

y = b·x + a

b a

0,309 2,4

0,99643 0,1447  0,0452

0,340 2,7

0,384 3,0

0,430 3,3

0,481 3,6
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Таблица результатов

№

Параметры

валидации

Критерий приемлемости Экспериментальные

данные

1 Правильность % от ожидаемого значе-

ния

100,0±5,0%

Относительная ошибка:

0,65 – 1,61% (<5%)

2 Сходимость Относительное стан-

дартное отклонение

RSD не более 10%

1-ый день RSD=0,90%

2-ой день RSD=1,20%

3 Воспроизводимость Относительное стан-

дартное отклонение

RSD не более 15%

Лаборатория № 1

RSD=1,13%,

лаборатория № 2

RSD=1,58%

4 Специфичность Отсутствие отклика при

отсутствии анализиру-

емого вещества

Отсутствие синего ок-

рашивания с раствором

натрия фосфорно-

молибдата в отсутствии

кислоты аскорбиновой

5

Линейность и диа-

пазон применения

Коэффициент корреля-

ции r≥0,99

Коэффициент корреля-

ции r=0,99643

в интервале 2,4-3,6

мкг/мл аскорбиновой

кислоты
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Приложение 41

Числовые показатели

травы первоцветов
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РЕЗУЛЬТАТЫ ТОВАРОВЕДЧЕСКОГО И ХИМИЧЕСКОГО АНАЛИЗОВ ТРАВЫ ПЕРВОЦВЕТА
(цельное сырье)

№
п/
п

Место
и дата
сбора сырья

С
од

ер
ж

ан
ие

 с
ум

мы
фл

ав
он

ои
до

в,
 %

С
од

ер
ж

ан
ие

 а
ск

ор
-

би
но

во
й 

ки
сл

от
ы

, %

В
ла

ж
но

ст
ь,

 %

Зола

Э
кс

тр
ак

ти
вн

ы
е 

в-
ва

,
из

вл
ек

ае
мы

е 
во

до
й,

 %

Э
кс

тр
ак

ти
вн

ы
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в-
ва

,
из

вл
ек

ае
мы

е 
 7

0%
сп

ир
то

м 
эт

ил
ов

ы
м,

 %

М
ин

ер
ал

ьн
ая

пр
им

ес
ь,

   
%

О
рг

ан
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ес
ка

я
пр

им
ес

ь,
 %

П
ож

ел
те

вш
ие

ли
ст

ья
 и

  ч
ер

еш
ки

,  
%

И
ны

е 
ча

ст
и 

ра
ст

ен
ий

(ц
ве

тк
и)

, %

Ра
ди

он
ук

ли
ды

 (S
r-

90
),

Бк
/к

г

Ча
ст

иц
ы

,
пр

ох
од

ящ
ие

 с
кв

оз
ь 

си
то

с
d=

0,
5м

м,
 %

О
бщ

ая
, %

Н
ер

ас
тв

ор
им

ая
в 

10
%

 р
ас

тв
ор

е
H

C
l, 

%

1
Белгородская обл., окре-
стности г. Белгород,
VI-2006

4,78 3,61 9,04 10,61 1,85 40,21 48,35 0,39 0,47 1,61 4,79 34,60 3,19

2

Курская область,
окрестности
г. Курска, VI-2006 5,48 2,01 8,65 8,19 1,49 39,55 51,48 0,42 0,39 1,78 5,10 33,75 1,55

3
Уфимский
р-н РБ, VI-2006 5,05 2,53 10,8

1 11,12 2,76 43,18 46,80 0,21 0,25 1,25 6,09 40,28 4,46

4
Иглинский р-н РБ,
VI-2006 3,58 2,14 8,10 7,93 0,95 38,21 46,23 0,41 0,37 0,92 7,15 35,52 1,83

5 Нуримановский  р-н РБ,
VI-2006 3,13 2,15 12,4

3 11,19 2,53 41,73 46,95 0,45 0,41 0,51 3,49 45,12 2,24
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404

РЕЗУЛЬТАТЫ ТОВАРОВЕДЧЕСКОГО И ХИМИЧЕСКОГО АНАЛИЗОВ ТРАВЫ ПЕРВОЦВЕТА
(измельченное сырье)

№
п/
п

Место
и дата
сбора сырья

С
од

ер
ж

ан
ие

 с
ум

мы
фл
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он

ои
до

в,
 %

С
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тр
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ы
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М
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П
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, %
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во
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d
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 %
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,
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си
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 %

О
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Н
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%
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тв
ор

е
H

C
l, 

%

1

Белгородская обл.,
окрестности г. Бел-
город,
VI-2006

4,75 3,55 9,06 10,58 1,87 40,20 48,33 0,38 0,45 1,60 4,79 34,61 8,73 5,57

2

Курская область,
окрестности
г. Курска, VI-2006 5,43 1,98 8,64 8,20 1,48 39,59 51,45 0,40 0,36 1,79 4,98 33,73 6,54 6,71

3
Уфимский
р-н РБ, VI-2006 4,99 2,41 10,8

0 11,10 2,75 43,13 46,78 0,19 0,21 1,44 6,01 40,30 9,25 7,92

4
Иглинский р-н РБ,
VI-2006 3,48 2,10 8,08 7,91 0,94 38,23 46,20 0,44 0,39 0,87 6,90 35,50 8,08 9,20

5
Нуримановский  р-
н РБ,
VI-2006

3,09 2,12 12,4
0 11,09 2,51 41,69 46,87 0,40 0,37 0,45 3,47 45,07 9,12 8,05
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405

РЕЗУЛЬТАТЫ ТОВАРОВЕДЧЕСКОГО И ХИМИЧЕСКОГО АНАЛИЗОВ ТРАВЫ ПЕРВОЦВЕТА
(порошкованное сырье)

№
п/п

Место
и дата
сбора сырья

С
од

ер
ж

ан
ие

 с
ум

мы
фл

ав
он

ои
до

в,
 %

С
од

ер
ж

ан
ие

 а
ск

ор
-

би
но

во
й 

ки
сл

от
ы

, %

В
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ж
но

ст
ь,

 %
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Э
кс

тр
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ы
е 

в-
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,
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ае
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во

до
й,

 %

Э
кс
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ак
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вн

ы
е 
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,
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мы

е 
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0%
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м 
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ы
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 %

Ра
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 (S
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/к

г
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ы
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ох
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ящ
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во
зь
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о 
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d
=2
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м,

 %

Ча
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ы

,
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ох
од

ящ
ие
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кв
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ь 

си
то

с
d=

0,
25
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, %

О
бщ
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, %

Н
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ас
тв

ор
им

ая
в 

10
%

 р
ас

тв
ор

е
H

C
l, 

%

1

Белгородская обл.,
окрестности г. Бел-
город,
VI-2006

4,75 3,52 9,08 10,58 1,87 40,19 48,37 34,58 8,18

7,31

2

Курская область,
окрестности
г. Курска, VI-2006 5,42 1,95 8,63 8,20 1,48 39,60 51,44 33,72 7,29 6,95

3 Уфимский
р-н РБ, VI-2006 4,96 2,40 10,81 11,09 2,74 43,11 46,75 40,31 9,41 7,63

4
Иглинский р-н РБ,
VI-2006 3,45 2,09 8,06 7,90 0,95 38,25 46,21 35,50 7,74 8,05

5
Нуримановский  р-
н РБ,
VI-2006

3,07 2,14 12,41 11,11 2,50 41,67 46,85 45,05 8,93 8,50
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ СТАБИЛЬНОСИ ТРАВЫ ПЕРВОЦВЕТА ПРИ ХРАНЕНИИ
(цельное  сырье)

№
п/п

Место
и дата
сбора
сырья

Дата пер-
вого и
последую-
щих
анализов

С
од

ер
ж

ан
ие

 с
ум

мы
фл

ав
он

ои
до

в,
 %

С
од

ер
ж

ан
ие

  а
ск

ор
би

но
-

во
й 
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сл

от
ы

, %

Товароведческий анализ

Э
кс
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ак
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ы
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в-
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,
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 %

Э
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ы
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,
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ы
м,

 %

П
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, г

од
ы

В
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ж
но

ст
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 %

Зо
ла
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бщ

ая
, %

Зо
ла

, н
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ас
тв
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им

ая
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10
%

 р
ас

тв
ор

е
H

C
l, 

%

П
ож

ел
те

вш
ие

ли
ст

ья
 и

че
ре

ш
ки

, %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1

Белгородская обл.,
окрестности
г. Белгород,

VI-2006
(собственный сбор)

08.06.06
18.12.06
20.06.07
20.12.07
09.06.08
15.12.08

4,78
4,77
4,79
4,72
4,70
4,65

3,61
3,55
3,45
3,42
3,32
3,20

9,04
9,05
9,08
9,12
9,20
9,25

10,61
10,63
10,65
10,62
10,60
10,64

1,85
1,84
1,85
1,87
1,86
1,85

1,61
1,62
1,60
1,59
1,60
1,63

40,21
40,23
40,27
40,25
40,31
40,24

48,35
48,34
48,33
48,38
48,45
48,50

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

2
Курская область,
окрестности
г. Курск,

VI-2006
(собственный сбор)

08.06.06
18.12.06
20.06.07
20.12.07
09.06.08
15.12.08

5,48
5,45
5,41
5,38
5,33
5,29

2,01
1,85
1,67
1,62
1,57
1,49

8,65
8,66
8,69
8,71
8,88
8,94

8,19
8,20
8,17
8,22
8,21
8,18

1,49
1,48
1,45
1,50
1,49
1,51

1,78
1,77
1,79
1,80
1,82
1,85

39,55
39,59
39,62
39,61
39,65
39,59

51,48
51,44
51,43
51,42
51,47
51,46

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

405



407

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

3

Уфимский р-н РБ,
VI-2006
(ООО «Травы Баш-
кирии»)

28.06.06
16.01.07
29.06.07
17.01.08
02.07.08
21.01.09

5,05
5,04
5,01
4,95
4,97
4,94

2,53
2,49
2,39
2,25
2,00
1,75

10,81
10,89
10,85
10,91
10,93
10,96

11,12
11,10
11,13
10,95
10,98
10,97

2,76
2,74
2,72
2,73
2,75
2,74

1,25
1,26
1,29
1,32
1,35
1,37

43,18
43,22
43,24
43,28
43,32
43,35

46,80
46,82
46,78
46,84
46,82
46,85

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

4

Иглинский р-н РБ,
VI-2006
(ООО «Травы Баш-
кирии»)

28.06.06
16.01.07
29.06.07
17.01.08
02.07.08
21.01.09

3,58
3,55
3,51
3,49
3,53
3,47

2,14
2,08
2,02
1,98
1,85
1,78

8,10
8,12
8,16
8,18
8,19
8,18

7,93
7,94
7,92
7,91
7,89
7,88

0,95
0,93
0,90
0,91
0,91
0,91

0,92
0,89
0,88
0,87
0,88
0,86

38,21
38,25
38,24
38,31
38,28
38,29

46,23
46,25
46,27
46,31
46,32
46,33

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

5

Нуримановский  р-н
РБ,
VI-2006
(ООО «Травы Баш-
кирии»)

28.06.06
16.01.07
29.06.07
17.01.08
02.07.08
21.01.09

3,13
3,10
3,09
3,08

3,06
3,07

2,15
2,09
2,06
2,04
1,89
1,78

12,43
12,45
12,48
12,50
12,51
12,53

11,19
11,20
11,18
11,15
11,16
11,17

2,53
2,53
2,52
2,50
2,53
2,48

0,52
0,54
0,56
0,59
0,63
0,64

41,73
41,75
41,78
41,81
41,80
41,79

46,95
46,98
46,92
46,91
46,94
46,93

-
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ СТАБИЛЬНОСТИ ТРАВЫ ПЕРВОЦВЕТА ПРИ ХРАНЕНИИ
(измельченное  сырье)

№
п/п

Место
и дата
сбора
сырья

Дата пер-
вого и
последую-
щих
анализов

С
од

ер
ж

ан
ие

 с
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мы
фл
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он

ои
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в,
 %

С
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,
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 %
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ы
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ы

В
ла

ж
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 %
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ла
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Зо
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ор

е
H

C
l, 

%

П
ож

ел
те

вш
ие

ли
ст

ья
 и

че
ре

ш
ки

, %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1

Белгородская обл.,
окрестности
г. Белгород,

VI-2006
(собственный сбор)

08.06.06
18.12.06
20.06.07
20.12.07
09.06.08
15.12.08

4,77
4,73
4,74
4,70
4,69
4,68

3,60
3,52
3,49
3,40
3,39
3,21

9,06
9,08
9,08
9,07
9,11
9,23

10,59
10,61
10,64
10,60
10,62
10,61

1,83
1,84
1,85
1,86
1,84
1,85

1,58
1,61
1,62
1,62
1,64
1,65

40,19
40,22
40,25
40,26
40,28
40,24

48,32
48,34
48,33
48,37
48,45
48,47

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

2
Курская область,
окрестности
г. Курск,

VI-2006
(собственный сбор)

08.06.06
18.12.06
20.06.07
20.12.07
09.06.08
15.12.08

5,45
5,44
5,43
5,38
5,33
5,26

2,03
1,89
1,74
1,62
1,57
1,43

8,64
8,65
8,65
8,71
8,78
8,84

8,22
8,20
8,19
8,22
8,21
8,20

1,46
1,48
1,45
1,49
1,49
1,51

1,80
1,79
1,83
1,85
1,84
1,86

39,59
39,62
39,67
39,65
39,66
39,64

51,52
51,50
51,49
51,47
51,48
51,50

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

3

Уфимский р-н РБ,
VI-2006
(ООО «Травы Баш-
кирии»)

28.06.06
16.01.07
29.06.07
17.01.08
02.07.08
21.01.09

5,07
5,05
5,01
4,95
4,92
4,89

2,50
2,49
2,39
2,25
2,15
1,82

10,76
10,83
10,85
10,91
10,93
10,99

11,15
11,13
11,11
11,05
10,99
11,05

2,75
2,77
2,73
2,74
2,76
2,75

1,28
1,26
1,28
1,30
1,33
1,35

43,19
43,21
43,24
43,25
43,31
43,34

46,82
46,80
46,78
46,83
46,80
46,84

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

4

Иглинский р-н РБ,
VI-2006
(ООО «Травы Баш-
кирии»)

28.06.06
16.01.07
29.06.07
17.01.08
02.07.08
21.01.09

3,57
3,55
3,52
3,49
3,51
3,43

2,15
2,09
2,02
1,96
1,75
1,71

8,12
8,14
8,16
8,18
8,22
8,21

7,95
7,94
7,92
7,91
7,89
7,90

0,93
0,93
0,90
0,91
0,94
0,90

0,96
0,98
1,02
1,05
1,03
1,06

38,28
38,25
38,27
38,31
38,29
38,29

46,24
46,25
46,27
46,29
46,32
46,33

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

5

Нуримановский  р-н
РБ,
VI-2006
(ООО «Травы Баш-
кирии»)

28.06.06
16.01.07
29.06.07
17.01.08
02.07.08
21.01.09

3,12
3,08
3,09
3,08

3,02
3,01

2,15
2,11
2,06
2,04
1,91
1,72

12,51
12,50
12,55
12,56
12,56
12,59

11,21
11,20
11,18
11,17
11,18
11,17

2,55
2,53
2,52
2,54
2,53
2,49

0,53
0,57
0,56
0,59
0,62
0,66

41,82
41,80
41,84
41,81
41,80
41,82

46,96
46,98
46,92
46,95
46,94
46,93

-
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

408



410

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ СТАБИЛЬНОСТИ ТРАВЫ ПЕРВОЦВЕТА ПРИ ХРАНЕНИИ
(порошкованное  сырье)

№
п/п

Место
и дата
сбора
сырья

Дата пер-
вого и
последую-
щих
анализов

С
од

ер
ж

ан
ие
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фл
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он
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 %
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ов

ы
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 %
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лж
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ть
хр

ан
ен

ия
, г

од
ы

В
ла

ж
но

ст
ь,

 %

Зо
ла
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ая
, %

Зо
ла
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ер

ас
тв

ор
им

ая
в 

10
%

 р
ас

тв
ор

е
H

C
l, 

%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1

Белгородская обл.,
окрестности
г. Белгород,

VI-2006
(собственный сбор)

08.06.06
18.12.06
20.06.07
20.12.07
09.06.08
15.12.08

4,78
4,75
4,74
4,72
4,69
4,67

3,59
3,54
3,49
3,42
3,39
3,34

9,06
9,07
9,08
9,10
9,15
9,19

10,58
10,61
10,60
10,59
10,57
10,61

1,85
1,84
1,85
1,83
1,84
1,83

40,20
40,22
40,25
40,24
40,26
40,24

48,35
48,34
48,33
48,37
48,38
48,42

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

2

Курская область,
окрестности
г. Курск,

VI-2006
(собственный сбор)

08.06.06
18.12.06
20.06.07
20.12.07
09.06.08
15.12.08

5,44
5,42
5,41
5,35
5,33
5,28

2,04
1,89
1,75
1,62
1,53
1,42

8,68
8,69
8,73
8,75
8,78
8,83

8,21
8,20
8,19
8,23
8,21
8,22

1,47
1,48
1,47
1,49
1,48
1,47

39,58
39,62
39,61
39,65
39,63
39,67

51,53
51,50
51,46
51,47
51,48
51,49

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

3

Уфимский р-н РБ,
VI-2006
(ООО «Травы Баш-
кирии»)

28.06.06
16.01.07
29.06.07
17.01.08
02.07.08
21.01.09

5,08
5,05
5,05
4,95
4,88
4,85

2,51
2,49
2,39
2,27
2,19
1,81

10,78
10,83
10,84
10,89
10,90
10,95

11,16
11,13
11,15
11,09
11,08
11,07

2,76
2,77
2,75
2,74
2,76
2,74

43,21
43,23
43,24
43,25
43,29
43,32

46,85
46,80
46,83
46,84
46,83
46,86

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

4

Иглинский р-н РБ,
VI-2006
(ООО «Травы Баш-
кирии»)

28.06.06
16.01.07
29.06.07
17.01.08
02.07.08
21.01.09

3,56
3,55
3,52
3,47
3,46
3,43

2,14
2,09
2,02
1,95
1,76
1,72

8,13
8,15
8,16
8,18
8,21
8,23

7,96
7,94
7,92
7,94
7,91
7,90

0,95
0,93
0,92
0,91
0,94
0,93

38,27
38,25
38,31
38,27
38,29
38,28

46,26
46,25
46,26
46,28
46,29
46,30

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

5

Нуримановский  р-н
РБ,
VI-2006
(ООО «Травы Баш-
кирии»)

28.06.06
16.01.07
29.06.07
17.01.08
02.07.08
21.01.09

3,11
3,08
3,09
3,05

3,01
3,00

2,13
2,11
2,06
2,04
1,90
1,79

12,50
12,49
12,52
12,54
12,56
12,57

11,20
11,20
11,18
11,19
11,18
11,19

2,54
2,53
2,52
2,54
2,53
2,52

41,84
41,80
41,84
41,81
41,84
41,82

46,97
46,98
46,92
46,95
46,97
46,93

-
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

410
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РЕЗУЛЬТАТЫ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗА
ТРАВЫ ПЕРВОЦВЕТА (цельное сырье)

№
п/п

Место и
дата
сбора
сырья

Дата пер-
вичного
анализа
и пере-
контроля

Содержание микроорганизмов в 1 мл настоя (1:10)

Дрожжевые
и плесневые
грибы
(не более 105)

Аэробные
бактерии
(не более 107)

Staphylococcus
aureus

Семейства
Enterobac-
teriaceae

Pseudomonas
aeruginosa Salmonella

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1

Белгородская
обл., окрест-
ности
г. Белгород,
VI-2006
(собственный
сбор)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,4 • 102

1,3 • 102

1,2 • 102

1,4 • 102

1,5 • 102

1,6 • 102

1,0 • 105

1,1 • 105

1,2 • 105

1,1 • 105

1,3 • 105

1,2 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

2

Курская об-
ласть,
окрестности
г. Курск,
VI-2006
(собственный
сбор)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,7 • 102

1,8 • 102

1,5 • 102

1,9 • 102

1,6 • 102

1,8 • 102

1,1 • 105

1,3 • 105

1,5 • 105

1,6 • 105

1,7 • 105

1,4 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

3

Уфимский р-н
РБ, VI-2006
(ООО «Травы
Башкирии»)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,4 • 102

1,5 • 102

1,6 • 102

1,4 • 102

1,7 • 102

1,5 • 102

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,6 • 105

1,3 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

411
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

4

Иглинский р-
н РБ,
VI-2006
(ООО «Травы
Башкирии»)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,5 • 102

1,4 • 102

1,7 • 102

1,8 • 102

1,9 • 102

1,8 • 102

1,7 • 105

1,6 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,4 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

5

Нуриманов-
ский  р-н РБ,
VI-2006
(ООО «Травы
Башкирии»)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,2 • 102

1,3 • 102

1,6 • 102

1,4 • 102

1,5 • 102

1,7 • 102

1,2 • 105

1,1 • 105

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

412
412
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РЕЗУЛЬТАТЫ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗА  ТРАВЫ ПЕРВОЦВЕТА
(измельченное сырье)

№
п/п

Место и
дата
сбора
сырья

Дата пер-
вичного
анализа
и пере-
контроля

Содержание микроорганизмов в 1 мл настоя (1:10)
Дрожже-

вые
и плесневые
грибы
(не более
105)

Аэробные
бактерии
(не более 107)

Staphylococ-
cus
aureus

Семейства
Enterobac-
teriaceae

Pseudomonas
aeruginosa Salmonella

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1

Белгородская
обл., окрест-
ности
г. Белгород,
VI-2006
(собственный
сбор)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,4 • 102

1,3 • 102

1,2 • 102

1,4 • 102

1,5 • 102

1,6 • 102

1,0 • 105

1,1 • 105

1,2 • 105

1,1 • 105

1,3 • 105

1,2 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

2

Курская об-
ласть,
окрестности
г. Курск,
VI-2006
(собственный
сбор)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,7 • 102

1,8 • 102

1,5 • 102

1,9 • 102

1,6 • 102

1,8 • 102

1,1 • 105

1,3 • 105

1,5 • 105

1,6 • 105

1,7 • 105

1,4 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

413
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

3

Уфимский р-н
РБ, VI-2006
(ООО «Травы
Башкирии»)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,4 • 102

1,5 • 102

1,6 • 102

1,4 • 102

1,7 • 102

1,5 • 102

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,6 • 105

1,3 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

4

Иглинский р-
н РБ,
VI-2006
(ООО «Травы
Башкирии»)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,5 • 102

1,4 • 102

1,7 • 102

1,8 • 102

1,9 • 102

1,8 • 102

1,7 • 105

1,6 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,4 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

5

Нуриманов-
ский  р-н РБ,
VI-2006
(ООО «Травы
Башкирии»)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,2 • 102

1,3 • 102

1,6 • 102

1,4 • 102

1,5 • 102

1,7 • 102

1,2 • 105

1,1 • 105

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

414
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РЕЗУЛЬТАТЫ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗА   ТРАВЫ ПЕРВОЦВЕТА
(порошкованное сырье)

№
п/п

Место и
дата
сбора
сырья

Дата пер-
вичного
анализа
и пере-
контроля

Содержание микроорганизмов в 1 мл настоя (1:10)

Дрожжевые
и плесневые
грибы
(не более 105)

Аэробные
бактерии
(не более 107)

Staphylococcus
aureus

Семейства
Enterobac-
teriaceae

Pseudomonas
aeruginosa

Salmonel-
la

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1

Белгородская
обл., окрестно-
сти
г. Белгород,
VI-2006
(собственный
сбор)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,4 • 102

1,3 • 102

1,2 • 102

1,4 • 102

1,5 • 102

1,6 • 102

1,0 • 105

1,1 • 105

1,2 • 105

1,1 • 105

1,3 • 105

1,2 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

2

Курская об-
ласть,
окрестности
г. Курск,
VI-2006
(собственный
сбор)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,7 • 102

1,8 • 102

1,5 • 102

1,9 • 102

1,6 • 102

1,8 • 102

1,1 • 105

1,3 • 105

1,5 • 105

1,6 • 105

1,7 • 105

1,4 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

3

Уфимский р-н
РБ, VI-2006
(ООО «Травы
Башкирии»)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,4 • 102

1,5 • 102

1,6 • 102

1,4 • 102

1,7 • 102

1,5 • 102

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,6 • 105

1,3 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

415
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

4

Иглинский р-н
РБ,
VI-2006
(ООО «Травы
Башкирии»)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,5 • 102

1,4 • 102

1,7 • 102

1,8 • 102

1,9 • 102

1,8 • 102

1,7 • 105

1,6 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,4 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

5

Нуриманов-
ский  р-н РБ,
VI-2006
(ООО «Травы
Башкирии»)

15.07.06
21.12.06
15.07.07
20.01.08
06.07.08
28.01.09

1,2 • 102

1,3 • 102

1,6 • 102

1,4 • 102

1,5 • 102

1,7 • 102

1,2 • 105

1,1 • 105

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

416
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РЕЗУЛЬТАТЫ СИТОВОГО АНАЛИЗА  ТРАВЫ ПЕРВОЦВЕТА
(измельченное сырье)

Показатель
Белгород-
ская обл.,
окрестности
г. Белгород

Курская
область,
окрестности
г. Курска

Уфимский р-н
РБ Иглинский р-н РБ

Нури-
мановский р-н
РБ

1 2 3 4 5 6

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=7 мм

8,73% 6,54% 9,25% 8,08% 9,12%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=5 мм

9,24% 8,13% 7,98% 9,29% 10,14%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=3 мм

32,42% 29,44% 31,61% 34,53% 35,65%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с о d=2 мм

20,76% 18,78% 15,19% 15,05% 12,54%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=1 мм

10,20% 18,13% 12,16% 11,57% 17,21%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=0,5 мм

13,08% 12,27% 15,89% 12,28% 7,29%

Частиц, проходящих сквозь сито
с d=0,5 мм

5,57% 6,71% 7,92% 9,20% 8,05%

417
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РЕЗУЛЬТАТЫ СИТОВОГО АНАЛИЗА  ТРАВЫ ПЕРВОЦВЕТА

(порошкованное сырье)

Показатель
Белгород-

ская обл.,

окрестности

г. Белгород

Курская

область,

окрестности

г. Курска

Уфимский р-н

РБ Иглинский р-н РБ

Нури-

мановский

р-н РБ

1 2 3 4 5 6

Частиц, не проходящих сквозь

сито с d=2 мм
8,18% 7,29% 9,41% 7,74% 8,93%

Частиц, не проходящих сквозь

сито с d=1 мм
35,61% 32,90% 36,85% 40,12%

38,22%

Частиц, не проходящих сквозь

сито с d=0,5 мм
39,80% 40,24% 33,83% 31,27% 32,53%

Частиц, не проходящих сквозь

сито с о d=0,3 мм
4,10% 5,26% 6,46% 7,51% 5,51%

Частиц, не проходящих сквозь

сито с d=0,25 мм
5,00% 7,36% 5,82% 5,31% 6,31%

Частиц, проходящих сквозь сито

с d=0,25 мм
7,31% 6,95% 7,63% 8,05% 8,50%

418
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Приложение 42

Протоколы

валидации аналитических методов

«Количественное определение суммы флавоноидов

в пересчете на рутин»

в листьях хмеля обыкновенного
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1. Правильность методики.

1.1. Опыты на модельных смесях с ГСО рутина.

Модельные смеси готовили трех концентраций с содержанием рутина в

% к исходной концентрации 75, 100, 125. Определение проводилось в трех по-

вторностях для каждой концентрации.

Таблица результатов модельной смеси

№

Реальное значение

измеряемой вели-

чины в модельной

смеси (ГСО рутин),

мг

Экспериментально найден-

ное значение (ГСО рутин)

Абсолют-

ная вели-

чина, мг

Процент вос-

становления, %

1 7,50 7,47 99,60

2 7,50 7,52 100,27

3 7,50 7,54 100,53

4 10,00 9,97 99,70

5 10,00 10,10 101,00

6 10,00 9,96 99,60

7 12,50 12,42 99,36

8 12,50 12,53 100,24

9 12,50 12,52 100,16

Средний  % восстанов-

ления для трех концен-

траций в трех повтор-

ностях

100,05

1.2. Опыты с добавками ГСО рутина.

Испытание проводилось на одном образце листьев хмеля обыкновенного

в 3-х  концентрациях с добавками ГСО рутина в трех повторностях.
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Таблица результатов

Содержание

суммы фла-

воноидов в

аликвоте, мкг

Добав-

ле-но

ГСО ру-

тина,

мкг

Ожидаемое

содержание,

мкг

Полученное

содержание,

мкг

Ошибка, %

абс., мкг отн., %

546,28

546,28

546,28

60

60

60

606,28

606,28

606,28

601,71

611,65

614,02

4,57

+5,37

+7,74

0,75

0,89

1,27

546,28

546,28

546,28

90

90

90

636,28

636,28

636,28

631,85

629,55

639,76

4,43

6,73

+3,48

0,70

1,06

0,55

546,28

546,28

546,28

120

120

120

666,28

666,28

666,28

658,61

675,12

670,20

7,67

+8,84

+3,92

1,15

1,33

0,59

2. Прецизионность методики.

Для определения сходимости испытания проводились на спектрофото-

метре СФ-46 в разные дни на одном образце сырья одним и тем же специали-

стом в шести повторностях.

Определение  воспроизводимости проводили в двух лабораториях на

приборах «СФ-46» и «СФ-26» на одном образце сырья в шести повторностях:

(«Центральная научно-исследовательская лаборатория ГБОУ ВПО БГМУ (ус-

ловно, лаборатория № 1), ассистент кафедры послевузовского и дополнитель-

ного профессионального фармацевтического образования (ПДПФО) ИПО

БГМУ Иванова Д.Ф.; кафедра фармакогнозии с курсом ботаники и основ фи-
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тотерапии БГМУ (условно, лаборатория № 2), старший преподаватель кафед-

ры ПДПФО ИПО БГМУ Федотова А.А.).

Таблица результатов содержания

суммы флавоноидов в пересчете на рутин, %

Образец

№

Первый

день
Второй день

Лаборатория

№ 1

Лаборатория

№ 2

1 3,21 3,20 3,05 3,01

2 3,22 3,24 3,09 3,03

3 3,25 3,27 3,01 2,98

4 3,24 3,26 3,12 3,05

5 3,19 3,25 3,15 3,06

6 3,20 3,24 3,06 2,97

Стандартное

отклонение S 0,02317 0,03061 0,05059 0,03669

Относительное

стандартное

отклонение

RSD, %

0,72 0,94 1,64 1,22

3. Специфичность методики.

Спектрофотометрия. Специфичность методики основана на совпадении

спектров поглощения извлечения из исследуемого сырья листьев хмеля обык-

новенного и ГСО рутина с 2% раствором алюминия хлорида. Спектры погло-

щения полученных комплексов снимали на спектрофотометре «СФ-46» в ин-

тервале 350- 500 нм.
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4. Линейность и диапазон методики.

Для определения линейности проводили определение содержания суммы

флавоноидов в пересчете на рутин в исследуемых образцах в пяти  концентра-

циях ГСО рутина - 80, 90, 100, 110, 120% от теоретического уровня. Линейность

метода сохраняется в интервале концентраций от 4,8 до 7,2 мкг/мл и охватывает

нижний предел содержания суммы флавоноидов в исследуемом сырье.

Таблица результатов

Оптическая

плотность, D

Концентрация

рутина, мкг/мл

Коэффициент

корреляции

y = b·x + a

b a

0,295 4,8

0,997737 0,1388 - 0,3650

0,398 5,4

0,465 6,0

0,543 6,6

0,639 7,2

Концентрация рутина, мкг/мл

D

0,295

0,398

0,465

0,543

0,639

0,200

0,300

0,400

0,500

0,600

0,700

0,800

4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5
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Таблица результатов

№

Параметры

валидации

Критерий приемлемости Экспериментальные

данные

1 Правильность % от ожидаемого значения

100,0±5,0%

Относительная ошибка:

0,55 – 1,33% (<5%)

2 Сходимость Относительное стандартное

отклонение RSD не более

10%

1-ый день RSD=0,72%

2-ой день RSD=0,94%

3 Воспроизводимость Относительное стандартное

отклонение RSD не более

15%

Лаборатория № 1

RSD=1,64%,

лаборатория № 2

RSD=1,22%

4 Специфичность Совпадение спектров по-

глощения

Доказана совпадением  спек-

тров поглощения окрашен-

ных комплексов извлечения

и ГСО рутина

5 Линейность и диапа-

зон применения

Коэффициент корреляции

r≥0,99

Коэффициент корреляции

r=0,997737

в интервале 4,8-7,2 мкг/мл

рутина
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Приложение 43

Числовые показатели

листьев хмеля обыкновенного
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РЕЗУЛЬТАТЫ ТОВАРОВЕДЧЕСКОГО И ХИМИЧЕСКОГО АНАЛИЗОВ ЛИСТЬЕВ  ХМЕЛЯ ОБЫКНОВЕННОГО
(цельное сырье)

№
п/
п

Место
и дата
сбора сырья

С
од

ер
ж

ан
ие

 с
ум

мы
фл

ав
он

ои
до

в,
 %
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од
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ж

ан
ие
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Э
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ы
е 
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,
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е 
 7

0%
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м 
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ы
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 %

М
ин
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ал

ьн
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%

О
рг
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я
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ес
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 %

И
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е 
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и 
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(с
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ди

я)
, %

Ра
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 (S
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90
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Бк
/к

г

Ча
ст
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ы

,
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ох
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кв
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ь 

си
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с
d=

0,
5м
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 %

О
бщ

ая
, %

Н
ер

ас
тв

ор
им
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в 

10
%

 р
ас

тв
ор

е
H

C
l, 

%

1
Дикорастущее,  Давлеканв-
ский р-н РБ,
IХ–2009

2,96 12,7 11,36 11,61 1,65 40,21 48,35 0,31 0,39 6,07 36,41
1,89

2
Дикорастущее,
Уфимский р-н РБ,
IХ–2009

3,25 12,5 12,05 11,12 1,52 39,55 51,48 0,25 0,29 6,17 41,19 2,23

3
Сорт  «Подвязный», ОАО
«Агрофирма «Ресурсы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

2,69 12,9 9,80 9,34 0,93 43,18 46,80 0,34 0,38 7,58 44,88 3,28

4

Сорт   «Крылатский»,
ОАО «Агрофирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

2,37 12,4 11,13 9,83 1,08 38,21 46,23 0,41 0,34 7,23 33,31 3,49

5
Сорт  «Ранний», ОАО
«Агрофирма «Ресурсы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

3,12 11,7 10,64 10,75 1,28 41,73 46,95 0,38 0,35 6,79 32,49 1,77
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РЕЗУЛЬТАТЫ ТОВАРОВЕДЧЕСКОГО И ХИМИЧЕСКОГО АНАЛИЗОВ ЛИСТЬЕВ  ХМЕЛЯ ОБЫКНОВЕННОГО
(измельченное сырье)

№
п/
п

Место
и дата
сбора сырья

С
од

ер
ж

ан
ие
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мы
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C
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%

1
Дикорастущее,  Давле-
канвский р-н РБ,
IХ–2009

2,93 12,6 11,37 11,60 1,66 40,21 48,35 0,30 0,37 6,05 36,40 7,43 7,45

2
Дикорастущее,
Уфимский р-н РБ,
IХ–2009

3,21 12,4 12,07 11,09 1,52 39,55 51,48 0,23 0,28 6,16 41,18 9,11 8,92

3

Сорт  «Подвязный»,
ОАО «Агрофирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

2,65 12,7 9,81 9,32 0,91 43,18 46,80 0,32 0,36 7,56 44,86 8,24 8,15

4

Сорт   «Крылатский»,
ОАО «Агрофирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

2,35 12,3 11,12 9,81 1,09 38,21 46,23 0,40 0,32 7,22 33,32 7,17 5,95

5

Сорт  «Ранний», ОАО
«Агрофирма «Ресур-
сы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

3,13 11,5 10,63 10,73 1,27 41,73 46,95 0,37 0,33 6,78 32,47 6,67 6,88
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РЕЗУЛЬТАТЫ ТОВАРОВЕДЧЕСКОГО И ХИМИЧЕСКОГО АНАЛИЗОВ ЛИСТЬЕВ  ХМЕЛЯ ОБЫКНОВЕННОГО
(порошкованное сырье)

№
п/
п

Место
и дата
сбора сырья

С
од

ер
ж

ан
ие
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C
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%

1
Дикорастущее,  Давле-
канвский р-н РБ,
IХ–2009

2,93 12,5 11,38 11,59 1,65 40,21 48,35 36,40 5,97 7,25

2
Дикорастущее,
Уфимский р-н РБ,
IХ–2009

3,20 12,3 12,06 11,08 1,53 39,55 51,48 41,17 8,23 7,92

3

Сорт  «Подвязный»,
ОАО «Агрофирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

2,66 12,5 9,83 9,33 0,92 43,18 46,80 44,86 7,41 8,27

4

Сорт   «Крылатский»,
ОАО «Агрофирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

2,35 12,4 11,11 9,81 1,08 38,21 46,23 33,31 6,97 5,83

5

Сорт «Ранний», ОАО
«Агрофирма «Ресур-
сы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

3,11 11,3 10,65 10,72 1,26 41,73 46,95 32,47 6,83 6,73
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ СТАБИЛЬНОСТИ ЛИСТЬЕВ  ХМЕЛЯ ОБЫКНОВЕННОГО ПРИ ХРАНЕНИИ
(цельное  сырье)

№
п/
п

Место
и дата
сбора сырья
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вого и
последую-
щих
анализов

С
од

ер
ж

ан
ие

 с
ум

мы
фл

ав
он

ои
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е
H

C
l, 

%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1
Дикорастущее,  Давле-
канвский р-н РБ,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

2,96
2,93
2,91
2,89
2,87
2,88
2,84

12,7
12,6
12,5
12,4
12,4
12, 3
12,3

11,36
11,37
11,38
11,39
11,38
11,39
11,41

11,61
11,62
11,64
11,66
11,63
11,64
11,65

1,65
1,66
1,67
1,63
1,62
1,64
1,66

40,21 48,35 --
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0

2
Дикорастущее,
Уфимский р-н РБ,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

3,25
3,23
3,24
3,22
3,20
3,21
3,21

12,5
12,2
12,1
12,0
11,9
11,8
11,7

12,05
12,07
12,09
12,12
12,15
12,18
12,17

11,12
11,10
11,11
11,13
11,10
11,14
11,15

1,52
1,50
1,49
1,46
1,43
1,45
1,44

39,55 51,48 --
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0

3

Сорт  «Подвязный»,
ОАО «Агрофирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

2,69
2,66
2,62
2,59
2,57
2,53
2,49

12,9
12,5
12,3
12,1
11,8
11,3
11,2

9,80
9,85
9,98
10,05
10,11
10,15
10,17

9,34
9,33
9,38
9,41
9,40
9,38
9,39

0,93
0,91
0,94
0,92
0,90
0,91
0,92

43,18 46,80 --
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

3

Сорт   «Крылат-
ский», ОАО «Агро-
фирма «Ресурсы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

2,37
2,35
2,32
2,30
2,29
2,27
2,26

12,4
12,1
12,0
11,8
11,7
11,6
11,5

11,13
11,15
11,17
11,19
11,22
11,26
11,34

9,83
9,84
9,86
9,85
9,87
9,85
9,85

1,08
1,05
1,04
1,03
0,98
0,97
0,96

38,21 46,23 --
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0

4

Сорт  «Ранний»,
ОАО «Агрофирма
«Ресурсы»,
г.Чебоксары, IХ–
2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

3,12
3,09
3,08
3,07
3,05
3,03
3,04

11,7
11,5
11,6
11,4
11,2
10,9
10,7

10,64
10,66
10,65
10,67
10,68
10,67
10,67

10,75
10,73
10,76
10,74
10,76
10,75
10,74

1,28
1,27
1,26
1,25
1,27
1,26
1,25

41,73 46,95

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0

430



432

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ СТАБИЛЬНОСТИ ЛИСТЬЕВ  ХМЕЛЯ ОБЫКНОВЕННОГО ПРИ ХРАНЕНИИ
(измельченное  сырье)

№
п/
п

Место
и дата
сбора сырья
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вого и
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анализов
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C
l, 

%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1
Дикорастущее,  Давле-
канвский р-н РБ,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

2,93
2,92
2,90
2,89
2,86
2,87
2,85

12,6
12,5
12,4
12,3
12,2
12,1
12,1

11,37
11,38
11,39
11,40
11,42
11,41
11,42

11,60
11,61
11,63
11,64
11,62
11,63
11,64

1,66
1,67
1,64
1,65
1,63
1,64
1,65

40,21 48,35 --
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0

2
Дикорастущее,
Уфимский р-н РБ,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

3,21
3,20
3,19
3,18
3,16
3,15
3,13

12,4
12,1
12,0
11,9
11,7
11,5
11,4

12,07
12,09
12,10
12,15
12,16
12,17
12,18

11,09
11,11
11,13
11,14
11,15
11,16
11,17

1,52
1,53
1,55
1,53
1,54
1,56
1,55

39,55 51,48 --
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0

3

Сорт  «Подвязный»,
ОАО «Агрофирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

2,65
2,63
2,59
2,55
2,54
2,53
2,51

12,7
12,5
12,2
12,1
11,8
11,5
11,3

9,81
9,85
9,97
10,04
10,07
10,13
10,14

9,32
9,30
9,29
9,28
9,29
9,30
9,31

0,91
0,90
0,89
0,90
0,91
0,91
0,91

43,18 46,80 --
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

3

Сорт   «Крылат-
ский», ОАО «Агро-
фирма «Ресурсы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

2,35
2,32
2,30
2,27
2,26
2,25
2,26

12,3
12,0
11,9
11,8
11,7
11,6
11,5

11,12
11,13
11,14
11,16
11,19
11,21
11,22

9,81
9,83
9,85
9,84
9,83
9,84
9,82

1,09
1,07
1,05
1,06
1,03
0,98
0,98

38,21 46,23 --
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0

4

Сорт  «Ранний»,
ОАО «Агрофирма
«Ресурсы»,
г.Чебоксары, IХ–
2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

3,13
3,11
3,08
3,06
3,05
3,04
3,03

11,5
11,4
11,3
11,2
11,1
10,9
10,8

10,63
10,65
10,66
10,67
10,69
10,68
10,68

10,73
10,74
10,73
10,72
10,73
10,73
10,74

1,27
1,26
1,25
1,28
1,29
1,27
1,26

41,73 46,95

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ СТАБИЛЬНОСТИ ЛИСТЬЕВ  ХМЕЛЯ ОБЫКНОВЕННОГО ПРИ ХРАНЕНИИ
(порошкованное сырье)

№
п/
п

Место
и дата
сбора сырья
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анализов
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ои
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В
ла

ж
но

ст
ь,

 %

Зола

Э
кс

тр
ак

ти
вн

ы
е

в-
ва

,
из

вл
ек

ае
мы

е 
во

до
й,

 %

Э
кс

тр
ак

ти
вн

ы
е 

в-
ва

,
из

вл
ек

ае
мы

е 
 7

0%
сп

ир
то

м 
эт

ил
ов

ы
м,

 %

П
ро

до
лж

ит
ел

ьн
ос

ть
хр

ан
ен

ия
, г

од
ы

О
бщ

ая
, %

Н
ер

ас
тв

ор
им

ая
в 

10
%

 р
ас

тв
ор

е
H

C
l, 

%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1
Дикорастущее,  Давле-
канвский р-н РБ,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

2,93
2,91
2,90
2,88
2,85
2,83
2,84

12,5
12,3
12,1
12,0
11,9
11,7
11,6

11,38
11,40
11,45
11,46
11,47
11,48
11,49

11,59
11,61
11,62
11,58
11,60
11,61
11,60

1,65
1,66
1,63
1,64
1,64
1,63
1,64

40,21 48,35 --
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0

2
Дикорастущее,
Уфимский р-н РБ,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

3,20
3,18
3,17
3,16
3,15
3,13
3,12

12,3
12,1
11,9
11,7
11,5
11,4
11,3

12,06
12,08
12,11
12,13
12,14
12,15
12,14

11,08
11,09
11,10
11,12
11,13
11,12
11,11

1,53
1,52
1,49
1,50
1,52
1,48
1,47

39,55 51,48 --
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0

3

Сорт  «Подвязный»,
ОАО «Агрофирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

2,66
2,63
2,62
2,61
2,62
2,60
2,59

12,5
12,4
12,3
12,2
11,9
11,6
11,4

9,83
9,87
9,91
9,98
10,06
10,11
10,12

9,33
9,31
9,32
9,29
9,29
9,30
9,32

0,92
0,91
0,90
0,91
0,93
0,92
0,91

43,18 46,80 --
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

3

Сорт   «Крылат-
ский», ОАО «Агро-
фирма «Ресурсы»,
г.Чебоксары, IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

2,35
2,34
2,31
2,32
2,29
2,28
2,27

12,4
12,1
11,8
11,7
11,6
11,5
11,4

11,11
11,13
11,15
11,17
11,20
11,22
11,23

9,81
9,82
9,84
9,83
9,82
9,83
9,81

1,08
1,07
1,06
1,05
1,02
0,99
0,98

38,21 46,23 --
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0

4

Сорт  «Ранний»,
ОАО «Агрофирма
«Ресурсы»,
г.Чебоксары, IХ–
2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

3,11
3,09
3,07
3,07
3,06
3,04
3,03

11,3
11,2
11,0
10,9
10,8
10,6
10,5

10,65
10,66
10,68
10,69
10,70
10,71
10,72

10,72
10,71
10,73
10,73
10,72
10,71
10,71

1,26
1,25
1,24
1,23
1,22
1,23
1,22

41,73 46,95

--
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
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РЕЗУЛЬТАТЫ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗА
ЛИСТЬЕВ ХМЕЛЯ ОБЫКНОВЕННОГО (цельное сырье)

№
п/п

Место и
дата
сбора
сырья

Дата пер-
вичного
анализа
и пере-
контроля

Содержание микроорганизмов в 1 мл настоя (1:10)

Аэробные
бактерии
(не более 107)

Дрожжевые
и плесневые
грибы
(не более 105)

Staphylococcus
aureus

Семейства
Enterobac-
teriaceae

Pseudomonas
aeruginosa

Salmonel-
la

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1

Дикорасту-
щее,  Давле-
канвский р-н
РБ,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,2 • 105

1,1 • 105

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,2 • 102

1,3 • 102

1,6 • 102

1,4 • 102

1,5 • 102

1,7 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

2

Дикорасту-
щее,
Уфимский р-н
РБ,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,7 • 105

1,6 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,4 • 105

1,5 • 102

1,4 • 102

1,7 • 102

1,8 • 102

1,9 • 102

1,8 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

3

Сорт  «Под-
вязный»,
ОАО «Агро-
фирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,6 • 105

1,3 • 105

1,4 • 102

1,5 • 102

1,6 • 102

1,4 • 102

1,7 • 102

1,5 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

4

Сорт   «Кры-
латский»,
ОАО «Агро-
фирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,1 • 105

1,3 • 105

1,5 • 105

1,6 • 105

1,7 • 105

1,4 • 105

1,7 • 102

1,8 • 102

1,5 • 102

1,9 • 102

1,6 • 102

1,8 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

5

Сорт  «Ран-
ний», ОАО
«Агрофирма
«Ресурсы»,
г.Чебоксары,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,0 • 105

1,1 • 105

1,2 • 105

1,1 • 105

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 102

1,3 • 102

1,2 • 102

1,4 • 102

1,5 • 102

1,6 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

436



438

РЕЗУЛЬТАТЫ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗА

ЛИСТЬЕВ ХМЕЛЯ ОБЫКНОВЕННОГО (измельченное сырье)

№
п/п

Место и
дата
сбора
сырья

Дата пер-
вичного
анализа
и пере-
контроля

Содержание микроорганизмов в 1 мл настоя (1:10)

Аэробные
бактерии
(не более 107)

Дрожжевые
и плесневые
грибы
(не более 105)

Staphylococcus
aureus

Семейства
Enterobac-
teriaceae

Pseudomonas
aeruginosa Salmonella

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1

Дикорасту-
щее,  Давле-
канвский р-н
РБ,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,2 • 105

1,1 • 105

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,2 • 102

1,3 • 102

1,6 • 102

1,4 • 102

1,5 • 102

1,7 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

2

Дикорасту-
щее,
Уфимский р-н
РБ,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,7 • 105

1,6 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,4 • 105

1,5 • 102

1,4 • 102

1,7 • 102

1,8 • 102

1,9 • 102

1,8 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

3

Сорт  «Под-
вязный»,
ОАО «Агро-
фирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,6 • 105

1,3 • 105

1,4 • 102

1,5 • 102

1,6 • 102

1,4 • 102

1,7 • 102

1,5 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

4

Сорт   «Кры-
латский»,
ОАО «Агро-
фирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,1 • 105

1,3 • 105

1,5 • 105

1,6 • 105

1,7 • 105

1,4 • 105

1,7 • 102

1,8 • 102

1,5 • 102

1,9 • 102

1,6 • 102

1,8 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

5

Сорт  «Ран-
ний», ОАО
«Агрофирма
«Ресурсы»,
г.Чебоксары,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,0 • 105

1,1 • 105

1,2 • 105

1,1 • 105

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 102

1,3 • 102

1,2 • 102

1,4 • 102

1,5 • 102

1,6 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--
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РЕЗУЛЬТАТЫ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗА

ЛИСТЬЕВ ХМЕЛЯ ОБЫКНОВЕННОГО (порошкованное сырье)

№
п/п

Место и
дата
сбора
сырья

Дата пер-
вичного
анализа
и пере-
контроля

Содержание микроорганизмов в 1 мл настоя (1:10)

Аэробные
бактерии
(не более 107)

Дрожжевые
и плесневые
грибы
(не более 105)

Staphylococcus
aureus

Семейства
Enterobac-
teriaceae

Pseudomonas
aeruginosa Salmonella

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1

Дикорастущее,
Давлеканвский
р-н РБ,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,2 • 105

1,1 • 105

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,2 • 102

1,3 • 102

1,6 • 102

1,4 • 102

1,5 • 102

1,7 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

2

Дикорастущее,
Уфимский р-н
РБ,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,7 • 105

1,6 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,4 • 105

1,5 • 102

1,4 • 102

1,7 • 102

1,8 • 102

1,9 • 102

1,8 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

3

Сорт  «Под-
вязный»,
ОАО «Агро-
фирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 105

1,5 • 105

1,6 • 105

1,3 • 105

1,4 • 102

1,5 • 102

1,6 • 102

1,4 • 102

1,7 • 102

1,5 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

4

Сорт «Кры-
латский»,
ОАО «Агро-
фирма «Ре-
сурсы»,
г.Чебоксары,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,1 • 105

1,3 • 105

1,5 • 105

1,6 • 105

1,7 • 105

1,4 • 105

1,7 • 102

1,8 • 102

1,5 • 102

1,9 • 102

1,6 • 102

1,8 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

5

Сорт  «Ран-
ний», ОАО
«Агрофирма
«Ресурсы»,
г.Чебоксары,
IХ–2009

26.08.09
18.12.09
02.09.10
20.12.10
05.09.11
15.12.11
12.05.12

1,0 • 105

1,1 • 105

1,2 • 105

1,1 • 105

1,3 • 105

1,2 • 105

1,4 • 102

1,3 • 102

1,2 • 102

1,4 • 102

1,5 • 102

1,6 • 102

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--

--
--
--
--
--
--
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РЕЗУЛЬТАТЫ СИТОВОГО АНАЛИЗА  ЛИСТЬЕВ  ХМЕЛЯ ОБЫКНОВЕННОГО
(измельченное сырье)

Показатель Дикорастущее,
Давлеканвский р-н
РБ,
IХ–2009

Дикорастущее,
Уфимский р-н РБ,
IХ–2009

Сорт  «Подвяз-
ный», ОАО «Аг-
рофирма «Ресур-
сы»,
г.Чебоксары, IХ–
2009

Сорт   «Крылат-
ский», ОАО «Аг-
рофирма «Ресур-
сы»,
г.Чебоксары, IХ–
2009

Сорт  «Ранний»,
ОАО «Агрофир-
ма «Ресурсы»,
г.Чебоксары, IХ–
2009

1 2 3 4 5 6

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=7 мм 7,43% 9,11% 8,24% 7,17%

6,67%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=5 мм 10,20% 7,85% 10,02% 8,49% 9,31%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=3 мм 34,53% 30,85% 33,68% 30,84% 31,12%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с о d=2 мм 17,29% 16,19% 15,73% 21,37% 19,19%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=1 мм 11,68% 17,18% 13,09% 20,08% 16,89%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=0,5 мм 11,42% 9,90% 11,09% 6,10% 9,94%

Частиц, проходящих сквозь си-
то с d=0,5 мм 7,45% 8,92% 8,15% 5,95% 6,88%
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РЕЗУЛЬТАТЫ СИТОВОГО АНАЛИЗА  ЛИСТЬЕВ ХМЕЛЯ ОБЫКНОВЕННОГО
(порошкованное сырье)

Показатель Дикорастущее,
Давлеканвский р-н
РБ,
IХ–2009

Дикорастущее,
Уфимский р-н РБ,
IХ–2009

Сорт  «Подвяз-
ный», ОАО «Аг-
рофирма «Ресур-
сы»,
г.Чебоксары, IХ–
2009

Сорт   «Крылат-
ский», ОАО «Аг-
рофирма «Ресур-
сы»,
г.Чебоксары, IХ–
2009

Сорт  «Ранний»,
ОАО «Агрофир-
ма «Ресурсы»,
г.Чебоксары, IХ–
2009

1 2 3 4 5 6

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=2 мм

5,97% 8,23% 7,41% 6,97% 6,83%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=1 мм

42,05% 37,11% 37,92% 34,28% 33,16%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=0,5 мм

31,09% 32,79% 33,75% 40,42% 41,05%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с о d=0,3 мм

7,88% 7,17% 5,93% 4,83% 5,78%

Частиц, не проходящих сквозь
сито с d=0,25 мм

5,76% 6,78% 6,72% 7,67% 6,45%

Частиц, проходящих сквозь си-
то с d=0,25 мм

7,25% 7,92% 8,27% 5,83% 6,73%
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Приложение 44
Спецификация

Лекарственное растительное сырье «Хмеля обыкновенного листья»
ОАО  «Агрофирма «Ресурсы», г. Чебоксары

Показатели качества Методы Норма
1 2 3

Внешние признаки ГФ ХI Соответствуют ФСП
Микроскопия ГФ ХI Соответствуют описанию и ри-

сункам
Качественные реакции С 2% спиртовым раство-

ром алюминия хлорида
Зеленовато-желтое окрашива-
ние (флавоноиды).

С 1% раствором ацетата
свинца

Белый хлопьевидный осадок
(производные ацилфлороглю-
цидов (горькие кислоты).

ТСХ На хроматограмме в системе
растворителей: этилацетат – ки-
слота ледяная уксусная – вода
(5:1:1) после высушивания при
просмотре в УФ- свете при
длине волны 254 нм должно по-
являться три пятна, одно из ко-
торых желто-коричневого цвета
на уровне зоны РСО рутина с Rf
0,33, второе темно-коричневого
цвета с Rs (по рутину) около
0,68, третье – светло-бурого
цвета с Rs (по рутину) около
0,56.

Числовые показатели
Сумма флавоноидов в пе-
ресчете на рутин

Спектрофотометрия Не менее 1,5%

Сумма производных ацил-
флороглюцидов (горьких
кислот)

Неводное титрование Не менее 10%

Числовые показатели
1 2 3
Влажность ГФ ХI Не более 13%
Зола общая ГФ ХII Не более 12%
Зола нерастворимая в 10%
растворе кислоты хлори-
стоводородной

ГФ ХI Не более  3,5%

Содержание других частей
растений (соплодия, стеб-
ли)

ГФ ХI Не  более 10%

Содержание частиц, прохо-
дящих сквозь сито с отвер-
стиями размером 0,5 мм

ГФ ХI Не более 5%

Органическая примесь ГФ ХI Не более 0,5%
Минеральная примесь ГФ ХI Не более 0,5%
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Микробиологическая чис-
тота

ГФ ХII Категория  4 А

Количественное определе-
ние

Спектрофотометрия См. раздел «Количественное
определение флавоноидов»

Неводное титрование См. раздел «Количественное
определение суммы производ-
ных ацилфлороглюцидов (горь-
ких кислот)»

Упаковка По 1 кг, 2кг, 3 кг, 5 кг в пакеты
бумажные или полипропилено-
вые; по 10 кг, 20 кг, 25 кг, 30 кг
в мешки бумажные или ткане-
вые, или пропиленовые.

Маркировка В соответствии с ФСП
Хранение В сухом, защищенном от света

месте
Срок годности 3
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Приложение  45

Результаты определения основных показателей качества гранул густого экстракта из травы первоцвета весеннего

№

се-

рии

Высвобождение

суммы флавонои-

дов       за 45мин,

%

Высвобождение

кислоты    аскор-

биновой

за 45мин,   %

Фракционный состав гранул

(размер гранул),%
Остаточная

влажность,%

Сыпучесть,

г/сек

Время

распада-

емости,

мин.

Механи-

ческая

проч-

ность,%менее

0,2мм

0,2 - 3,0 мм свыше

3,0 мм

1 99,1±0,14 99,3±0,16 1,5±0,05 98,3±0,83 11,8±0,07 8,05±0,02 11,8±0,05 11±0,03 99,3±0,55

2 99,4±0,24 99,4±0,19 1,4±0,03 98,2±0,89 12,1±0,03 8,11±0,04 12,2±0,04 9±0,02 99,2±0,64

3 99,5±0,18 99,2±0,17 1,1±0,01 98,4±0,83 12,2±0,08 8,52±0,05 12,4±0,07 10±0,04 98,3±0,57

4 99,3±0,29 99,1±0,27 1,6±0,05 97,5±0,71 12,3±0,11 8,85±0,07 12,3±0,11 9±0,03 99,4±0,56

5 99,2±0,31 99,2±0,21 1,3±0,02 98,3±0,79 12,1±0,04 8,12±0,08 12,1±0,03 10±0,02 98, 6±0,58

445
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Приложение 46
Результаты  анализа стабильности основных показателей качества

гранул густого экстракта из травы первоцвета весеннего

№
серии

Продолжи-
тельность
хранения
( в годах)

Содержание
влаги,%

Время распадае-
мости,
мин

Механическая прочность
на истирание,%

Количественное содержание
суммы флавоноидов,%

1 2 3 4 5 6

1

-
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

8,05
8,09
8,13
8,17
8,21
8,01

11
11
10
11
10
10

99,3
99,3
99,4
99,3
99,3
99,0

7,89
7,88
7,87
7,86
7,87
7,85

2

-
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

8,11
8,15
8,17
8,19
8,20
8,25

9
9
10
10
10
9

99,2
99,2
99,3
99,2
99,3
98,9

7,95
7,94
7,93
7,92
7,93
7,90

3

-
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

8,52
8,53
8,54
8,54
8,55
8,61

10
10
11
11
11
10

98,3
99,4
99,5
98,4
99,2
98,8

8,13
8,12
8,11
8,10
8,12
7,95

446



447

1 2 3 4 5 6

4

-
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

8,85
8,86
8,87
8,87
8,88
8,90

9
9
10
10
10
10

99,4
99,5
99,6
99,4
99,5
98,9

8,25
8,23
8,22
8,21
8,20
8,10

5

-
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5

8,12
8,13
8,15
8,15
8,18
8,20

10
10
11
11
11
10

98,6
98,7
98,8
98,8
98,9
98,5

8,44
8,41
8,42
8,41
8,40
8,30

447
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Приложение 47

Результаты определения основных показателей качества гранул

густого экстракта из листьев хмеля обыкновенного

№

се-

рии

Высвобожде-

ние суммы

флавоноидов

за 45мин,   %

Высвобожде-

ние      суммы

АФГ за 45мин,

%

Фракционный состав гранул

(размер гранул),%
Остаточная

влажность,%

Сыпучесть,

г/сек

Время

распада-

емости,

мин.

Механиче-

ская

прочность,%
менее

0,2мм
0,2 - 3,0 мм

свыше

3,0 мм

1 99,2±0,14 99,4±0,16 1,3±0,05 98,4±0,83 11,8±0,07 8,05±0,02 11,8±0,05 11±0,03 98,9±0,55

2 99,1±0,24 99,5±0,19 1,4±0,03 98,2±0,89 12,1±0,03 8,11±0,04 12,2±0,04 12±0,02 99,1±0,64

3 99,4±0,18 99,0±0,17 1,2±0,01 98,4±0,83 12,2±0,08 8,52±0,05 12,4±0,07 10±0,04 98,5±0,57

4 99,3±0,29 99,1±0,27 1,5±0,05 97,5±0,71 12,3±0,11 8,85±0,07 12,3±0,11 11±0,03 98,8±0,56

5 99,2±0,31 99,2±0,21 1,3±0,02 98,3±0,79 12,1±0,04 8,12±0,08 12,1±0,03 10±0,02 98, 4±0,58

448
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Приложение 48
Результаты  анализа стабильности основных показателей качества

гранул густого экстракта из листьев хмеля обыкновенного

№
серии

Продолжитель-
ность хранения
( в годах)

Содержание
влаги,%

Время распа-
даемости,
мин

Механическая проч-
ность на
истирание,%

Количественное со-
держание
суммы флавоноидов,%

Количественное со-
держание
суммы АФГ,%

1 2 3 4 5 6 7
1 -

0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5

8,05
8,09
8,13
8,17
8,21
8,25
8,22
8,28

11
11
10
11
10
12
11
12

99,3
99,3
99,4
99,3
99,3
99,1
98,5
98,1

7,89
7,88
7,87
7,86
7,87
7,85
7,85
7,80

21,29
21,38
21,67
21,56
21,87
21,85
20,85
20,80

2 -
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5

8,11
8,15
8,17
8,19
8,20
8,23
8,31
8,35

9
9
10
10
10
10
11
11

99,2
99,2
99,3
99,2
99,3
98,5
98,6
98,3

7,95
7,94
7,93
7,92
7,93
7,90
7,88
7,85

21,89
21,48
21,87
21,46
21,27
21,25
20,95
20,82

449
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1 2 3 4 5 6 7
3 -

0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5

8,52
8,53
8,54
8,54
8,55
8,50
8,56
8,61

10
10
11
11
11
11
12
12

98,3
99,4
99,5
98,4
99,2
98,7
98,4
98,5

8,13
8,12
8,11
8,10
8,12
8,10
7,90
7,88

21,89
21,68
21,57
21,66
21,47
21,25
21,15
20,90

4 -
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5

8,85
8,86
8,87
8,87
8,88
8,89
8,88
8.89

9
9
10
10
10
10
11
11

99,4
99,5
99,6
99,4
99,5
99,0
98,9
98,5

8,25
8,23
8,22
8,21
8,20
8,15
8,16
8,12

22,19
22,10
21,97
21,86
21,87
21,69
21,55
21,30

5 -
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5

8,12
8,13
8,15
8,15
8,18
8,22
8,24
8,24

10
10
11
11
11
11
12
12

98,6
98,7
98,8
98,8
98,9
98,5
98,1
98,0

8,44
8,41
8,42
8,41
8,40
8,39
8,34
8,33

22,15
21,98
21,87
21,56
21,77
21,45
21,25
21,00

450
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Приложение 49. Хемилюминограмма в тест-системе, генерирующей активные

формы кислорода. Кривая 1 – контроль, кривые – после добавления ГЭТПВ в

дозах 0.05 мл ( 2); 0.1 мл (3); 0.2 мл (4); 0.3 мл (5); 0.5 мл (6); 1 мл (7)

Приложение 50.  Хемилюминограмма в тест-системе с липосомами. Кривая 1

– контроль, кривые– после добавления ГЭТПВ в дозах 0.05 мл ( 2), 0.1 мл (3),

0.2 мл (4), 0.3 мл (5), 0.5 мл (6), 1 мл (7)

5

12

3
4

6

7

1
2

3

4

5 7

6
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Приложение 51. Хемилюминограмма в тест-системе, генерирующей активные

формы кислорода. Кривая 1 – контроль, кривые – после добавления ГЭЛХО в

дозах 0.05 мл ( 2); 0.1 мл (3); 0.2 мл (4); 0.3 мл (5); 0.5 мл (6); 1 мл (7)

Приложение 52.  Хемилюминограмма в тест-системе с липосомами.

Кривая 1 – контроль, кривые– после добавления ГЭЛХО в дозах 0.05 мл ( 2),

0.1 мл (3), 0.2 мл (4), 0.3 мл (5), 0.5 мл (6), 1 мл (7)
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МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ И СОЦИАЛЬНОГО

РАЗВИТИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

ФЕДЕРАЛЬНОЕ ГОСУДАРСТВЕННОЕ БЮДЖЕТНОЕ УЧРЕЖДЕНИЕ

НАУЧНЫЙ ЦЕНТР ЭКСПЕРТИЗЫ СРЕДСТВ МЕДИЦИНСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ

ГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ КАЧЕСТВА

ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ

______________________________________________
Первоцвета листья ФС 42-

Primulaе folia Вводится впервые

Собранные в фазу начала цветения  высушенные листья многолетнего

дикорастущего травянистого растения первоцвета весеннего – Primula veris

L., семейства первоцветных - Primulaceae Vent.
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МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ  РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

Директор ЦФМС ФГБУ

«Научного центра экспертизы средств медици-

нского применения» Минздрава России

_________________________   Е.И. Саканян

«______»____________________20____ г.

СТАНДАРТ КАЧЕСТВА ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ

ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ ПРЕДПРИЯТИЯ

Производитель: ООО «АгроРесурсы», п.г.т. Урмары

Заявитель: ООО «АгроРесурсы», п.г.т. Урмары

Разработчик: ГБОУ ВПО «Башкирский государственный медицинский уни-

верситет» Минздрава России

______________________________________________
Хмеля листья                                                                 ФСП 42-

Humulus lupulus L. Вводится впервые

Срок введения установлен

с «___» ______________ г.

до «____» ____________ г.

Настоящая фармакопейная статья предприятия распространяется на соб-

ранные в период созревания соплодий и высушенные листья культивируемого

и дикорастущего растения хмеля обыкновенного – Humulus lupulus L., семей-

ства коноплевые (Cannabaceae), измельченные, расфасованный в упаковки

«ангро» и используемые для производства лекарственных средств.
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ФСП 42 - С. 2

СПЕЦИФИКАЦИЯ

Лекарственное растительное сырье «Хмеля обыкновенного листья»

ООО  «АгроРесурсы», п.г.т. Урмары

Показатели Методы Норма
Внешние признаки ГФ ХI Соответствует ФСП
Микроскопия ГФ ХI Соответствует описанию и

рисункам
Качественные реакции С 2% спиртовым раствором

алюминия хлорида

Зеленовато-желтое окраши-

вание (флавоноиды).

С 1% раствором ацетата

свинца

Белый хлопьевидный

осадок (производные ацил-

флороглюцидов (горькие

кислоты).

ТСХ На хроматограмме в системе

растворителей: этилацетат –

кислота ледяная уксусная –

вода (5:1:1) после высуши-

вания при просматре в УФ-

свете при длине волны 254

нм должно появляться три

пятна, одно из которых жел-

то-коричневого цвета на

уровне зоны РСО рутина с

Rf 0,33, второе темно-

коричневого цвета с Rs (по

рутину) около 0,68, третье –

светло-бурого цвета с Rs (по

рутину) около 0,56.

Числовые показатели

Сумма флавоноидов в пе-

ресчете на рутин

Спектрофотометрия Не менее 1,5%

Сумма производных ацил-

флороглюцидов (горьких

кислот)

Неводное титрование Не менее 10%
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ФСП 42 - С. 3

Числовые показатели

1 2 3

Влажность ГФ ХI Не более 13%

Зола общая ГФ ХII Не более 12%

Зола нерастворимой в 10%

растворе кислоты хлори-

стоводородной

ГФ ХI Не более 3,5%

Других частей растений

(соплодия, стебли)

ГФ ХI Не более 10%

Частиц, проходящих сквозь

сито с отверстиями разме-

ром 0,5 мм

ГФ ХI Не более 5%

Органическая примесь ГФ ХI Не более 0,5%

Минеральная примесь ГФ ХI Не более 0,5%

Микробиологическая чис-

тота

ГФ ХII Категория  4 А

Количественное определе-

ние

Спектрофотометрия См. раздел «Количественное оп-

ределение флавоноидов»

Неводное титрование См. раздел «Количественное оп-

ределение суммы производных

ацилфлороглюцидов (горьких

кислот)»

Упаковка По 1 кг, 2кг, 3 кг, 5 кг в пакеты

бумажные или полипропилено-

вые; по 10 кг, 20 кг, 25 кг, 30 кг

в мешки бумажные или ткане-

вые, или пропиленовые.

Маркировка В соответствии с ФСП

Хранение В сухом, защищенном от света

месте

Срок годности 3
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