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ВВЕДЕНИЕ
Идея нашего проекта состоит в том, чтобы проанализировать целесообразность использования гидропоники как альтернативного способа выращивания лекарственных растений. Это актуально, так как интерес к фитопрепаратам на современном фармацевтическом рынке постоянно возрастает. Каждый третий лекарственный препарат в мире изготовлен на основе растений [12]. 
Лекарственные растения рекомендуется заготавливать только на экологически чистых участках, иначе они могут накапливать разные токсиканты. Но таких участков остается все меньше. В связи с этим идет активный поиск альтернативных источников получения лекарственных растений. Это особенно актуально для Донбасса – крупного горнопромышленного региона, техногенная нагрузка в котором одна из наибольших в Европе. Преимуществами гидропоники являются возможность получения экологически чистого сырья; независимость от влияния климатических, сезонных и географических условий; устранение проблемы истощения почв и стандартность накапливаемого сырья. 
Однако для того, чтобы понять, целесообразно ли культивировать конкретный вид лекарственного растения на гидропонной установке, надо провести исследовать содержание биологически активных веществ в растениях, выращенных в таких условиях. Это важно, так как для растений характерна значительная вариабельность химического состава в зависимости от условий произрастания. Весьма вероятно, что подобрав необходимые условия, в условиях гидропоники можно обеспечить более высокий выход действующих веществ по сравнению с дикорастущими растениями.
Гипотеза: с помощью гидропоники можно получить лекарственно ценное сырье календулы лекарственной. 

Цель: оценить лекарственную ценность растений календулы лекарственной, выращенных в условиях гидропоники. 

Задачи: 

•
вырастить растения календулы лекарственной в условиях гидропоники и проанализировать их соответствие требованиям Российской нормативной документации по содержанию действующих веществ; 

•
проанализировать влияние гумата на всхожесть семян календулы и ее морфометрические показатели;

•
провести сравнительное изучение химического состава травы календулы, выращенной с помощью гидропоники и в открытом грунте;

•
проанализировать влияние ЦИОНа на накопление биологически активных веществ в траве календулы;
•
изготовить настойку из выращенной нами календулы и оценить ее качество по фармакопейным требованиям.

Объекты исследования: календула лекарственная.
Методы исследования: анализ литературы, качественные реакции, фармакопейные гравиметрические, титриметрические и спектрофотометрические методы анализа.
Практическая значимость. В случае подтверждения нашей гипотезы откроются перспективы для выращивания с помощью гидропоники лекарственных растений, в том числе редких и экзотических для нашего региона.
РАЗДЕЛ 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
1.1 Значение лекарственных растений в современной фармации

Фитотерапия (от др.-греч. φυτον «растение» и θεραπεια «терапия») представляет собой метод лечения заболеваний человека, основанный на использовании лекарственных растений и комплексных препаратов из них. В русскоязычной литературе нередко используется термин «траволечение» как синоним термина «фитотерапия», хотя понятие «фитотерапия» значительно шире. По современным представлениям, мир растений, помимо трав, включает растительноподобные организмы (водоросли, грибы, миксомицеты) и высшие растения (травы, кустарники, деревья). Все перечисленные представители мира растений обладают лекарственными свойствами. В медицине раздел, изучающий лечение природными веществами, включая растения и растительные экстракты, называется фармакогнозией [8, 11].
Фитотерапия является одной их древнейших наук. Ее история началась более шести тысяч лет назад. Уже на самых ранних стадиях развития человечества травы были не только источником питания людей, но и средством лечения болезней. Установлено, что народы Древнего мира использовали около 21 тыс. видов трав. Первые доказательства применения трав в качестве лекарств были обнаружены в результате археологических раскопок номов Древнего Шумера. Раскопки на территории Древнего Египта дали миру 10 медицинских папирусов, в том числе Эберса (XVI в. до н. э.), где было много прописей с применением множества лекарственных растений. В имуществе первого русского царя Ивана Грозного находилось несколько книг по траволечению. С 1720 г. по инициативе Петра I в Астрахани были заведены первые губернские «аптекарские огороды» и открыта государственная аптека, являющаяся центром заготовки лекарственного сырья для всей страны. Выдающиеся отечественные медики С.П. Боткин и Н.И. Пирогов высоко оценивали возможности фитотерапии и внесли большой вклад в ее развитие. В нашей стране в 1998 г. коллективом специалистов ученых и практиков при активном участии выдающегося военного фармаколога В.М. Виноградова был выпущен практически первый капитальный труд по клинической фитотерапии [15].
В последние годы популярность фитотерапии, несмотря на большие успехи в создании синтетических лекарств, возрастает. Фитопрепараты оказывают длительное мягкое фармацевтическое действие, малотоксичны и реже вызывают аллергические реакции, их можно длительно применять без существенных побочных явлений (что важно при использовании при коррекции хронических заболеваний, а также пожилым людям и детям). А благодаря тому, что растение содержит много различных биологически активных веществ, с его помощью можно одновременно лечить основное и сопутствующие заболевания [3, 15].
Ежегодно в России заготавливается десятки тысяч тонн лекарственного растительного сырья. Для медицинских целей, согласно нормативной документации, используется около 260 видов лекарственного растительного сырья. Около 90 видов разрешено для реализации в аптеках, а 2/3 собранного сырья поступает на предприятия химико-фармацевтической промышленности для производства лекарственных средств [8].

В настоящее время каждый третий лекарственный препарат на мировом рынке – растительного происхождения. А в некоторых фармакотерапевтических группах ЛС, например, применяемых при лечении сердечнососудистых заболеваний, они составляют около 80% [12].
1.2 Биологически активные вещества лекарственных растений
Лекарственные растения содержат биологически активные вещества, оказывающие терапевтическое действие на организм человека. Структура многих биологически активных веществ настолько сложна, что растения еще долго будут оставаться их единственным источником. Известно около 20000 веществ, которые получаются только из растений [11]. Важные биологически активные вещества растений: алкалоиды, гликозиды, дубильные вещества, сапонины, горькие вещества, флавоноиды, смолы, эфирные масла, органические кислоты, минеральные соли и витамины [4]

Алкалоиды в различных растениях накапливаются неравномерно. Ими очень богаты семейства пасленовых и маковых. Большое количество алкалоидов в растении делает его ядовитым для человека, а малое – оказывает лечебное действие. Алкалоиды влияют на центральную нервную систему, изменяют активность ферментов и воздействуют на специфические рецепторы [11]. К наиболее важным алкалоидам относят кофеин, атропин, стрихнин, кокаин, эхинопсин, берберин, платифиллин и др. [4].
Глюкозиды – группа природных соединений, в которых сахарный остаток соединен гликозидной свяхью с несахарной частью через атомы кислорода, азота, серы или углерода. Их разделяют на сердечные, антрагликозиды, сапонины и другие. Такие растения как наперстянка, ландыш, обвойник содержат сердечные глюкозиды. Они оказывают действие на сердечную мышцу и широко применяются в фармации, до сих пор не существует их синтетических аналогов. Растения, содержащие сапонины, используются как тонизирующие, отхаркивающие, желчегонные, мочегонные средства. Они благоприятно влияют на сердечно – сосудистую систему, эффективны при атеросклерозе сосудов и др. [4, 11]

Почти во всех растениях широко распространены дубильные вещества, которые содержаться чаще всего в коре деревьев, древесине деревьев и кустарников, в надземных частях травянистых многолетних растений. В растениях общее количество танинов может достичь 10-30%.. Растения, содержащие дубильные вещества применяются при желудочно-кишечных расстройствах, при отравлении тяжелыми металлами и алкалоидами, как вяжущие и бактерицидные [8, 11].
Полынь, горечавка, одуванчик, золототысячник, аир – это растения, в которых находятся горькие вещества. Они стимулируют секреторную функцию желудочно-кишечного тракта, поэтому их применяют для улучшения пищеварения [4, 8].
Флавоноиды – это растительные ароматические соединения, производные дифенилпропана различной степени окисленности и замещения. В семействах бобовых, зонтичных, лютиковых, сложноцветных содержится много флавоноидов. Они обладают разнообразной фармакологической активностью. Как вещества P-витаминного действия участвуют в окислительно-восстановительных процессах, повышают прочность стенок капилляров, способствуют заживлению ран, расслаблению спазмов сосудов и др. [4].
Эфирные масла чаще всего находятся в надземных частях различных растений. Количество эфирных масел у различных видов растений может достигать 20%, а может составлять всего 0,001%. В основном их содержание составляет 2-3%. Эфирные масла неустойчивы, поэтому при заготовке эфирно-масличных растений необходимо строго соблюдать правила сбора, сушки и хранения [8, 11]

Органические кислоты активно участвуют в обмене веществ, возбуждают секреторную активность слюнных желез, усиливают выделение желчи и панкреатического сока, улучшают пищеварение, обладают бактерицидными и другими действиями. В растениях они находятся в свободном состоянии или в виде минеральных солей [11, 14].
Витамины необходимы для всех живых организмов. Они играют важную роль в обмене веществ. При излишке или недостатке витамин наступают гипер-, гипо- или авитаминозы, которые нарушают деятельность организма. Большинство витаминов не синтезируются организмом человека, а поступают с пищей или лекарствами [4].
Лекарственные растения играют очень важную роль в современной фармации, однако их естественные ресурсы ограничены. Собирать растительное сырье желательно только в экологически чистых местах, а их в мире остается все меньше, а почвы со временем истощаются. Многие виды растут только в определенных климатических условиях, какие-то являются редкими и исчезающими. В связи с этим идет активный поиск альтернативных способов выращивания лекарственных растений.
1.3 Гидропоника как альтернативный способ выращивания растений
Одной из наиболее перспективных высокопроизводительных технологий выращивания является гидропоника – беспочвенное выращивание. Чтобы добиться максимальной эффективности необходимо учитывать индивидуальные особенности растений. Перед созданием производственного процесса важно провести предварительные испытания, выбирая наиболее подходящие для растений условия.
Гидропоника очень удобная технология. Выращенную на гидропонике рассаду можно пересадить в грунт, что позволяет регионам с продолжительным холодным периодом успешно завершить жизненный цикл или собрать растения в нужной форме цветения [17].
Гидропонные конструкции имеют экономический и экологический статус. С их помощью выращивают овощи и травы, получая широкое распространение и материальную поддержку ведущих инвесторов мира. Гидропонные установки могут повысить количество урожая с экономией используемого субстрата [2].
Использование гидропоники может повысить качество растений. Есть возможность регулирования водного режима. Обеспечение культурам минерального питания повышает эффективность производства. Выращивание растений в питательном растворе дает им необходимые элементы в нужном количестве. С помощью ламп можно увеличить период светового дня. Это все невозможно реализовать при выращивании в обычном грунте [2, 13].
Для лекарственных растений особенно интересным является исследование того, возможно ли добиться получения на гидропонике растительного сырья с более высоким содержанием действующих веществ. Такие исследования надо проводить отдельно для каждого вида растений, так как процесс накопления биологически активных веществ является очень динамичным и зависит от многих факторов. Актуальным такие исследования являются для календулы лекарственной.
1.4 Календула лекарственная как лекарственное растение
Календула лекарственная (Calendula officinalis L.) – это однолетнее травянистое растение с ребристым, прямостоящим, разветвленным
стеблем высотой около 60 см. Растение образует массивный
густолиственный куст, у которого главный побег значительно короче ответвляющихся. Корневая система стержневая, ветвистая, глубоко проникающая в почву. Листья светло-зеленые, очередные, лопатчатые, закругленные на верхушке, цельнокрайние или слегка зубчатые, на стебле находятся близко друг к другу. Нижние листья с черешками, они имеют продолговато-яйцевидную
форму, Верхние – сидячие, продолговатой формы или ланцетообразные, слегка обхватывающие стебли. Жесткие, короткие волоски покрывают стебли и листья. Верхняя часть растения покрыта железистыми волосками, которые содержат эфирные масла. Цветки календулы имеют цвет от золотисто-желтого до насыщенно рыжего, в основном они собраны в крупные апикальные корзинки (рис. 1). Соцветия календулы имеют краевые и внутренние цветки, отличающиеся друг от друга строением и функциями, которые они выполняют. Плод календулы – семянка различной формы и величины [1]
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Рисунок 1 – Календула лекарственная
Календула содержит огромный комплекс биологически активных соединений таких как: каротиноиды (β-каротин, ликопин, рубиксантин, виолаксантин,  γ-каротин, δ-каротин, фитофлуин, ксантофил, флавохром, цитроксантин, флавоксантин, хризантемаксантин, неуроспорин, фитоен и зеаксантин), флавоноиды, витамины, эфирное масло, сапонины, смолистые вещества, календен, органические кислоты, алкалоиды, фитостерины, ферменты и другие. Именно этим обусловлен широкий спектр лечебного действия этого растения [10, 16, 19].
Компонентный состав и содержание суммы каротиноидов зависит от сорта и популяции календулы. Имеется зависимость между окраской язычковых цветков и содержанием в них каротиноидов: в сортах календулы с темно-оранжевыми язычковыми цветками почти в 10 раз больше каротиноидов, чем в таковых с желтыми язычковыми цветками. В желтых цветках основными каротиноидами являются цитроксантин, флавоксантин, хризантемаксантин, а в оранжевых цветках преобладает ликопин. Содержание суммы флавоноидов в цветках календулы колеблется в зависимости от сорта и популяции от 0,26 до 0,91%. Содержание флавоноидов зависит также от условий сушки [1, 10, 16, 19].
Календулу, как лекарственное средство, начали использовать с XII века. Было известно, что она оказывает на организм мочегонное, потогонное, очищающее, вяжущее, противогнойное и противовоспалительное действие. В Тунисе с помощью календулы лечили ревматизм; при злокачественных новообразованиях применялась масляная мазь с соком календулы. В Испании листья календулы применяли в качестве потогонного средства; использовали наружно для лечения язвенных болезней и новообразований. В Китае цветки календулы нашли применение как стимулирующее и противосудорожное средство. В Индии – как антисептическое средство. В традиционной медицине славян востока растение известно с XII века. В книгах говорится о применении истолчённых цветков и листьев для лечения наростов, мозолей, кист и опухолей. В России XIX века календулу использовали для избавления от кожных болезней, язв и спазмов желудка, рахита, гастрита, лечения заболеваний печени, селезенки, головных болей, нервной лихорадки, рака, заболеваний глаз и золотухи. В настоящее время календула лекарственная включена в Государственную Фармакопею Российской Федерации [6]. 

Из календулы изготавливают мази, отвары, настойки, экстракты, таблетки, входит в состав комплексных препаратов (рис. 2) [1, 6, 16]. Некоторые из этих лекарств представлены далее.
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Рисунок 2 – Лекарственные препараты на основе календулы
Календулы настойка (1:10) на 70% спирте – применяются наружно в стоматологии при кровоточивости десен, используют при обработке гнойных ран, порезов, ожогов, в целях полоскания горла. 
Мазь «Календула» – оказывает противовоспалительное, противомикробное действие, активизирует процессы регенерации.

Аркален – действующие вещества: густой экстракт из цветков арники и цветков календулы. Оказывает противовоспалительное, обезболивающее и антикоаулянтное действие.
Календула-П – действующие вещества: порошок цветков календулы и витамин С. Бактерицидное, ранозаживляющее, противовоспалительное действие.

Ротокан – смесь жидких экстрактов ромашки, календулы и тысячелистника (2:1:1). Противовоспалительное, гомеостатическое действие.
Апипрост – суппозитории, обладающие противовоспалительным и ранозаживляющим действием.
Используется календула и в зарубежной медицине. Важно, что в Немецкую Фармакопею включены не цветки календулы, а вся надземная часть [18]. Таким образом, актуальным является фитохимическое изучение травы календулы и оценка целесообразности использования ее в фармации. Важно исследовать содержание биологически активных веществ в растениях календулы, выращенных на гидропонной установке.
РАЗДЕЛ 2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
2.1 Объекты исследования и условия выращивания
Объектами исследования были растения календулы лекарственной, выращенной в условиях гидропоники. Брали календулу сорта Неон.
Сначала проверяли всхожесть семян. Было поставлено три параллельных эксперимента – семена замачивали в воде и растворах гумата двух концентраций (0,005% и 0,01%). Эти концентрации мы взяли из литературных данных [1], есть диссертация, где показано, что предпосевная обработка семян календулы гуматом приводит к повышению урожайности. Через 12 дней (согласно ГОСТу) оценивали всхожесть семян (рис. 3).
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Рисунок 3 – Оценка влияния гумата на всхожесть семян календулы лекарственной
Для выращивания использовали гидропонные установки с аэратором и лампами 3500 К (рис. 4). В качестве субстратов для выращивания были выбраны торф и перлит. В стаканчики одной из установок добавляли ионитный субстрат ЦИОН (торф : перлит : ЦИОН = 8:1:1). Другая установка использовалась как контроль – стаканчики заполняли только торфом и перлитом (7:3). 

ЦИОН – это искусственный материал на основе клиноптилолита (ионообменный минерал группы цеолитов) (рис. 5). ЦИОН насыщен ионами K+ и NH4+, также в его состав входят корректирующие добавки в виде фосфатных минералов. Согласно рекламе производителя, в ЦИОНе питательные элементы химически связаны с носителем и могут быть поглощены корнем растения только в обмен на ионы-метаболиты, синтезируемые самим растением. В связи с этим растение получит ровно столько и таких питательных элементов, сколько оно само «запросило».
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Рисунок 4 – Сборка гидропонной установки
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Рисунок 5 – ЦИОН, используемый в эксперименте
В каждый стаканчик помещали 3 семена. Повторность – по 5 стаканчиков на каждый опыт. Лотки заполняли питательным раствором Кнопа.
На 1 литр раствора Кнопа:
•
кальциевая селитра (нитрат кальция) Са(NО3)2 .
 1 г
•
фосфат калия однозамещенный КH2РO4


 0,25 г
•
сульфат магния MgSO4 




 0,25 г
•
хлорид калия (калийная соль) КСl 



 0,125 г
•
5 мл раствора железного купороса Fе SO4 и лимонной кислоты.

В лоток экспериментальной установки (в стаканчики которой добавляли ЦИОН) наливали раствор Кнопа, разбавленный водой в 2 раза, так как питание растения должны получать из ЦИОНА на границе ЦИОН/корень. В процессе эксперимента измеряли высоту растений (рис. 6)
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Рисунок 6 – наблюдение за ростом календулы

Воду использовали покупную. По мере необходимости в лоток доливали воду. Раз в 3 недели заменяли раствор Кнопа в лотках. 5 июля срезали календулу. Линейкой измерили высоту надземной части. Посчитали среднее. Взвесили надземную часть. 
2.2 Методика определения влажности

Использовали фармакопейную методику определения влажности [5]. Аналитическую пробу измельченного ЛРС смешивают и берут две навески по 1-2 г, взвешенные с погрешностью ±0,01г. Каждую навеску перемещают в предварительно высушенный до постоянной массы и взвешенный бюкс с крышкой и ставят в сушильный шкаф, нагретый до 130-135ºС. При этой же температуре осуществляется высушивание взятых навесок в открытых бюксах со снятыми крышками. Первое взвешивание проводится через 1-2 часа после охлаждения в эксикаторе. Высушивание ЛРС проводят до постоянной массы (рис. 7).
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Рисунок 7 – Определение влажности
Влажность (W) ЛРС в процентах вычисляют по формуле (1):

W = 
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где
m – масса до высушивания, г;

m1 – масса после высушивания, г.

2.3 Методика определения содержания дубильных веществ

Для количественного определения дубильных веществ использовали фармакопейный метод Левенталя [5]. 2,0 г ЛРС измельчают и просеивают через сито с диаметром отверстий 3 мм. Точную навеску ЛРС (около 2 г) помещают в плоскодонную колбу вместимостью 500 мл, приливают 250 мл нагретой кипящей воды и кипятят с обратным холодильником на электроплитке в течение 30 мин при перемешивании. Полученное извлечение охлаждают до комнатной температуры и фильтруют через вату в мерную колбу вместимостью 250 мл так, чтобы частицы сырья не попали в колбу. Доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. 25,0 мл полученного водного извлечения помещают в коническую колбу, прибавляют 500 мл воды, 25 мл раствора индигосульфокислоты и титруют при постоянном перемешивании калия перманганата раствором 0,02 М до золотисто-желтого окрашивания (рис. 8). 
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Рисунок 8 – Определение дубильных веществ
Контрольный опыт. К 525 мл воды прибавляют 25 мл индигосульфокислоты и титруют при постоянном перемешивании калия перманганата раствором 0,02 М до золотисто-желтого цвета.

Содержание дубильных веществ Х, %, в пересчете на танин и абсолютно сухое сырье рассчитывают по формуле (2): 

X = 
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(2)

где
V – объем раствора калия перманганата, израсходованного на титрование,
мл;

V1 – объем раствора калия перманганата, израсходованного на титрование в контрольном опыте, мл;

K – количество дубильных веществ, соответствующее 1 мл (0,02 моль/л) раствора калия перманганата, г: для гидролизуемых дубильных веществ (в пересчете на танин) равно 0,004157, для конденсированных – 0,00582;

m – масса сырья, г;

W – потеря в массе при высушивании сырья, %;

250 – общий объем извлечения, мл;

25 – объем извлечения, взятого для титрования, мл.

2.4 Методика определения содержания аскорбиновой кислоты

Использовали фармакопейную титриметрическую методику количественного определения аскорбиновой кислоты [6]. Этот метод основан на способности аскорбиновой кислоты окисляться до дегидроформы раствором 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия и восстанавливать последний до лейкоформы. 2,6-дихлорфенолиндофенол имеет в щелочной среде синее окрашивание, в кислой – красное, а при восстановлении обесцвечивается. Появление розового окрашивания обусловлено отсутствием восстановителя, т.е. кислоты аскорбиновой, и свидетельствует о точке эквивалентности.

Берут навеску сырья массой (20±0,01) г, помещают в фарфоровую ступку, где тщательно растирают (для плодов шиповника и боярышника – со стеклянным порошком), постепенно добавляя 300 мл дистиллированной воды и настаивают 10 мин. Затем после перемешивания извлечение фильтруют (рис. 9).
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Рисунок 9 – Определение содержания аскорбиновой кислоты

В коническую колбу вместимостью 100 мл вносят 1 мл полученного фильтрата, прибавляют 1 мл 2% раствора HCl, 13 мл воды, перемешивают и титруют из микробюретки раствором 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия (0,001 моль/л). Точку эквивалентности определяют по появлению розовой окраски, не исчезающей в течение 30-60 с. Длительность титрования должна быть не более 2 мин. В случае интенсивного окрашивания фильтрата или высокого содержания в нем аскорбиновой кислоты (расход раствора 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия (0,001 моль/л) более 2 мл), обнаруженного пробным титрованием, исходное извлечение разбавляют водой в 2 раза или более. Содержание аскорбиновой кислоты в пересчете на абсолютно сухое сырье в процентах (X) вычисляют по формуле (3):

X = 
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где
0,000088 – количество аскорбиновой кислоты, соответствующее 1 мл

раствора 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия (0,001 моль/л), в граммах;

V – объем раствора 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия (0,001 моль/л), пошедшего на титрование, в миллилитрах;

m – масса сырья в граммах;

W – потеря в массе при высушивании сырья в процентах.

2.5 Методика определения содержания каротиноидов

Использовали фармакопейную спектрофотометрическую методику[6].
2,000 г измельченного сырья помещают в коническую колбу вместимостью 250 мл, прибавляют 50 мл 96 % спирта и встряхивают в течение 30 мин. Извлечение фильтруют через бумажный фильтр, отбрасывая первые 15 мл фильтрата.

Измеряют оптическую плотность полученного раствора при 450 нм, в качестве раствора сравнения используют 96% этиловый спирт.
Содержание суммы каротиноидов в пересчете на β-каротин и абсолютно сухое сырье в процентах рассчитывают по формуле (5):
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где
D – оптическая плотность исследуемого раствора;
250 – удельный показатель поглощения β-каротина;

m – масса навески испытуемого сырья, г.

W – влажность сырья, %.

2.6 Методика определения содержания экстрактивных веществ

Использовали фармакопейную методику(рис. 10) [6].
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Рисунок 10 – Определение экстрактивных веществ

Около 1 г (точная навеска) измельченного ЛРС, просеянного сквозь сито с отверстиями размером 1 мм, помещают в коническую колбу вместимостью 200–250 мл, прибавляют 50 мл растворителя (вода), колбу закрывают пробкой, взвешивают (с погрешностью ±0,01 г) и оставляют на 1ч. Затем колбу соединяют с обратным холодильником, нагревают, поддерживая слабое кипение в течение 2 ч. После охлаждения колбу с содержимым вновь закрывают той же пробкой и взвешивают. Потерю в массе содержимого колбы восполняют тем же растворителем. Содержимое колбы тщательно взбалтывают и фильтруют через сухой бумажный фильтр в сухую колбу вместимостью 150–200 мл. 

25,0 мл полученного фильтрата пипеткой переносят в предварительно высушенную при температуре от 100 до 105°С до постоянной массы и точно взвешенную фарфоровую чашку диаметром 7–9 см и выпаривают содержимое на водяной бане досуха. Чашку с сухим остатком сушат при температуре от 100 до 105 °С до постоянной массы, охлаждают в течение 30 мин в эксикаторе, на дне которого находится кальция хлорид безводный, и немедленно взвешивают.
Содержание экстрактивных веществ (X) в процентах и пересчете на абсолютно сухое сырье вычисляют по формуле (6):
X = 
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где
m – масса сухого остатка, г;

а – навеска сырья, г;

V – объем экстрагента, используемый при однократной обработке ЛРС, мл,

W – влажность ЛРС, %.

2.7 Технология изготовления настойки и оценка ее качества
Настойки представляют собой окрашенные спиртовые или водно-спиртовые извлечения из лекарственного растительного сырья, полученные без нагревания и удаления экстрагента. Для приготовления настойки календулы был выбран метод мацерации. Для получения вытяжек измельченные плоды массой 5 г заливали 65 мл экстрагента (спирт 70%) с учетом коэффициента поглощения, который равен 3. Соотношение сырье-экстрагент 1:13. Настаивали при комнатной температуре, периодически перемешивая в течение 7 суток. После чего вытяжки сливали, остатки отжимали. Затем фильтруют через сухой бумажный фильтр. Потом проверяли качество настойки по фармакопейным требованиям [6].
Качественные реакции

С настойкой проводим качественные реакции на действующие вещества (рис. 11):

К 2 мл настойки прибавляют 0,2 мл раствора железа (III) хлорида 3 %; должно появиться черно-зеленое окрашивание, исчезающее при добавлении серной кислоты разведенной (дубильные вещества).

К 1 мл настойки прибавляют 8 мл воды и интенсивно встряхивают; должна образоваться обильная устойчивая пена (сапонины).

К 5 мл настойки прибавляют 0,2 г магния порошка, постепенно приливают 0,5 мл кислоты хлористоводородной концентрированной, должно наблюдаться образование окрашивания коричнево-красного цвета (флавоноиды)
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Рисунок 11 – Проведение качественных реакций

Методика определения содержания действующих веществ (флаовноидов)

По 0,5 г (точная навеска) настойки помещают в две мерные колбы вместимостью 25 мл, в первую колбу прибавляют 3 мл алюминия хлорида раствора 3 % в спирте 70 %, 1 каплю уксусной кислоты раствора 3 % (раствор А испытуемого раствора), а во вторую колбу – 1 каплю уксусной кислоты раствора 3 %, доводят объем растворов в обеих колбах спиртом 70 % до метки и перемешивают. Через 40 мин измеряют оптическую плотность раствора А испытуемого раствора при длине волны 410 нм. В качестве раствора сравнения используют раствор из второй колбы. Параллельно измеряют оптическую плотность раствора Б СО рутина. Содержание суммы флавоноидов в пересчете на рутин в процентах (Х) вычисляют по формуле (7):
X = 
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где А – оптическая плотность раствора А испытуемого раствора;

А0 – оптическая плотность раствора Б СО рутина;

а0 – навеска СО рутина, г;

a – навеска настойки, г;

P – содержание основного вещества в СО рутина, %.
РАЗДЕЛ 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
3.1 Результаты исследования влияния гумата и ЦИОНа на всхожесть и биометрические показатели растений календулы лекарственной
На рисунках 12 и 13 представлена календула, выращенная в результате нашего эксперимента.
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	Рисунок 12– Календула, выращенная на гидропонной установке (контроль)
	Рисунок 13– Календула, выращенная 
на гидропонной установке 
(с добавлением ЦИОНа)


Результаты нашего эксперимента показали, что замачивание семян в растворе гумата приводит к повышению всхожести, наибольший эффект наблюдался при использовании раствора гумата с концентрацией 0,01%.

На рисунке 14 представлены средние значения высоты надземной части календулы. Выявлено, что замачивание в растворе гумата не оказывает существенного влияния на высоту календулы, выращиваемой в контроле. А сочетание замачивания семян в гумате и добавления ЦИОНа дает наилучший эффект.
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Рисунок 14 – Влияние способа замачивания семян и условий выращивания на высоту надземной части календулы лекарственной
На рисунке 15 представлена общая масса надземной части календулы. Выявлено, что замачивание семян в растворе гумата 0,01% и добавление ЦИОНа приводит к значительному увеличению массы календулы.
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Рисунок 15 – Влияние способа замачивания семян и условий выращивания на массу надземной части календулы лекарственной

3.2 Результаты фитохимического исследования календулы лекарственной, выращенной в различных условиях
Для оценки лекарственной ценности выращенной календулы мы провели ее фитохимическое исследование. Для сравнения мы также собрали траву дикорастущей календулы и ее тоже исследовали. Для анализа использовали фармакопейные методы анализа (гравиметрические, титриметрические и фотоколориметрический). Все результаты приведены в пересчете на абсолютно сухое сырье. Результаты представлены в таблице 1.
Таблица 1 – Результаты определения содержания биологически активных веществ в траве календулы лекарственной в зависимости от способа выращивания

 (в %, в пересчете на абсолютно сухое сырье)
	Класс биологически активных веществ
	Условия выращивания растений

	
	Гидропоника (контроль)
	Гидропоника (ЦИОН)
	Дикорастущая

	Влажность
	12,0
	10,78
	13,21

	Экстрактивные вещества, извлекаемые 70% спиртом
	36,76
	42,03
	25,92

	Аскорбиновая кислота
	0,18
	0,37
	0,13

	Дубильные вещества

(в пересчете на танин)
	4,72
	0,54
	1,16

	Каротиноиды (в мг%, в пересчете на β-каротин)
	0,1
	0,08
	0,12


Согласно действующей Российской Фармакопее в сырье календулы, предназначенном для производства настойки, нормируют содержание экстрактивных веществ, извлекаемых спиртом 70%. Их должно быть не менее 35%. Трава календулы, выращенной в гидропонной установке, удовлетворяет этому требованию, а дикорастущая – нет. Наибольшее содержание экстрактивных веществ выявлено в траве календулы, выращенной с добавлением ЦИОНа, что свидетельствует о ее высокой лекарственной ценности. По всей видимости в календуле с добавлением ЦИОНа благодаря дополнительному питанию, которое обеспечивает ЦИОН в прикорневой зоне, образуется больше флавоноидов, поэтому и сумма экстрактивных веществ, извлекаемых спиртом, выше.
Одними из основных действующих веществ календулы являются каротиноиды. Это предшественники витамина А. Каротиноиды обладают ранозаживляющим действием, в медицине их используют при заболеваниях глаз и поражениях кожи. Выявлено, что способ выращивания существенно не повлиял на содержание каротиноидов в траве календулы. Наибольшая их концентрация содержится в дикорастущих растениях. Вероятно, это связано с интенсивностью фотосинтеза. У дикорастущей календулы был самый длинный световой день (так как выращивали летом). При выращивании на гидропонике у нас не было возможности оставлять лампы включенными надолго. Вероятно, с помощью фитоламп (если включать на много часов) можно добиться даже большего содержания каротиноидов, чем в дикорастущей, это надо проверить в будущем.
Аскорбиновая кислота повышает сопротивляемость организма к инфекциям и негативным воздействиям. Высокое содержание аскорбиновой кислоты в календуле, выращенной на гидропонике с добавлением ЦИОНа, вероятно, свидетельствует об активности в ней окислительно-восстановительных процессов, объясняется дополнительным питанием, которое обеспечивает ЦИОН в прикорневой зоне. Меньше всего ее в дикорастущей календуле, что связано с ее расходованием на адаптацию календулы к стрессовым условиям окружающей среды (нейтрализацию свободных радикалов и т.д.).
Дубильные вещества (танины) обладают вяжущим и противовоспалительным действием. Их наибольшее содержание выявлено в календуле, выращенной в гидропонной установке без добавления ЦИОНа. Концентрация дубильных веществ в этом сырье превышает их содержание в плодах черемухи, которые используются в фармации в качестве источника этих веществ. Это свидетельствует о перспективности использования календулы в качестве источника дубильных веществ. 
Дубильные вещества – стрессовые метаболиты, их синтез увеличивается при стрессе, который вероятно испытывает календула на гидропонике без ЦИОНа, ей не хватает питательных веществ (для питания использовали только раствор Кнопа, микроэлементов не добавляли). Также важно, что дубильные вещества и флавоноиды имеют общий путь синтеза. В календуле, выращенной на гидропонике с добавлением ЦИОНа, больше всего флавоноидов, поэтому меньше дубильных веществ.

3.3 Изготовление и оценка качества настойки на основе календулы лекарственной, выращенной в беспочвенных условиях 
Из выращенной календулы мы изготовили настойку (1:10) (рис. 16). Использовали метод мацерации (заливали спиртом и настаивали 7 дней, потом фильтровали). Также изготовили настойку из дикорастущей календулы. Для сравнения приобрели аптечную настойку календулы.

[image: image27]
Рисунок 16 – Изготовленные нами настойки календулы
Описывали органолептические показатели (цвет, запах, прозрачность), проводили качественные реакции на флавоноиды, дубильные вещества и сапонины (рис. 17), определяли содержание флавоноидов (табл. 2).
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Рисунок 17 – Результаты качественных реакций
По всем этим показателям полученная нами настойка соответствовала фармакопейным требованиям. 
Содержание флавоноидов в настойке из календулы, выращенной на гидропонике, было больше, чем в настойке из дикорастущей календулы. Вероятно, это можно объяснить тем, что в дикорастущей календуле флавоноиды расходуются на адаптацию растений к стрессовым условиям окружающей среды.
Таблица 2 – Результаты анализа качества настоек календулы
	Показатель качества
	Настойка календулы
	Согласно Фармакопее РФ

	
	гидропоника
	дикорастущая
	аптечная
	

	Прозрачность
	да
	да
	да
	да

	Цвет
	желтый
	желто-коричневый
	светло-желтый
	от желто-оранжевого до светло-коричневого

	Запах
	характерный ароматный
	характерный ароматный
	характерный ароматный
	характерный ароматный

	Реакция на дубильные вещества
(с железа хлоридом)
	темно-зеленое
	темно-зеленое
	зеленое
	черно-зеленое

	Реакция на сапонины (добавление воды и интенсивное встряхивание)
	неустойчивая пена
	обильная устойчивая пена
	пена
	обильная устойчивая пена

	Реакция на флавоноиды (с магнием и соляной кислотой)
	светло-коричневое
	темно-коричневое
	красное
	коричнево-красное окрашивание

	Содержание флавоноидов, %
	0,19
	0,13
	0,26
	не менее 0,05.


ВЫВОДЫ
1) Выращивание в условиях гидропоники позволяет получить лекарственно ценную траву календулы, соответствующую требованиям российской нормативной документации. 
2) Замачивание семян календулы в растворе гумата приводит к повышению всхожести.
3) Замачивание семян календулы в растворе гумата 0,01% и добавление ЦИОНа при выращивании привело к увеличению массы и высоты надземной части.

4) Календула, выращенная в условиях гидропоники, содержит больше аскорбиновой кислоты и дубильных веществ, чем дикорастущая.

5) Добавление ЦИОНа позволяет получить календулу с более высокой концентрацией экстрактивных веществ и аскорбиновой кислоты.
6) Изготовленная нами настойка из календулы, выращенной на гидропонике, соответствует фармакопейным требованиям.
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