
МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

ГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ КАЧЕСТВА ЛЕКАРСТВЕННОГО СРЕДСТВА

ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ

Корневища и корни родиолы розовой
ФС 42-

Rhizomata et radices rhodiolae roseae
           Взамен ст. 75 ГФ СССР XI издания

___________________________________________________________________


Собранные в фазу цветения и плодоношения, очищенные и отмытые от земли, разрезанные на куски и высушенные корневища и корни многолетнего дикорастущего или культивируемого травянистого растения родиолы розовой – Rhodiola rosea L., сем. толстянковых – Crassulaceae. 
Подлинность
Внешние признаки. Цельное сырье. Куски корневищ и корней различной формы. Куски корневищ длиной до 9 см, толщиной 2-5 см, твердые, морщинистые, со следами отмерших стеблей и остатками чешуевидных листьев. От корневища отходят немногочисленные корни длиной 2-9 см, толщиной 0,5-1 см. Поверхность корневища и корня блестящая, серовато-коричневого цвета; при отслаивании пробки обнаруживается золотисто-желтый слой. Цвет на изломе розовато-коричневый или светло-коричневый. Запах специфический. Вкус горьковато-вяжущий.

Измельченное сырье. Кусочки корневищ и корней различной формы, проходящие сквозь сито с отверстиями диаметром 7 мм. Цвет розовато-коричневый. Запах специфический. Вкус горьковато-вяжущий.

Порошок. Кусочки корневищ и корней различной формы, проходящие сквозь сито с отверстиями диаметром 2 мм. Цвет розовато-коричневый. Запах специфический. Вкус горьковато-вяжущий.

Микроскопический признаки. При рассмотрении корней с поверхности видны клетки пробки неправильной, вытянутой, угловатой формы с остатками протопласта (рис. 1). Стенки клеток пробки имеют светло-коричный цвет (рис. 2). В центре молодых корней (диаметром до 5 мм) паренхима рыхлая, имеются разрывы. Сосуды мелкие, расположены беспорядочно (рис. 3). Корни родиолы имеют вторичный тип строения (рис. 4). С поверхности они покрыты слоем пробки, сложенной из 10-14 слоев на поперечном сечении значительно вытянутых клеток. 

Лубяная паренхима рыхлая, с большим количеством межклетников. Клетки её на поперечном срезе округлой формы (рис. 4, 5). Ближе к камбию во флоэме диагностируются области спавшихся клеток в очертании образующих острый конус (рис. 4, 5). У более старых корней с диаметром около 6-9 мм наблюдаются дополнительные слои пробки ближе к периферии.
Ксилема состоит в основном из клеток паренхимы. Клетки паренхимы на поперечном сечении имеют округлую форму, на продольном сечении они вытянутые почти прямоугольные (рис. 8). Сосуды распределены радиально, образуя конус. При этом флоэма с ксилемой образуют веретеновидную форму коллатерального пучка (рис. 5).

У корней большего диаметра центральная часть отделена от вторичной ксилемы слоем пробки (5 слоев клеток). В центре паренхима представлена спавшимися клетками, стенки которых окрашены в оранжево-коричневый цвет. В паренхиме образуются воздушные полости. Проводящие элементы представлены узкопросветными спиральными сосудами, разбросанными в разрывах паренхимы (рис. 6, 7).

Корневища родиолы розовой имеют пучковый тип строения. С поверхности на поперечном срезе корневища видна слоистая перидерма. Проводящие пучки открытые, коллатеральные, веретеновидные, расположены кольцом, ориентированы к периферии корневища флоэмой и к центру – ксилемой. Кольцо проводящих элементов может повторяться ближе к центру корневища. В паренхиме корневища встречаются мелкие, округлой формы проводящие пучки. Паренхима корневища состоит из крупных клеток, заполненных крахмалом. Крахмальные зерна мелкие овальной формы без трещин (рис. 9).
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	Рисунок 1 – Пробка корней родиолы розовой. Вид с поверхности
А – Общий вид (ув. × 100), Б – Фрагмент (ув. × 400)
1 – Клетки пробки, 2 – Остатки протопласта, 3 – Клеточные стенки
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	Рисунок 2 – Пробка корней родиолы розовой. Поперечный срез (ув. × 400)
А – Фрагмент пробки до окрашивания, Б – окраска раствором Судана III
1 – Клетки пробки, 2 – Феллодерма, 3 – Паренхима коры
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	Рисунок 3 – Проводящие ткани корней родиолы розовой (ув. ×  400)
А – фрагмент флоэмы в поперечном сечении, Б – фрагмент ксилемы в поперечном сечении, В – фрагмент центра корня в поперечном сечении, 
Г – фрагмент ксилемы в продольном сечении
1 – сосуды ксилемы, 2 - камбий, 3, 7, 9 – ксилемная паренхима, 4 – спавшиеся клетки флоэмы, 5 – сосуды в центре корня, 6 – разрывы паренхимы, 8 – кольчатый сосуд
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	Рисунок 4 – Корни родиолы розовой d 6мм. Поперечный срез (ув. × 40)
А – Фрагмент перидермы, Б – Фрагмент флоэмы
1 – паренхима коры, 2 – пробка, 3 – флоэма, 4 –камбий, 
5 – ксилема
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	Рисунок 5 – Проводящие элементы корней родиолы розовой d 6мм.
А – Общий вид, окраска раствором Судана III, Б – Фрагмент ксилемы проводящих пучков, В – Фрагмент флоэмы, Г – фрагмент камбия.

Обозначения: 1 – пробка, 2 –камбий, 3 – паренхима, 4 – сосуды ксилемы, 5 – спавшиеся клетки флоэмы, 6 – паренхима ксилемы, 7 – межклетники.
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	Рисунок 6 – Центральная часть корня d 6мм. Поперечный срез.

А – Общий вид (ув. × 100), Б – Фрагмент ксилемы пучка (ув. × 100), В – фрагмент пробки (ув. × 400), Г – Фрагмент паренхимы центра корня.

Обозначения: 1 – пробка, 2 – сосуды ксилемы, 3 – полость, 4 – спавшиеся клетки, 5 – сосуды ксилемы, 6 – воздушные полости в паренхиме, 
7 –протопласт.
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	Рисунок 7 – Центральная часть корня d 6мм. Продольный срез.

А – Общий вид (ув. × 100), Б – фрагмент (ув. × 400).

Обозначения: 1 – полости в паренхиме, 2 – клеточные стенки, 3 – спиральные сосуды.
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	Рисунок 8 – Проводящие элементы ксилемы корня d 6мм. Продольный срез 

А – общий вид (ув. × 100), Б – фрагмент паренхимы (ув. × 400), В – Окраска раствором сернокислого анилина (ув. × 100), Г – Окраска раствором сернокислого анилина (ув. × 400)
1 – флоэма, 2 –камбий, 3 – сосуды ксилемы, 4 – паренхимные клетки флоэмы, 5 – паренхима ксилемы
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	Рисунок 9 – Корневища родиолы розовой d 11мм. Поперечный срез
А – Общий вид (ув. × 100), Б – Фрагмент пробки (ув. ×  400), В – Проводящие пучки (ув. × 400), Г – Проводящие пучки (ув. × 400), Д – Крахмальные зерна в паренхиме сердцевины, окраска раствором Люголя
1 – пробка, 2 – паренхима коры, 3 – флоэма, 4 – камбий, 
5 – ксилема, 6 – паренхима, 7, 8 – проводящий пучок, 9 – друзы, 10 – клетки сердцевины, 11 – крахмальные зерна


Определение основных групп биологически активных веществ
1. ВЭЖХ. На хроматограмме ВЭЖХ испытуемого раствора (см. раздел «Количественное определение») должен быть основной пик (розавин), имеющий такое же время удерживания, как и пик розавина на хроматограмме СО (розавин).
2. ТСХ. 0,01 мл раствора А, приготовленного для количественного определения (см. раздел «Количественное определение») наносят микропипеткой в точку на линию старта хроматографической пластинки и рядом наносят 0,01 мл раствора СО розавина. Пластинку с нанесенными пробами помещают в камеру, которую предварительно насыщают не менее 10 ч смесью растворителей: хлороформ-спирт-вода (26:16:3), и хроматографируют восходящим способом. 

Когда фронт растворителей пройдет около 8 см, пластинку вынимают из камеры, сушат на воздухе в течение 5 мин и просматривают в УФ-свете при длине волны 254 нм. На хроматограмме извлечения на уровне зоны адсорбции в виде пятна СО розавина должно обнаруживаться доминирующая зона адсорбции в виде пятна фиолетового цвета с Rf около 0,4 (розавин); допускается наличие других пятен.

Хроматограмму опрыскивают свежеприготовленным раствором диазобензолсульфокислоты в насыщенном растворе натрия карбоната, помещают в сушильный шкаф и выдерживают при температуре 110 °С в течение 5 мин. На хроматограмме должно проявиться доминирующяя зона адсорбции в виде пятна красноватого цвета с Rf около 0,42 (салидрозид); допускается наличие других пятен.
Примечания.
1. Подготовка пластинок: пластинки разрезают поперек линий накатки соответственно на 3 части размером 10х5 см и перед использованием активируют в сушильном шкафу при 100-105 °С в течение 1 ч. 

2. Приготовление раствора СО розавина. См. раздел «Количественное определение».

3. Приготовление раствора диазобензолсульфокислоты.
0,01 г диазобензолсульфокислоты растворяют в 10 мл натрия карбоната раствора 10 %. Раствор используют свежеприготовленным.

4. Проверка пригодности хроматографической системы.
Хроматографическая система считается пригодной, если выполняются следующие условия: 

- на хроматограмме СО розавина четко видно одна зона адсорбции в виде пятна;

- чувствительность обнаружения розавина 0,15 мкг;

- Rf пятна розавина должно быть около 0,4;

- наиболее близкий по хроматографической подвижности розарин должен иметь величину Rf около 0,45.

Числовые показатели. Цельное сырье. Розавина не менее 1 %; влажность не более 10 %; золы общей не более 8 %; золы, нерастворимой в хлористоводородной кислоте, не более 4 %; других частей растения (листьев, стеблей, в том числе отделенных при анализе) не более 4 %; органической примеси не более 1 %; минеральной примеси не более 3 %.

Измельченное сырье. Розавина не менее 1 %; влажность не более 10 %; золы общей не более 8 %; золы, нерастворимой в хлористоводородной кислоте, не более 4 %; частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 7 мм, не более 10 %; частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 0,5 мм, не более 2 %; органической примеси не более 1 %; минеральной примеси не более 3 %.

Порошок. Розавина не менее 1 %; влажность не более 10 %; золы общей не более 8 %; золы, нерастворимой в хлористоводородной кислоте, не более 4 %; частиц, не проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 2 мм, не более 10 %, частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 0,18 мм, не более 10 %; органической примеси не более 1 %; минеральной примеси не более 3 %.
Количественное определение. Аналитическую пробу сырья измельчают до размера частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями диаметром 2 мм. Около 1 г (точная навеска) измельченного сырья помещают в колбу со шлифом вместимостью 50 мл, приливают 30 мл спирта 70 % и взвешивают на тарирных весах с точностью до ±0,01 г. Колбу с содержимым присоединяют к обратному холодильнику и нагревают на кипящей водяной бане в течение 1 ч. После охлаждения до комнатной температуры колбу взвешивают, доводят ее содержимое спиртом 70 % до первоначальной массы, перемешивают и фильтруют через бумажный фильтр (красная полоса) (испытуемый раствор А). 

К 5 мл раствора А прибавляют 5 мл воды дистиллированной и перемешивают. 2 мкл полученного раствора вводят в ВЭЖХ-хроматограф с УФ-детектором.

Хроматографируют на колонке (2 х 64 мм, сталь), 5 мкм, эффективность не менее 4500 т.т. Подвижная фаза: 33 % (по объему) водный метиловый спирт или смесь: спирт 95 %-вода (2:8) с добавлением уксусной кислоты ледяной 2 %.

Проводят УФ-детектирование при длине волны 252 нм, диапазон чувствительности 0,8. Скорость потока 100 мкл/мин, объем прокачиваемого элюента – 2000 мкл. Проводят не менее 5 параллельных определений.

Параллельно проводят опыт с СО розавина. К 1 мл раствора СО розавина (раствор А) прибавляют 1 мл воды очищенной и перемешивают. 2 мкл полученного раствора хроматографируют как описано выше. Проводят пять определений высоты пика СО розавина и рассчитывают среднюю высоту пика по результатам пяти определений.

Определяют время выхода и идентифицируют пик розавина на хроматограмме испытуемого раствора. Измеряют высоту пика розавина на хроматограмме и рассчитывают среднюю высоту пика по пяти параллельным определениям.

Содержание розавина в процентах (Х) вычисляют по формуле:

Х = 
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где:
mO – масса СО розавина, г;

m – масса сырья, г;

HO – высота пика СО розавина, мм;

H – высота пика розавина в испытуемом растворе, мм;

W – влажность, %.
Примечания
1. Приготовление раствора СО розавина: Около 0,02 г (точная навеска) СО розавина растворяют в мерной колбе вместимостью 25 мл в 15-20 мл спирта 70 % при нагревании на водяной бане, охлаждают до комнатной температуры и доводят объем раствора тем же спиртом до метки. Срок годности раствора 1 месяц.
2. Приготовление элюента для ВЭЖХ. Элюент А. К 33 мл спирта метилового прибавляют 67 мл воды дистиллированной и перемешивают. Раствор дегазируют под вакуумом (при остаточном давлении 7-15 мм рт. ст. - водоструйный насос) через мембранный фильтр с диаметром пор не более 0,4-0,5 мкм. Срок годности элюента 1 день после дегазации. Элюент Б. Смешивают 20 мл спирта 95 %, 80 мл воды дистиллированной и 3 мл уксусной ледяной кислоты. Раствор дегазируют аналогично раствору А.

3. Проверка пригодности хроматографической системы. Хроматографическая система считается пригодной, если выполняется следующее условия:

- эффективность хроматографической колонки, рассчитанная по пику розавина, должна быть не менее 3000 теоретических тарелок.

Число теоретических тарелок (N) рассчитывают по формуле:



N = 5,545 x ( l / 0,5)2,

где:
l – расстояние по ленте самописца от момента ввода пробы до выхода максимума пика (время удерживания), мм;

0,5 – ширина пика на половине высоты пика, мм. 

Тяжелые металлы. Определение проводят согласно ОФС «Определение содержания тяжелых металлов и мышьяка в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препаратах».

Радиоактивность. Определение проводят согласно ОФС «Определение содержания радионуклидов лекарственном растительном сырье».

Остаточные количества пестицидов. Определение проводят согласно ОФС «Определение содержания остаточных пестицидов в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препаратах». 

Микробиологическая чистота. Определение проводят согласно ОФС «Микробиологическая чистота».

Упаковка, маркировка и транспортирование. Осуществляется с требованиями ОФС «Упаковка, маркировка и транспортирование лекарственного растительного сырья».

Хранение. Хранение ЛРС осуществляется с требованиями ОФС «Хранение лекарственного растительного сырья и лекарственных растительных препаратов».
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