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ANEMARRHENAE ASPHODELOIDES RHIZOMA 

Kłącze anemareny 

Anamarrhena asphodeloides rhizome; Anamarrhena asphodeloides (rhizome d’)
DEFINICJA

Wysuszone, całe lub połamane, okorowane lub nieokorowane kłącze Anemarrhena asphodeloides Bunge, pozbawione korzeni, zebrane wiosną lub jesienią.

Zawartość: nie mniej niż 0,5% mangiferyny (C19H18O11; m.cz. 422,3) (wysuszona substancja roślinna). 
TOŻSAMOŚĆ
A. Kłącze nieokorowane (zwane maozhimu), jest nieco spłaszczone, lekko zgięte, niekiedy rozgałęzione, długości 2–15 cm i średnicy 0,8–2 cm. Zewnętrzna powierzchnia jest brunatnawożółta, czerwonawobrunatna lub brunatna, w górnej części przeważnie z zagłębieniem. Kłącze posiada liczne pierścieniowate guzki ze zbitymi brunatnawożółtymi włóknistymi pozostałościami naczyń nasad liści, wyrastających ku górze po obydwu stronach zagłębienia; na końcu rozgałęzionego kłącza mogą być także obecne białawożółte lub jasnobrunatne nasady blaszek liściowych; dolna powierzchnia kłącza grubo podłużnie pomarszczona, z wklęsłymi lub wypukłymi punktowanymi bliznami po korzeniach; powierzchnia blizn po korzeniach jest białawożółta lub jasnobrunatna i może wykazywać obecność wystających okrągłych pierścieni tkanki drzewnej w ich środkowej części. Kłącze okorowane (zwane guangzhimu) o średnicy 5–15 cm; powierzchnia zewnętrzna jest żółtawobiała o skręconych zagłębieniach, niekiedy wykazuje obecność blizn po liściach i korzeniach. 

Połamane kłącze występuje w postaci plastrów grubości ok. 1,1–4 mm i 0,8–3,4 cm średnicy, o niekiedy bruzdowanych brzegach. Kłącze może być cięte podłużnie lub poprzecznie, bądź ukośnie. Zewnętrzna powierzchnia jest żółtawobiała (guangzhimu) lub brunatnawożółta, czerwonawobrunatna lub brunatna (maozhimu); posiada włókniste (wiązki naczyniowe) pozostałości liści, jak również pierścieniowate prążkowania i okrągłe blizny po korzeniach lub krótkie pozostałości nasad korzeni. Powierzchnia przekroju jest jasnożółta lub brunatnawożółta, o licznych białawożółtych jamkach lub prążkach odpowiadających wiązkom naczyniowym.

B. Badanie mikroskopowe (2.8.23). Proszek jest jasnożółty. Obserwować pod mikroskopem używając roztworu wodzianu chloralu OD. Proszek wykazuje następujące cechy diagnostyczne (ryc. 2661.-1): bardzo liczne, całe lub połamane rafidy szczawianu wapnia długości do 150 µm, występujące wewnątrz owalnych lub zaokrąglonych komórek miękiszu różnej wielkości [A, E] lub poza nimi [D]; fragmenty miękiszu o cienkich [B] lub delikatnie zgrubiałych i jamkowanych ścianach [H]; fragmenty naczyń [F] niekiedy spiralnych [Fa], częściej siatkowatych [Fb] lub jamkowanych [Fc], z reguły z towarzyszącymi komórkami zawierającymi duże igiełkowate kryształy szczawianu wapnia w pękach, całe lub połamane, długości do 300 µm i szerokości 7 µm [Fd]; pęki dużych igiełkowatych kryształów mogą być także obecne poza komórkami [J]; w nieokorowanej substancji roślinnej nieliczne fragmenty pomarańczowobrunatnego korka [K]; rzadko fragmenty miękiszu o wydłużonych lub wielobocznych komórkach oraz silnie zdrewniałych i jamkowanych ścianach pochodzących z pozostałości części nadziemnych [C]; nieliczne pęki włókien o delikatnie zgrubiałych ścianach i zaokrąglonych końcach, pochodzące z pozostałości wiązek naczyniowych liści [G].
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Ryc. 2661.-1. Rysunek do badania B tożsamości sproszkowanej substancji roślinnej kłącza anemareny
C. Chromatografia cienkowarstwowa (2.2.27).

Roztwór badany. Do 0,5 g sproszkowanej substancji roślinnej (355) (2.9.12) dodać 5 mL mieszaniny lodowatego kwasu octowego OD i metanolu OD (10:90 V/V). Poddawać 10 min działaniu ultradźwięków. Odwirować lub przesączyć; użyć nadsączu lub przesączu.
Roztwór porównawczy. Rozpuścić 1 mg arbutyny OD i 1 mg escyny OD w 1 mL metanolu OD.
Płytka: płytka TLC z żelem krzemionkowym OD (2–10 µm).

Faza ruchoma: woda OD, metanol OD, chlorek metylenu OD (4:30:70 V/V/V).
Naniesienie: 5 µL w postaci pasm 8 mm.
Rozwijanie: na odległość 6 cm.

Suszenie: na powietrzu.
Detekcja: poddać działaniu roztworu aldehydu anyżowego OD i ogrzewać 3 min w temp. 100oC; obejrzeć w nadfiolecie przy 365 nm. 
Wyniki: poniżej podano kolejność pasm obecnych na chromatogramach roztworu porównawczego i roztworu badanego. Ponadto, na chromatogramie roztworu badanego mogą być obecne inne słabe pasma.
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BADANIA

Strata masy po suszeniu (2.2.32): nie więcej niż 11,0%; po suszeniu 1,000 g sproszkowanej substancji roślinnej (355) (2.9.12) 2 h w suszarce w temp. 105°C.

Popiół całkowity (2.4.16): nie więcej niż 6,0%.

Popiół nierozpuszczalny w kwasie solnym (2.8.1): nie więcej niż 1,0%.
ZAWARTOŚĆ

Chromatografia cieczowa (2.2.29).
Roztwór badany. Rozproszyć 0,100 g sproszkowanej substancji roślinnej (355) (2.9.12) w 25,0 mL 50% (V/V) metanolu OD i zważyć. Poddawać 30 min działaniu ultradźwięków. Pozostawić do ochłodzenia i ponownie zważyć. Uzupełnić ubytek rozpuszczalnika 50% (V/V) metanolem OD, zmieszać i przesączyć przez sączek membranowy (nominalna wielkość porów 0,45 µm). 
Roztwór porównawczy (a). Rozpuścić 5,0 mg mangiferyny CSP w 50% (V/V) metanolu OD i uzupełnić takim samym rozpuszczalnikiem do 100,0 mL. 

Roztwór porównawczy (b). Rozproszyć 0,1 g kłącza anemareny do przydatności układu RWP w 25,0 mL 50% (V/V) metanolu OD i zważyć. Poddawać 30 min działaniu ultradźwięków. Pozostawić do ochłodzenia i zważyć ponownie. Uzupełnić ubytek rozpuszczalnika 50% (V/V) metanolem OD, zmieszać i przesączyć przez sączek membranowy (nominalna wielkość porów 0,45 µm). 
Kolumna:

· wymiary: długość 0,15 m, średnica wewnętrzna 4,6 mm;

· faza nieruchoma: żel krzemionkowy do chromatografii z grupami oktadecylosililowymi, związany na końcu OD (5 µm).

Faza ruchoma: acetonitryl OD, 0,2% (V/V) lodowaty kwas octowy OD (15:85 V/V).
Szybkość przepływu: 1,0 mL/min.

Detekcja: spektrofotometr przy 258 nm.

Wprowadzenie: 10 μL.

Czas analizy: 3-krotność czasu retencji mangiferyny.

Identyfikacja pików: do identyfikacji piku izomangiferyny użyć chromatogramu dostarczonego z kłączem anemareny do przydatności układu RWP i chromatogramu roztworu porównawczego (b).
Czas retencji: mangiferyna = ok. 4,0 min; izomangiferyna = ok. 4,9 min.
Przydatność układu: roztwór porównawczy (b):

· rozdzielczość: nie mniej niż 3,0 pomiędzy pikami mangiferyny i izomangiferyny.
Obliczyć procentową zawartość mangiferyny wg poniższego wzoru:
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A1
=
powierzchnia piku mangiferyny na chromatogramie roztworu badanego;
A2
=
powierzchnia piku mangiferyny na chromatogramie roztworu porównawczego (a);
m1
=
masa badanej substancji roślinnej użyta do przygotowania roztworu badanego, w gramach;
m2
=
masa mangiferyny CSP użyta do przygotowania roztworu porównawczego (a), w gramach;
p
=
procentowa zawartość mangiferyny w mangiferynie CSP.
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