
ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ

Марены красильной экстракт сухой       ФС
Rubiae tinctori extractum siccum                 Вводится впервые
Марены красильной экстракт сухой, получаемый из корневищ и корней дикорастущих и культивируемых многолетних травянистых растений марены красильной - Rubia tinctorum L. и марены грузинской Rubia iberica (Fish. ex DC). С. Koch, сем. мареновых – Rubiaceae (ФС……) экстракцией спиртом 90 % при соотношении сырье : экстракт (50 : 7,4) и применяемый для производства лекарственных препаратов.  
Описание. Порошок от коричневого до красно-коричневого цвета с характерным запахом. Гигроскопичен.

Подлинность. 

Приготовление растворов.

Магния ацетата раствор спиртовой 2 %. 1 г магния ацетата растворяют в 50 мл спирта 96 % и перемешивают. Срок годности раствора при хранении в плотно закрытой емкости 10 суток. 

В плоскодонную колбу вместимостью 50 мл помещают 0,2 г субстанции и прибавляют 20 мл воды. Колбу присоединяют к обратному холодильнику и нагревают на кипящей водяной бане в течение 30 мин. Полученный раствор охлаждают до комнатной температуры, прибавляют 1 мл уксусной кислоты ледяной, перемешивают. 5 мл полученного раствора помещают в делительную воронку вместимостью 50 мл прибавляют 5 мл хлороформа и взбалтывают в течение 1 мин. После разделения слоев хлороформное извлечение (нижний слой) сливают в колбу вместимостью 30 мл. Извлечение хлороформом повторяют еще два раза порциями по 5 мл. К объединенному хлороформному извлечению прибавляют 10 мл натрия гидроксида раствора 10 % и встряхивают в течение 1 мин; должно наблюдаться фиолетовое или фиолетово-красное окрашивание  верхнего слоя (свободные антрахиноны).

Оставшийся водный слой  после извлечения хлороформом (3 раза по 5 мл) фильтруют через бумажный фильтр (испытуемый раствор). 

На линию старта хроматографической пластинки со слоем силикагеля на алюминиевой подложке размером 5 × 20 см наносят 0,015 мл (15 мкл) испытуемого раствора в виде полосы длиной 10 мм и шириной 2 мм. Пластинку с нанесенной пробой выдерживают при температуре 100 °С в течение 7 мин и помещают в камеру, предварительно насыщенной в течение 30 мин смесью растворителей спирт 96 % – хлороформ – толуол – уксусная кислота ледяная
(15 : 15 : 10 : 10), и хроматографируют восходящим методом. Когда фронт растворителей пройдет расстояние 80 – 90 % длины пластинки от линии старта, пластинку вынимают из камеры, сушат при температуре 100 °С в течение 3 мин и просматривают в УФ-свете при длине волны 365 нм.
На хроматограмме испытуемого раствора должны обнаруживаться 2 зоны адсорбции оранжевого цвета; допускается обнаружение других зон адсорбции.
Затем пластинку опрыскивают магния ацетата раствором спиртовым 2 % и выдерживают при температуре (100 -105) °С в течение 3 мин и просматривают в УФ-свете при длине волны 365 нм.

На хроматограмме испытуемого раствора должна обнаруживаться зона адсорбции с флуоресценцией желтого цвета (нижняя из двух зон адсорбции оранжевого цвета); допускается обнаружение других зон адсорбции.

Потеря в массе при высушивании. Не более 5,0 %. В соответствии с тре​бованиями ОФС «Потеря в массе при высушивании».

Тяжелые металлы. Не более 0,01 % (метод 1). В соответствии с тре​бованиями ОФС «Экстракты».
Остаточные органические растворители. Этанол - не более 0,5 % (5000 ppm).  В соответствии с тре​бованиями ОФС «Остаточные органические растворители».

Приготовление растворов.

Раствор сравнения. Около 350 мг (точная навеска) спирта 96 % помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят водой для хроматографии до метки и перемешивают. 
5,0 мл полученного раствора помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, доводят водой для хроматографии до метки и перемешивают.

3,0 мл полученного раствора помещают во флакон для парофазного анализа вместимостью 20 мл, добавляют 3,0 мл диметилсульфоксида, герметизируют алюминиевой крышкой с резиновой или силиконовой прокладкой с фторопластовым покрытием и перемешивают. 
Контрольный раствор. 3,0 мл диметилсульфоксида помещают во флакон для парофазного анализа вместимостью 20 мл, добавляют 3,0 мл воды для хроматографии, герметизируют алюминиевой крышкой с резиновой или силиконовой прокладкой с фторопластовым покрытием и перемешивают.

Проверка пригодности хроматографической системы. Хроматографическая система считается пригодной, если выполняются следующие условия:
- эффективность хроматографической колонки, рассчитанная по пику растворителя на хроматограммах раствора сравнения, должна быть не менее 10000 теоретических тарелок;

- относительное стандартное отклонение площади пика растворителя, рассчитанное по 5 повторным  хроматограммам раствора сравнения не должно превышать 15 %;

- фактор асимметрии, рассчитанный по пику растворителя на хроматограмме раствора сравнения, не должен превышать 1,5;

- разрешение  между пиками этанола и диметилсульфоксида на хроматограммах раствора сравнения, должен быть не менее 10,0.

Хроматографирование проводят на газовом хроматографе с пламенно-ионизационным детектором парофазным анализом при следующих параметрах автосамплера:

- время уравновешивания  45 мин;

- температура термостата 100 °С;

- время нахождения флакона под давлением 0,4 мин;

- принудительное давление во флаконе 45 кПа;

- время заполнения петли  0,6 мин;

- объем петли  1,0 мл;

- температура петли  150 °С;

- время введения пробы в хроматограф 1,0 мин;

- температура линии подачи газовой пробы 125 °С;

- время хроматографического цикла 45,0 мин.

Условия хроматографирования:

- колонка кварцевая капиллярная размером 30 м × 0,25 мм, покрытая слоем полиэтиленгликоля толщиной 0,25 мкм;

- газ-носитель гелий для хроматографии;
- деление потока 1 : 100;

- скорость газа-носителя 2,0 мл/мин;

- температура колонки: 60 °С в течение 10 мин; далее повышение температуры до 200 °С со скоростью  40 °С/мин; при температуре 200 °С выдерживают в течение 25 мин;

- температура блока ввода проб 150 °С;

- температура детектора  220 °С.

Около 200 мг (точная навеска) субстанции помещают во флакон для парофазного анализа вместимостью 20 мл, добавляют 3,0 мл диметилсульфоксида, добавляют 3,0 мл воды для хроматографии, герметизируют алюминиевой крышкой с резиновой или силиконовой прокладкой с фторопластовым покрытием и перемешивают. 

Хроматографируют по 1 мл равновесной газовой фазы над контрольным раствором, раствором сравнения и испытуемым раствором.
Содержание этанола в субстанции в процентах рассчитывают по формуле: 
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где 
S – площадь пика этанола на хроматограмме испытуемого раствора;
So  – площадь пика этанола на хроматограмме раствора сравнения;
ao  –  навеска этанола, в мг;
a – навеска субстанции, в мг;
P – содержание основного вещества в этаноле, в процентах.
Микробиологическая чистота. В соответствии с тре​бованиями ОФС «Микробиологическая чистота».

Количественное определение.


Содержание суммы антрагликозидов в пересчете на руберитриновую кислоту должно быть не менее 8,0 %.

Около 0,03 г (точная навеска) субстанции помещают в колбу коническую сл шлифом вместимостью 100 мл, прибавляют 50 мл воды и растворяют на водяной бане при температуре 60 °С в течение 30 мин. К полученному раствору после охлаждения прибавляют 1 мл уксусной кислоты ледяной. Затем раствор количественно при помощи воды переносят в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят объем раствора водой до метки, перемешивают и фильтруют через бумажный фильтр (раствор А).

20,0 мл раствора А при помощи пипетки помещают в делительную воронку вместимостью 100 мл, прибавляют 25 мл хлороформа, взбалтывают в течение 1 мин и отстаивают. После разделения слоев нижний хлороформный слой, содержащий свободные антрапроизводные, сливают. К верхнему водному слою прибавляют 25 мл хлороформа и снова извлекают свободные антрапроизводные. Извлечение хлороформом проводят таким способом три раза. При этом, последнее (третье) хлороформное извлечение не должно давать положительную реакцию с натрия гидроксида раствором 30 % на наличие оксиантрахинонов - не должно быть фиолетово-красного окрашивания.


Водный слой, содержащий сумму антрагликозидов, фильтруют через бумажный фильтр в плоскодонную колбу вместимостью 50 мл (раствор Б).
Оптическую плотность раствора Б измеряют с помощью спектрофотометра в максимуме поглощения при длине волны 410 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. В качестве раствора сравнения используют воду.

Содержание суммы антрагликозидов в пересчете на руберитриновую кислоту и абсолютно сухое вещество в процентах рассчитывают по формуле:
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где: 
А – оптическая плотность раствора Б; 
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 – удельный показатель поглощения руберитриновой кислоты, 
равный 122;
a  - навеска испытуемой субстанции, г;
W – потеря в массе при высушивании, в процентах.
Хранение. В сухом, защищенном от света месте при температуре не выше 15 °С.
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