07/2021:1821
ECHINACEAE ANGUSTIFOLIAE RADIX
Korzeń jeżówki wąskolistnej

Narrow-leaved coneflower root; Echinacea angustifolia (racine d’)

DEFINICJA
Wysuszone, całe lub rozdrobnione podziemne części Echinacea angustifolia DC.
Zawartość: nie mniej niż 0,5% echinakozydu (C35H46O20; m.cz. 787) (wysuszona substancja roślinna).

TOŻSAMOŚĆ
Tożsamość pierwsza: A, B, C.
Tożsamość druga: A, B, D.
A.	Korzeń na szczycie ma do ok. 30 mm średnicy i wykazuje tylko nieliczne podstawy łodyg. Korzenie są niezbyt liczne, do ok. 15 mm średnicy, walcowate lub lekko stożkowate, a czasami spiralnie skręcone; zewnętrzna powierzchnia jest jasnobrunatna do żółtawobrunatnej, podłużnie pomarszczona lub głęboko bruzdowana. Przełam jest krótki, ciemnobrunatny o promienistej strukturze.
B.	Badanie mikroskopowe (2.8.23). Proszek jest szarawobrunatny. Obserwować pod mikroskopem używając roztworu wodzianu chloralu OD. Proszek wykazuje następujące cechy diagnostyczne (ryc. 1821.-1): wąskie zdrewniałe włókna do ok. 800 μm długości i 50 μm średnicy zebrane w długie wiązki otoczone czarnymi złogami fitomelaniny [B]; zdrewniałe naczynia do ok. 60 μm średnicy, siatkowate, drabinowate lub brzeżnie jamkowane [J, L] i liczne sklereidy występujące pojedynczo [D, H] lub często w grupach po 2 do 10, przeważnie wydłużone lub prostokątne do ok. 150 μm długości i 40 μm szerokie, z przestworami międzykomórkowymi wypełnionymi czarnymi złogami fitomelaniny [E, F]; fragmenty przewodów oleożywicznych o średnicy 80–150 μm, z żółtawopomarańczową do czerwonawobrunatnej treścią [A]; fragmenty zewnętrznych warstw korzeni z grupami komórek kwadratowych do prostokątnych, wielkości ok. 30–45 μm [C]; liczne komórki miękiszu o drobno jamkowanych ścianach (przekrój poprzeczny [K], przekrój podłużny [G]).
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Ryc. 1821.-1. Rysunek do badania B tożsamości sproszkowanej substancji roślinnej 
korzenia jeżówki wąskolistnej

C.	Obejrzeć chromatogramy otrzymane w badaniu Echinacea purpurea.
	Wyniki: poniżej podano kolejność fluoryzujących pasm obecnych na chromatogramach roztworu porównawczego i roztworu badanego. Ponadto, na chromatogramie roztworu badanego mogą być obecne inne słabe, ciemnoniebieskie pasma fluoryzujące pomiędzy pasmami echinakozydu i cynaryny.

	Górna część chromatogramu

	Kwas kawowy: intensywne niebieskie pasmo


Cynaryna: intensywne zielonawe pasmo
____________

____________

Echinakozyd: intensywne zielonawe pasmo
	


Zielonawe pasmo (cynaryna)
____________

____________

Intensywne zielonawe pasmo (echinakozyd)

	Roztwór porównawczy
	Roztwór badany



D.	Obejrzeć chromatogramy otrzymane w badaniu zawartości.
	Wyniki: chromatogram roztworu badanego wykazuje pik główny echinakozydu i mniejszy pik cynaryny. Piki kwasu kawowego, kwasu kaftarowego, kwasu chlorogenowego i kwasu cykoriowego są mniejsze lub mogą nie wystąpić. 

BADANIA
Zanieczyszczenia (2.8.2): nie więcej niż 3%.
Echinacea purpurea. Chromatografia cienkowarstwowa (2.2.27).
Roztwór badany. Do 1,0 g sproszkowanej substancji roślinnej (355) (2.9.12) dodać 10 mL metanolu OD, i poddawać 5 min działaniu ultradźwięków. Odwirować i użyć nadsączu.
Roztwór porównawczy. Rozpuścić 1 mg echinakozydu OD, 1 mg cynaryny OD i 0,5 mg kwasu kawowego OD w metanolu OD i uzupełnić takim samym rozpuszczalnikiem do 5 mL. 
Płytka: płytka TLC z żelem krzemionkowym F254 OD (5–40 µm) [lub płytka TLC z żelem krzemionkowym F254 OD (2–10 µm)].
Faza ruchoma: bezwodny kwas mrówkowy OD, woda OD, metyloetyloketon OD, octan etylu OD (10:10:30:50 V/V/V/V). 
Naniesienie: 25 µL [lub 5 µL] roztworu badanego i 10 µL [lub  2 µL] roztworu porównawczego, w postaci pasm.
Rozwijanie: na odległość 15 cm [lub 5 cm].
Suszenie: ok. 10 min w strumieniu zimnego powietrza, następnie 2 min w temp. 100–105°C.
Detekcja: poddać gorącą płytkę działaniu roztworu (5 g/L) estru aminoetylowego kwasu difenyloborowego OD w octanie etylu OD; obejrzeć po 30 min w nadfiolecie przy 365 nm.
Wyniki: chromatogram roztworu badanego nie wykazuje zielonawego pasma fluoryzującego poniżej pasma kwasu kawowego na chromatogramie roztworu porównawczego i nie wykazuje zielonawego pasma fluoryzującego poniżej pasma cynaryny na chromatogramie roztworu porównawczego. Na chromatogramie roztworu badanego nie ma innych pasm poza słabymi ciemnoniebieskimi pasmami fluoryzującymi, które są widoczne pomiędzy pasmami echinakozydu i cynaryny. 
Strata masy po suszeniu (2.2.32): nie więcej niż 12,0%; 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 9,0%.
Popiół nierozpuszczalny w kwasie solnym (2.8.1): nie więcej niż 3,0%. 

ZAWARTOŚĆ
Chromatografia cieczowa (2.2.29).
Mieszanina rozpuszczalników: acetonitryl OD, 0,1% (V/V) kwas fosforowy OD (10:90 V/V).
Roztwór badany. W kolbie miarowej poj. 200 mL umieścić 0,500 g sproszkowanej substancji roślinnej (355) (2.9.12) i dodać 80 mL etanolu (70% V/V) OD. Poddawać 15 min działaniu ultradźwięków i uzupełnić mieszaniną rozpuszczalników do 200,0 mL. Zmieszać zawiesinę, a następnie pozostawić kilka minut, aby opadły widoczne cząstki stałe. Przesączyć odpowiednią część roztworu przez sączek membranowy (nominalna wielkość porów 0,45 µm) przed wprowadzeniem.
Roztwór porównawczy. Rozpuścić 10,0 mg kwasu chlorogenowego CSP i 10,0 mg kwasu kawowego OD w mieszaninie rozpuszczalników, poddawać 15 min działaniu ultradźwięków i uzupełnić mieszaniną rozpuszczalników do 10,0 mL. Uzupełnić 2,0 mL roztworu mieszaniną rozpuszczalników do 50,0 mL.
Kolumna: 
· wymiary: długość 0,25 m, średnica wewnętrzna 4,6 mm;
· faza nieruchoma: żel krzemionkowy do chromatografii z grupami oktadecylosililowymi OD (5 µm);
· temperatura: 35°C.
Faza ruchoma: 
· faza ruchoma A: 0,1% (V/V) kwas fosforowy OD;
· faza ruchoma B: acetonitryl OD;

	Czas
(min)
	Faza ruchoma A
(% V/V)
	Faza ruchoma B
(% V/V)

	
0 – 13
13 – 14
14 – 20
	
90 → 78
78 → 60
60
	
10 → 22
22 → 40
40



Szybkość przepływu: 1,5 mL/min.
Detekcja: spektrofotometr przy 330 nm.
Wprowadzenie: 10 µL.
Identyfikacja pików: do identyfikacji pików kwasu kawowego i kwasu chlorogenowego 
użyć chromatogramu roztworu porównawczego; do identyfikacji pików kwasu kaftarowego, kwasu cykoriowego, cynaryny i echinakozydu użyć chromatogramu przedstawionego na ryc. 1821.-2.
Retencja względna w porównaniu z kwasem chlorogenowym (czas retencji = ok. 7 min): kwas kaftarowy = ok. 0,8; kwas kawowy = ok. 1,5; cynaryna = ok. 1,6; echinakozyd = ok. 1,7; kwas cykoriowy = ok. 2,3. 
Przydatność układu: roztwór porównawczy:
· rozdzielczość: nie mniej niż 5,0 pomiędzy pikami kwasu chlorogenowego i kwasu kawowego. 
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	1. kwas kaftarowy
2. kwas chlorogenowy
	3. kwas kawowy
4. cynaryna
	5. echinakozyd
6. kwas cykoriowy



Ryc. 1821.-2. Chromatogram badania zawartości echinakozydu w korzeniu jeżówki wąskolistnej

Obliczyć procentową zawartość echinakozydu wg poniższego wzoru:

A1  	=	powierzchnia piku echinakozydu na chromatogramie roztworu badanego;
A2	=	powierzchnia piku kwasu chlorogenowego na chromatogramie roztworu porównawczego;
C1 	=	stężenie roztworu badanego, w miligramach na mililitr;
C2 	=	stężenie kwasu chlorogenowego w roztworze porównawczym, w miligramach na mililitr;
2,221	=	współczynnik korelacji piku pomiędzy kwasem chlorogenowym a echinakozydem.
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