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Резюме
Введение. Ряска малая (Lemna minor L.) – вид подсемейства рясковые (Lemnaceae S. F. Gray), широко распространенный в водоемах России. 
Данные литературы подтверждают возможность заготовки значительных объемов этого сырья как дикорастущего, так и выращиваемого 
в условиях аквакультуры. Исследуемый вид характеризуется накоплением в процессе биосинтеза различных групп веществ с широким 
спектром биологической активности. Это обуславливает перспективу использования сырья ряски малой для разработки лекарственных 
средств и парафармацевтических продуктов, а изучение данного сырья, его стандартизация, определение требований к подлинности, 
качеству и безопасности являются актуальной задачей. 
Цель. Установление макро- и микроскопических признаков сырья и разработка методик количественного определения основных групп 
биологически активных веществ (БАВ) для стандартизации сырья ряски малой. 
Материалы и методы. Трава ряски малой (Lemna minor L.) была заготовлена в естественных местах обитания на территории Западной 
Сибири. В работе использованы макро-, микроскопические методы исследования, методы ВЭЖХ, УФ-спектрометрии.
Результаты и обсуждение. При изучении внешних (макроскопических) и микроскопических признаков установлены характерные 
диагностические признаки ряски малой, которые могут быть использованы для подтверждения подлинности сырья. Для оценки 
качества сырья разработана и валидирована методика количественного определения суммы фенолкарбоновых кислот в пересчете на 
хлорогеновую кислоту.
Заключение. Изучение внешних (макроскопических) и микроскопических признаков позволило определить характерные 
диагностические признаки, позволяющие достоверно определять подлинность ряски малой. Разработана методика количественного 
определения полисахаридов гравиметрическим методом – прямым методом измерения количества вещества. Методика количественного 
определения фенолкарбоновых кислот в пересчете на хлорогеновую кислоту валидирована по показателям линейности, повторяемости, 
внутрилабораторной прецизионности и правильности. Установлены значения показателей для критериев «подлинность» и 
«количественное определение», которые могут быть использованы в проекте НД на лекарственное растительное сырье «Ряски трава».

Ключевые слова: Lemna minor L., трава ряски малой, микроскопические признаки, стандартизация, фенолкарбоновые кислоты, 
хлорогеновая кислота, полисахариды.
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Abstract
Introduction. Lemna minor L. (duckweed) refers to the duckweed subfamily (Lemnaceae S. F. Gray) and widely distributed in ponds of Russia. 
Literature data confirm the possibility of harvesting significant volumes of this raw material in natural habitat and grown in aquaculture. The 
process of biosynthetic accumulation in duckweed fronds provides a variety of compounds with a wide spectrum of biological activity. Therefore, 
the use of raw materials Lemna minor L. is promising for the development of drugs and parapharmaceutical products. Thus, it is an urgent task to 
quantify active components of duckweed and standardize (determination of criteria for identification, quality and safety) plant material. 
Aim. Establish macro- and microscopic characteristics of raw materials and develop methods for the quantitative determination of the main groups 
of biologically active substances (BAS) for standardization of raw duckweed.
Materials and methods. Samples of duckweed was collected in natural habitats of Western Siberia. Macro- and microscopic assay, HPLC, UV- 
spectrometry were used in research process.
Results and discussion. Were established the criteria for identification of duckweed fronds by studying external (macroscopic) and microscopic 
features of raw material Lemna minor L. Was developed and validated the procedure of the quantitative determination of phenolcarboxylic acids in 
raw material Lemna minor L.
Conclusion. The study of external (macroscopic) and microscopic features provided the criteria for identification of the raw material Lemna 
minor L. The technique for the quantitative analysis of polysaccharides using gravimetry does not need validation, because is a direct method 
of substance measurement. Was validated quantification method of phenolcarboxylic acids (in terms of chlorogenic acid) by criteria of linearity, 
repeatability, in-laboratory precision and accuracy. Was established quality criteria for identification and quantitative assay, which can be used in 
the draft for normative documents for medicinal plant raw material of Lemna minor L. «Duckweed fronds».

Keywords: Lemna minor L., duckweed fronds, microscopic features, standardization, phenolcarboxylic acids, chlorogenic acid, polysaccharides.
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ВВЕДЕНИЕ
Подсемейство рясковые (Lemnaceae S. F. Gray) от-

носится к водным однодольным цветковым расте-
ниям. В водоемах России широко представлены три 
вида подсемейства: многокоренник обыкновенный, 
или ряска многокорневая (Spirodella polyrrhiza), ряс- 
ка малая (Lemna minor) и ряска тройчатая (Lemna tri-
sulca)  [1]. Данные литературы подтверждают возмож-
ность заготовки значительных объемов сырья как 
дикорастущего, так и выращиваемого в условиях аква-
культуры, и прежде всего ряски малой [2, 3]. 

В настоящее время практическое применение 
нашла в основном ряска малая (Lemna minor), из ко-
торой производят гомеопатические препараты, БАДы 
для лечения витилиго, веганский протеиновый поро-
шок. В России несколько производителей на основе 
Lemna minor выпускают чайные напитки с заявляемой 
нутрицевтической ценностью. 

Анализ крупнейших международных баз цитиро-
вания показывает большой интерес отечественных 
и зарубежных ученых разных отраслей наук к видам 
подсемейства рясковые. Несмотря на это, до сих пор 
по отдельным представителям подсемейства, а также 
отдельным группам БАВ информация носит фрагмен-
тарный характер. Наиболее изученными группами БАВ 
в ряске малой являются аминокислоты, белки, жирные 
кислоты, по отдельным видам фрагментарно изучены 

полисахариды, элементный состав, фенольные соеди-
нения [4–7]. Согласно данным литературы преоблада-
ющей группой фенольных соединений в сырье Lemna 
minor L. являются фенолкарбоновые кислоты [8]. 

Спектр подтвержденной экспериментальной ак-
тивности рясковых включает антимикробное, проти-
вовоспалительное, гастропротективное, желчегонное, 
антимутагенное, антиоксидантное, антирадикальное, 
антикоагулянтное, антиадипогенезное, криопротек-
торное и противоопухолевое действие, адсорбиру- 
ющую активность [9–13]. Поэтому различные виды ря-
сок могут быть использованы для разработки ле-
карственных средств, парафармацевтических про-
дуктов, что должно сопровождаться разработкой 
нормативной документации, в которой определены 
требования к подлинности, качеству и безопасности.

Цель исследования заключалась в установлении 
макро- и микроскопических признаков и разработ-
ке методик количественного определения основных 
групп БАВ для стандартизации сырья ряски малой и 
контроля его качества.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования служили образцы дико-

растущего сырья ряски малой (Lemna minor L.), заго-
товленные в естественных местах их произрастания 
на территории Томской, Новосибирской и Кемеровс- 
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кой областей в течение вегетационного периода в 
2020 г. Образцы сырья высушены воздушно-теневым 
способом. 

Внешние признаки листецов и корней рассмат- 
ривали невооруженным глазом, под лупой (2х; 10х) 
и в стереомикроскоп (8х; 16х; 32х) в соответствии с 
ОФС.1.5.1.0002.15 «Травы» ГФ РФ.

Микроскопический анализ сырья проводили в 
соответствии с ОФС.1.5.3.0003.15 «Техника микроско-
пического и микрохимического исследования ле-
карственного растительного сырья и лекарственных 
растительных препаратов» ГФ РФ. Анализировали не 
менее десяти препаратов под микроскопом МИКМЕД 
(АО «ЛОМО», Россия) (увеличения 7х1,5х8; 7х1,5х20; 
7х1,5х40; 15х1,5х8; 15х1,5х20; 15х1,5х40). Препараты фо-
тографировали с помощью цифрового фотоаппарата 
Canon EOS 500D. Снимки, представленные на рисун-
ках, обрабатывали на компьютере в программе Adobe 
Photoshop CS.

Для количественного определения фенолкарбо-
новых кислот получали спиртовое извлечение. Для 
этого навеску сырья массой 10 г помещают в кругло- 
донную колбу вместимостью 500 мл, приливают 
200  мл 70 % этилового спирта и нагревают на кипя-
щей водяной бане в течение 30 минут с обратным 
холодильником. После извлечение фильтруют через 
бумажный фильтр «белая лента» в мерную колбу вмес- 
тимостью 250  мл, промывая трижды шрот на фильт- 
ре 70 % этиловым спиртом порциями по 5 мл. После 
чего доводят объем раствора в колбе до метки тем 
же растворителем. 4  мл полученного раствора поме-
щают в делительную воронку и добавляют 20 мл гек-
сана, интенсивно взбалтывают несколько раз. После 
расслоения отбирают 2 мл нижнего слоя в пробирку 
и удаляют растворитель в токе азота. Сухой остаток 
растворяют в 2 мл 70 % этилового спирта.

Стандартный раствор хлорогеновой кислоты го-
товили из навески 0,1000 г (точная навеска) рабочего 
стандартного образца хлорогеновой кислоты, кото-
рую помещали в мерную колбу вместимостью 250 мл, 
добавляли 50  мл 70 % этилового спирта и перемеши-
вали до полного растворения. После чего доводили  
объем раствора в колбе до метки тем же растворите-
лем. 0,8  мл полученного раствора помещали в мер-
ную колбу вместимостью 50 мл и доводили объем 
раствора в колбе до метки тем же растворителем.

Количественное определение хлорогеновой кис-
лоты проводили спектрофотометрическим мето-
дом. Исследование проводили на приборе СФ-2000 
(ООО «ОКБ Спектр», Россия). 

Количественное определение полисахаридов 
при стандартизации растительного сырья предло-
жено проводить гравиметрически после осажде-
ния полисахаридного комплекса ряски 96 % спиртом 
этиловым. 

Навеску массой около 10,0 г (точная навеска) рас-
тительного сырья помещают в колбу вместимостью 
500  мл, прибавляют 200 мл воды очищенной, нагре-
вают на кипящей водяной бане и экстрагируют в 
течение 1  часа. После извлечение фильтруют че-
рез тканевый фильтр и экстракцию повторяют ещё 1 
раз. Извлечения объединяют и фильтруют через бу-
мажный фильтр «белая лента» под вакуумом. Филь-
трат упаривают на роторном испарителе до 1/5 ис-
ходного объема, после чего прибавляют трехкратный  
объем 96 % этилового спирта и выдерживают в тече-
ние 12 часов в холодильнике для полного осаждения 
полисахаридного комплекса. Затем осадок отфильт- 
ровывают через предварительно доведенный до  
постоянной массы бумажный фильтр, осадок на 
фильтре промывают горячим 96 % этиловым спиртом, 
затем ацетоном. Фильтр с осадком высушивают до 
постоянной массы и взвешивают.

Поскольку гравиметрический метод количест- 
венного определения полисахаридов в растительном 
сырье является прямым методом измерения коли-
чества вещества и ГФ РФ не требует подтверждения 
соответствия получаемых результатов требованиям к 
методикам, применяемым в фармацевтическом ана-
лизе, валидацию методики не проводили.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Высушенное сырье представляет собой смесь 

цельных или частично измельченных непрозрач-
ных листецов, одиночных или образующих группы из 
2–4 экземпляров (рисунок 1). Корни одиночные во-
лосовидные, от бледно-зеленого до темно-коричне-
вого цвета, длиной 11–18 мм (рисунок 1, Б). Листецы 
с верхней стороны слегка выпуклые, зеленого, свет-
ло-зеленого цвета, с нижней стороны плоские, зе-
леного цвета (рисунок 1, А). Листецы обратнояйце-
видные или эллиптические, реже округлые (2–3  мм 
длиной, 1–2,5  мм шириной), цельнокрайние, с ту-
пой верхушкой и округло-клиновидным, реже округ- 
лым основанием; на листьях при рассматривании 
их в стереомикроскоп хорошо заметна аэренхи-

Рисунок 1. Lemna minor L. 

А – листец верхняя сторона; Б – одиночные корни; В – листец, 
нижняя сторона; Г – аэренхима с воздухоносными полостями 
на нижней стороне

Figure 1. Lemna minor L. 

A – upper side of a frond; B – single roots; C – lower side of a frond; 
D – aerenchyma with air cavities on the lower side
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ма с воздухоносными полостями (рисунок 1, Г). За-
пах слабый, характерный. Вкус водного извлечения 
солоновато-горький.

При рассмотрении листецов с поверхности вид-
но, что клетки верхнего эпидермиса разнонаправ-
ленные, слабоизвилистые, многоугольные (рисунок 
2), клетки эпидермиса нижней стороны листа имеют 
устьица, слабоизвилистые и сильноизвилистые, про-
дольно вытянутые стенки (рисунок 3). Между верх-
ним и нижним слоем клеток эпидермиса хорошо за-
метна развитая аэренхима, которая занимает до 2/3 
объема листеца, межклетники округло-эллиптичес- 
кие, их диаметр в 6–12 раз больше диаметра кле-
ток аэренхимы и в 5–6 раз больше диаметра клеток 
верхнего эпидермиса (рисунок 4, А). На листецах хо-
рошо заметны клетки-идиобласты с рафидами (ри-
сунок 4, Б). Основание листецов переходит в корни 
(рисунок 5, А), клетки которых прямостенные, вытя-
нутые по длине (рисунок 5, Б).

Определение  
фенолкарбоновых кислот

Как уже было отмечено, преобладающей груп-
пой фенольных соединений в сырье являются фе-
нолкарбоновые кислоты, для количественного опре- 
деления которых предлагается использовать рас-
пространенную методику прямой спектрофотомет- 
рии [14], успешно применяемую для стандартизации 
ряда растительных объектов, но с модификацией 
прободготовки. 

Результаты исследования (таблица 1) содержа-
ния фенолокислот в извлечениях, полученных с по-
мощью 70 % этилового спирта и этилацетата, показы-
вают, что использование этилового спирта приводит 
к более исчерпывающему извлечению аналитов из 
растительного сырья – более чем в 2 раза. В 70 % эта-
нольном извлечении установлено методом ВЭЖХ  [8] 
наличие следующих фенолкарбоновых кислот: хло-
рогеновой, 3,5-дигидроксибензойной, кофеиновой, 
ванильной, 2,3-дигидроксибензойной, м-кумаровой, 
о-кумаровой, бензойной и коричной кислот.

Таким образом, предложено в качестве экстра-
гента методики количественного определения фенол-
карбоновых кислот в ряске малой использовать 70 % 
этиловый спирт.

Рисунок 2. Плоскостной препарат листеца Lemna minor L.  
Верхний эпидермис

Figure 2. Planar preparation of Lemna minor L. frond. Upper 
epidermis

Рисунок 3. Плоскостной препарат листеца Lemna minor L. 
Устьица на нижнем эпидермисе 

Figure 3. Planar preparation of Lemna minor L. frond. Stomatal 
distribution on lower epidermis

Рисунок 4. Плоскостной препарат листеца Lemna minor L. 

А – аэренхима; Б – рафиды

Figure 4. Planar preparation of Lemna minor L. frond. 

A – aerenchyma; B – raphides

Рисунок 5. Плоскостной препарат Lemna minor L. 

А – основание листеца с корнем; Б – прямостенные клетки эпи-
дермиса корня

Figure 5. Planar preparation of Lemna minor L. 

A – the base of a rooted frond; B – straight-walled cells of the root 
epidermis
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Определение рабочего времени экстракции (ри-
сунок 6) показало, что при 30 и более минутах экст- 
ракции не наблюдается достоверного увеличения 
оптической плотности. 

Однако большой вклад в поглощение вносят ли-
пофильные вещества, не относящиеся к фенолкарбо-
новым кислотам, поэтому в пробоподготовку внесена 
стадия жидкость-жидкостной экстракции гексаном в 
соотношении 1:5 (рисунок 7).

С учетом полученного спектра экстракта из сырья 
в качестве стандарта предложено использовать хло-
рогеновую кислоту (λMAX = 327 нм). В разработанных 
условиях подготовки проб определены основные ва-
лидационные характеристики методики количествен-
ного определения фенолкарбоновых кислот в сырье 
ряски. Уровни содержания целевой группы веществ 
при валидации варьировали изменением массы на-
вески экстрагируемого сырья. Линейность методики 
показана в диапазоне концентраций хлорогеновой 
кислоты от 0,1 до 10 мкг/мл с коэффициентом корреля-
ции (R) 0,9999 (рисунок 8). 

Для исследуемого диапазона определили показа-
тели сходимости результатов – повторяемость и внут- 
рилабораторная прецизионность (таблицы 2–3) и 
правильность (таблица 4). 

С помощью предложенных методик проанализи-
рованы образцы сырья ряски малой, заготовленные в 
различных областях произрастания (таблица 5).

Таблица 2. Оценка повторяемости методики определения  
фенолкарбоновых кислот в пересчете  
на хлорогеновую кислоту 

Table 2. Evaluation of the repeatability of the procedure  
for the determination of phenolcarboxylic acids in terms  
of chlorogenic acid

Уровень
Level

W, %
Среднее
Average

Δ RSD, %

80

0,309

0,317 0,008 2,25

0,319

0,310

0,323

0,315

0,327

100

0,310

0,313 0,005 1,51

0,309

0,318

0,313

0,318

0,308

120

0,324

0,321 0,004 1,00

0,320

0,319

0,317

0,320

0,326

Таблица 1. Содержание фенолкарбоновых кислот в извлечениях из сырья Lemna minor L. 

Table 1. The content of phenolcarboxylic acids in extracts from Lemna minor L. raw material
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Рисунок 6. УФ-спектры этанольных извлечений из Lemna minor L. (20, 30, 40, 50 минут экстракции)

Figure 6. UV-spectra of ethanolic extracts from Lemna minor L. (20, 30, 40, 50 minutes extraction)
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Рисунок 7. УФ-спектр исходного этанольного извлечения из Lemna minor L. (1) и обработанного гексаном в соотношении 1:5 (2) 

Figure 7. UV-spectra of original ethanolic extract from Lemna minor L. (1) and ethanolic extract treated with hexane in 1:5 ratio (2)

Таблица 3. Оценка воспроизводимости методики определения фенолкарбоновых кислот в пересчете  
на хлорогеновую кислоту

Table 3. Evaluation of the reproducibility of the method for the determination of phenolcarboxylic acids in terms of chlorogenic acid

Уровень
Level

W , %
Среднее
Average

S2 F F(5; 5; 0,025)

S2
c  p

S2
a  verage

RSD, %

80

0,309

0,317 5,07 × 10-5

2,82

7,15

3,4 × 10-5 1,90

0,319

0,310

0,323

0,315

0,327

0,323

0,322 1,80 × 10-5

0,314

0,327

0,322

0,321

0,323

100

0,310

0,313 2,22 × 10-5

3,29 4,8 × 10-5 2,11

0,309

0,318

0,313

0,318

0,308

0,318

0,314 7,29 × 10-5

0,320

0,316

0,297

0,315

0,320

120

0,324

0,321 1,03 × 10-5

2,08 1,6 × 10-5 1,22

0,320

0,319

0,317

0,320

0,326

0,320

0,319 2,14 × 10-5

0,317

0,314

0,322

0,316

0,327
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Таблица 4. Оценка правильности методики определения  
фенолкарбоновых кислот в пересчете  
на хлорогеновую кислоту (ХК)

Table 4. Evaluation of the correctness of the procedure  
for the determination of phenolcarboxylic acids in terms  
of chlorogenic acid (CA)

Уровень 
содержания, %

Content, %

Введено ХК, 
мг/мл

Injected CA, 
mg/ml

Найдено, мг/мл
Determined, mg/ml

Δ

80

0,025

0,0651 99,83

100 0,0759 100,91

120 0,0885 98,47

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучение внешних (макроскопических) и мик- 

роскопических признаков позволило определить ха-
рактерные диагностические особенности, дающие 
возможность достоверно определять подлинность 
ряски малой (Lemna minor). К внешним признакам от-
носятся: наличие обратнояйцевидных, эллиптичес- 
ких, реже округлых, непрозрачных, цельнокрайних 
листецов, одиночных или группами из 2–4, слег-
ка выпуклых с верхней стороны и плоских с нижней 
стороны, зеленого или светло-зеленого цвета; оди-
ночных волосовидных корней от бледно-зеленого до 
темно-коричневого цвета. К микроскопическим при-
знакам относятся: наличие слабоизвилистых, силь-
ноизвилистых и многоугольных клеток эпидермиса 
с продольно вытянутыми стенками; хорошо разви-
той аэренхимы, занимающей до 2/3 объема лис-
теца с округло-эллиптическими межклеткниками,  
диаметр которых в 6–12 раз больше клеток аэренхи-
мы, и в 5–6  раз больше клеток верхнего эпидермиса; 
клеток-идиобластов с рафидами.

Таблица 5. Содержание биологически активных веществ  
в листьях Lemna minor L. (n = 3)

Table 5. The content of biologically active compounds  
in Lemna minor L. fronds (n = 3)
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Томская область, Томский район, 
Коларовский тракт, озеро Коларовс- 
кое

Tomsk region, Tomsk district, Kola- 
rovsky tract, lake Kolarovskoe

4,44 ± 0,10 8,12 ± 0,20

Томская область, Кожевниковский 
район, озеро Шубино

Tomsk region, Kozhevnikovsky dist- 
rict, lake Shubino

5,47 ± 0,01 5,00 ± 0,50

Кемеровская область, река Иня 
Kemerovo region, Inya river 4,87 ± 0,11 4,98 ± 0,54

Кемеровская область, Степногу-
товский район, озеро Танай

Kemerovo region, Stepnogutovsky 
district, Lake Tanay

5,05 ± 0,10 4,34 ± 0,14

Новосибирская область, г. Новоси-
бирск, Первомайский район, ул.  Ра-
диостанция

Novosibirsk region, Novosibirsk, Per- 
vomaisky district, Radiostanciya street

4,66 ± 0,57 6,82 ± 0,14

Новосибирская область, г. Новоси-
бирск, Первомайский район, ул.  Лас- 
точкина 

Novosibirsk region, Novosibirsk, Per- 
vomaisky district, Lastochkina street

3,87 ± 0,11 5,88 ± 1,36

Новосибирская область на грани-
це с Томской областью, озеро Щучье

Novosibirsk region on the border 
with Tomsk region, Lake Shchuchye

4,29 ± 0,01 5,50 ± 0,58

X ± х 4,67 ± 0,52 5,88 ± 1,24

Рисунок 8. Калибровочная зависимость хлорогеновой кислоты в диапазоне от 0,1 до 10 мкг/мл (λ = 340 нм)

Figure 8. Calibration dependence of chlorogenic acid in the range from 0.1 to 10 μg/ml (λ = 340 nm)
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Разработаны методики количественного опреде-
ления полисахаридов и фенолкарбоновых кислот в 
траве ряски малой. Для полисахаридов, определяе-
мых гравиметрически (прямой метод определения 
вещества), установлен диапазон содержания 4,34–
8,12 %. Для фенолкарбоновых кислот, определяемых 
спектрофотометрическим методом, в пересчете на 
хлорогеновую кислоту, установлен диапазон 3,87–
5,47 %. Методика спектрофотометрического опре-
деления фенолкарбоновых кислот валидирована по 
показателям: линейность, повторяемость, внутри-
лабораторная прецизионность и правильность – и 
апробирована на 7 образцах сырья из Западно-Си-
бирского региона.

Разработанные показатели подлинности, мето-
дики количественного определения могут быть ис-
пользованы при разработке проекта фармакопейной 
статьи на лекарственное растительное сырье «Ряски 
трава». 
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