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Articsoka levél (Cynarae folium), kivonat (Cynarae folii extractum
siccum) és étrend-kiegészito termékeinek klorogénsavtartalom-
meghatarozasa / Determination of chlorogenic acid content of
artichoke leaf (Cynarae folium), extract (Cynarae folii extractum

siccum) and food supplements

1. BEVEZETO / INTRODUCTION

Articsoka levél (Cynarae folium), kivonat (Cynarae folii extractum siccum) ¢€s étrend-
kiegészitd termékeinek mennyiségi vizsgalata HPLC-PDA modszer alkalmazéasaval a mintak
klorogénsavtartalmanak meghatdrozéasa céljabol. / Quantitative analysis of artichoke leaf
(Cynarae folium), extract (Cynarae folii extractum siccum) and food supplements using HPLC-

PDA method for the determination of chlorogenic acid content.

Klorogénsav

Chlorogenic acid

A mennyiségi meghatarozast az Eurdpai Gyogyszerkonyv (Ph. Eur. 11.5) adaptalt modszere
szerint végezziik. / Quantitative measurement is carried out according to the adapted method

of European Pharmacopoeia (Ph. Eur. 11.5).
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2. VIZSGALT TERMEKEK / TESTED PRODUCTS

Megrendelé / Client Indikaio Kft.

Rendelésszam / PO number 206

Terméknév / Product name | Azonosito / Lot number Vizsgé!at datuma / Date of
analysis

Articsoka levél 15/FD/5886/2 2024.06.06.

Dokumentum / Document Azonosité / ID

Adaptécios jelentés / Adaptation report AD-ART-HPLC-01

HPLC moédszer / HPLC method Articsoka Ph. Eur. vO1

Monografia szdma / Monograph number 04/2018:1866

HPLC szekvencia / HPLC sequence A226-2024.06.06.1cb

A mintaelokészitéshez hasznalt oldoszerek, valamint a méréshez felhasznalt eluensek és
reagensek HPLC tisztasagliak. / The solvents used for sample preparation and the eluents and

reagents used for measurement are of HPLC grade.

3. MINTAELOKESZITES / SAMPLE PREPARATION
3.1. Vizsgalati minta / Test solution

Levéldrog és étrend-kiegészit0 / Leaf drug and food supplement

10 db tabletta poritdsa és homogenizéaldsa dorzsmozsarban, vagy 10 db kapszula tartalméanak
homogenizéalasa dorzsmozsarban, vagy 50 g por, granulatum vagy apritott ndvényi drog
kimérése és homogenizalasa dorzsmosarban. Mérjlink be 1 adagolasi egységnek megfeleld,
vagy 0,25 g port, granulatumot vagy apritott ndvényi drogot 100 ml-es Erlenmeyer lombikba,
¢és 70 °C-os vizflirdén extrahaljuk 25 ml metanollal 1 6ran at, a lombikot 6raiiveggel lefedve.
Lehiilés utan vattan keresztiil szlrjiikk 100,0 ml-es mér6lombikba. A maradékot a vattaval

egyiitt visszahelyezziik az Erlenmeyer lombikba, és megismételjiik a kivonast. A végén az
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Erlenmeyer lombikot ¢és a vattat 2x 5 ml metanollal atmossuk. A sziirlethez adjunk 50 ml
tisztitott vizet, majd, dvatosan elegyitsiik, metanollal higitsuk 100,0 ml-re. Homogenizaléas utan
centrifugaljuk 15 percig 4000 rpm-en. A tiszta feliiliszot hasznaljuk. Harom parhuzamos
mintat készitiink. / Powder and homogenise 10 tablets in a mortar or homogenise the contents
of 10 capsules in a mortar or weigh and homogenize 50 g of powder, granules or powdered
plant drug. Measure powder equivalent to 1 dosage unit or 0.25 g powder, granules or
powdered plant drug into a 100 mL conical flask and extract with 25 mL of methanol in a 70
°C water bath for 1 hour, covering the flask with a glass. After cooling, filter through small
plug of absorbent cotton into a 100.0 mL volumetric flask. Add the absorbent cotton to the
residue in the Erlenmeyer flask and repeat the extraction. Rinse the Erlenmeyer flask and the
adsorbent cotton with 2x5 mL methanol. Add 50 mL of purified water to the filtrate and mix
gently, then dilute to 100,0 mL with methanol. After homogenisation, centrifuge for 15 minutes

at 4000 rpm. Use the clean supernatant. Three parallel samples are prepared.

Articsoka levél szaraz kivonat / Artichoke leaf dry extract

Oldjunk fel 30,0 mg vizsgalando kivonatot az 30%-o0s metanolban, és higitsuk fel 25,0 ml-re
ugyanezzel az oldoszerrel. / Dissolve 30.0 mg of the extract to be examined in the solvent

mixture and dilute to 25.0 mL with the solvent mixture.

3.2. (a) referens oldat / Reference solution (a)

Oldjunk fel 1,3 mg klorogénsav CRS-t 2 ml metanolban, majd higitsuk 5,0 ml-re ugyanezzel
az olddszerrel. Mérjiink ki az oldatbol 0,500 ml-t 5,0 ml-es mérélombikba, majd higitsuk 5,0
ml-re 30 %-os metanollal. / Dissolve 1.3 mg chlorogenic acid CRS in 2 mL methanol and dilute
to 5.0 mL with the same solvent. Transfer 0.500 mL of the solution into a 5.0 mL volumetric

flask and dilute to 5.0 mL with 30 % methanol.
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3.3. (b) referens oldat / Reference solution (b)

Oldjunk fel 6 mg articsoka levél szaraz kivonat HRS-t 2 ml 30 %-o0s metanolban, majd higitsuk

5,0 ml-re ugyanezzel az oldoészerrel. / Dissolve 6 mg of artichoke leaf dry extract HRS in 2 mL

of 30 % methanol and dilute to 5.0 mL with the same solvent.

4. MODSZER / METHOD

4.1. Eszk6z0k, berendezések / Tools, equipment

Viztisztito rendszer / Water purification system:

Elo6tisztitd / Precleaner: BWT Ministil P-24

Tisztitott viz / Purified water: Thermo Scientific Barnstead Pacific-TII 12

HPLC tisztasag / HPLC grade: GenPure Ultra Pure

Shimadzu HPLC rendszer / Shimadzu HPLC system:
Detektor / Detector: SPD-M40 PDA Detector

Rendszervezérld / System controller: CBM-40
Oszlop termosztald / Column Oven: CTO-40S

Pumpa / Pump: LC-40D Solvent Delivery Pump

Automata mintavev0 / Autosampler: SIL-40C Autosampler

Gaztalanito egység/ Degassing unit: DGU-405

Oszlop /Column:

ReproSil 100 C18 (250x4,6 mm, 5 pm)

Mozgo6fazis / Mobile phase:

A: foszforsav R, HPLC tisztasagu tisztitott viz (0,5:99,5 V/V) / phosphoric acid R,

water for chromatography (0.5:99.5 V/V)
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B: foszforsav R, acetonitril (0,5:99,5 V/V)/ phosphoric acid R, acetonitrile (0.5:99.5

V/v)

4.2. Modszerleiras / Method description

Aramlasi sebesség

Autosampler temperature

1.2 ml/min

Flow rate

Detektal4s telje§ UV—tartomany. (19’0-400 nm), 330 nm

Detection hullamhosszon specifikalva / the whole UV range (190-
400 nm), specified at 330 nm

Oszlophémérséklet 40°C

Column temperature

Mintavevé hdmérséklete 5C

Futasid6

43 perc/ 43 minutes

Run time
Injektalt mennyiség 25 1l
Injected volume H
1d6 [perc] Mozgofazis A% | Mozgofazis B%
Time l;min ] Mobile phase Mobile phase
A% BY%
0-1 92 8
20 75 25
Gradiens elucio 33 75 25
Gradient elution 35 0 100
37 0 100
38 92 8
43 92 8
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minimum 2.5, where Hp, =

5. VIZSGALAT / MEASUREMENT

5.2. Mennyiségi meghatarozas / Quantitative measurement

are carried out in the following sequence:

6. KIERTEKELES / EVALUATION

5.1. Analit azonositasa a vizsgalati mintakban / Identification of analyte in test solutions

A minta kivonatdban a klorogénsav azonositasa a standard oldat kromatogramjanak
Osszehasonitasaval torténik a csticsok retencios ideje és az UV-spektrumok elemzése alapjan. /
The identification of chlorogenic acid is carried out by comparison of the retention time and

UV spectra of peak on the chromatogram of referent solution and test solution.

A mérés soran az injektalas az alabbi sorrendben torténik / The injections during measurement

1. Rendszeralkalmassagi oldat (1x) / System suitability solution (Ix)
2. Standard oldat (3x) / Standard solution (3x)
3. Vizsgalati mintak (1x) / Test solutions (1x)

A mérés akkor tekinthetd érvényesnek, ha az alabbi rendszer alkalmassagi vizsgalatnak
megfelel. / The measurement is considered valid, if the system suitability test passes as follow:

e A vizsgalati mintaval kapott kromatogram hasonlé a HRS articsokalevél szaraz
kivonataval kapott kromatogramhoz. / The chromatogram obtained with test sample is
similar to the chromatogram supplied with the artichoke leaf dry extract HRS

e Csucs-volgy arany: legalabb 2,5, ahol Hp = a kriptoklorogénsav okozta csucs alapvonal
feletti magassaga és Hy = az ezt a csucsot a klorogénsav okozta cstcstol elvalaszto
gorbe legalacsonyabb pontjanak alapvonal feletti magassaga. / Peak-to-valley ratio:

height above the baseline of the peak due to

cryptochlorogenic acid and Hy = height above the baseline of the lowest point of the
curve separating this peak from the peak due to chlorogenic acid.
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Klorogénsavtartalom szamolas / Calculation of chlorogenic acid content:

A X my Xp XD

C (%) = A, X m
2 1

Ai = a klorogénsav csucs teriilete a vizsgalati oldattal kapott kromatogramon / area of the peak due to
chlorogenic acid in the chromatogram obtained with the test solution

A, = a klorogénsav cstcs teriilete a referens oldattal kapott kromatogramon (3 injektalas atlaga) / area of
the peak due to chlorogenic acid in the chromatogram obtained with the reference solution (mean of 3
injections)

m; = a vizsgalandé minta tomege, grammban kifejezve / mass of the test sample, in grams

m; = a referencia oldat eléallitasahoz hasznalt klorogénsav CRS témege grammban / mass of chlorogenic
acid CRS used to prepare the reference solution, in grams

p = a klorogénsav CRS klorogénsavtartalma / percentage content of chlorogenic acid in chlorogenic acid
CRS

D = a higitasi faktor a klorogénsav referens és a vizsgalati minta oldatainak térfogata kdzott, drog és étrend
kiegészit6: D=2, kivonat: D=0,5 / dilution factor between the volume of chlorogenic acid reference solution

and test solution, drug and food supplement: D=2, extract: D=0.5

7. KOVETELMENY / REQUIREMENT

Minta / Sample Kovetelmény / Requirement
ArticsOka levél / Artichoke leaf min. 0.7%
Articsoka levél szaraz kivonat / Artichoke :
min. 0.6%
leaf dry extract
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8. EREDMENYEK /RESULTS

Az elovizsgalatok alapjan a kivonatokra vonatkozéd mintael6készités szerint eloirt
kivonoszerben a minta nem oldodik fel. 15 perc ultrahangos kivonassal végzett
mintaelOkészitéssel kapott minta klorogénsavtartalma kimutatdsi hatar alatt van, ezért a
mintaeldkészitést a levéldrog €s étrend-kiegészité mintdknak megfelelden végeztiik, mivel ez
a mddszer egy toményebb kivonatot eredményez. / Based on the preliminary tests the sample
does not dissolve in the extraction solvent prescribed in the sample preparation for extracts.
The chlorogenic acid content of the sample obtained by 15 minutes of ultrasonic extraction is

under detection limit, therefore the sample preparation was performed according to the leaf

drug and food supplement, as this method results in a more concentrated extract.

8.1. Rendszeralkalmassagi vizsgalatok

Y g
3750008 21004706 _gap024

350000
325000%
3UUUDG§
27sooo§
250000—; 1
2250003 ‘ | ‘\
zooooeg ‘ l | }

. i VoA
1750003 e R | U PR Lo . (S (.

USRS i

1500003
1250003
100000

750004

50000§
ke

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 250 275 30.0 325 35.0 375 40.0 min

1. abra A HRS kivonat oldat (fekete) és a minta (rézsaszin) oldat kromatogramjanak dsszehasonlitasa / Figure

1 The comparison of chromatogram of HRS extract solution (black) and test solution (pink)

Az 1. abra alapjan a vizsgalati mintaval kapott kromatogram hasonlé a HRS articsokalevél
szaraz kivonataval kapott kromatogramhoz. / Based on Figure 1 the chromatogram obtained
with test sample is similar to the chromatogram supplied with the artichoke leaf dry extract
HRS.
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2. abra A (b) referens oldat kromatogramja 330 nm hullamhosszon. Retencids idok: klorogénsav: 11,680 perc;
kriptoklorogénsav: 12,064 perc / Figure 2 Chromatogram of reference solution (b) detected at 330 nm

wavelength. Retention times: chlorogenic acid: 11.680 min; cryptochlorogenic acid: 12.064 min

Rendszeralkalmassagi vizsgalat / System suitability test

Hegy-volgy arany (kriptoklorogénsav): min. 2,5

Peak-to-valley ratio (cryptochlorogenic acid): min. 2.5 16,8

8.2. Azonositas / Identification
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3. abra A klorogénsav referens (fekete) és az articsoka levél (15/FD/5886/2) minta (rézsaszin) oldatainak
HPLC kromatogramja (330 nm hullamhosszon detektalva). / Figure 3 Chromatogram of solutions of
chlorogenic acid referent (black) and artichoke leaf (15/FD/5886/2) sample (pink) (detected at 330 nm).
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4. abra A klorogénsav UV spektruma: referens (bal), minta (jobb) / Figure 4 The UV spectra of chlorogenic
acid: referent (left), test sample (right)

8.3. Mennyiségi meghatarozas / Quantitative measurement

Gt s Be_mé rés Csucsterlet Tartalom | Atlagtartalom Sz6rés
Product ID Weighing Peak area Assay Mean assay D RSD%
)] (mAY) (%) (%)
0.250 1399840 0.84
15/FD/5886/2 0.249 1405857 0.84 0.9 0.02 2.4
0.250 1462776 0.87

Az articsoka levél (15/FD/5886/2) minta klorogénsavtartalma megfelel az Eurdpai
Gyogyszerkonyv (Ph. Eur. 11.5) levéldrogra vonatkozé kdvetelményének (min. 0,7%). / The
chlorogenic acid content of artichoke leaf (15/FD/5886/2) sample complies with the
requirement of European Pharmacopoeia (Ph. Eur. 11.5) for leaf drug (min. 0.7%).

Szeged, 2024. 06. 07.

........ Aackte.. , _
Dr. Csupor-Liffler Boglirka Ph.D de Lot Mr—
Ugyvezeté / Executive Director dr. Vollar Martin
Tel.: +36305259395 Gyoégyszeranalitikus / Pharmaceutical analyst
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