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Orbancfi hajtasdrog és termékeinek minoségi vizsgalata nagy
hatékonysagu vékonyréteg-kromatografias modszerrel / Quality
analysis of St. John’s wort drug and products with high

performance thin-layer chromatography

1. BEVEZETO / INTRODUCTION

Orbancfli hajtasdrog (Hyperici herba) ¢és termékeinek mindségi meghatarozasa nagy
hatékonysagu vékonyréteg-kromatografias vizsgalattal az ujjlenyomat-kromatogramok
alapjan. / Quality determination of St. John's wort (Hyperici herba) and products with high

performance thin-layer chromatography analysis based on the fingerprint chromatograms.
A mindségi meghatdrozas az Eurdpai Gyogyszerkonyv (Ph. Eur. 11.5) szerinti modszer

(01/2017:1438) alapjan torténik. / Qualitative analysis is carried out according to the method
described in the European Pharmacopeia (01/2017:1438, Ph. Eur. 11.5).

2. VIZSGALT TERMEKEK / TESTED PRODUCTS

Megrendelé / Client Indikacio Kft.

Rendelésszam / PO number 23—05

Vizsgalat datuma / Date of

Terméknév / Product name |Azonosité / Lot number analysis

Orbancfii 40-3-127-0077-19-01-2024  [2024.02.21.
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3. DOKUMENTACIO / DOCUMENTATION

Dokumentum / Document Azonosito / ID

Monografia szama / Monograph number 01/2017:1438
Vizsgalati protokoll / Test protocol VP-HYP-HPTLC v01

4. MINTAELOKESZITES / SAMPLE PREPARATION
4.1. Vizsgalati minta / Test solution

Dorzsmozsarban elporitott drogbol vagy termékbdl 0,5 g-ot bemériink egy 50 ml-es
f6z6poharba, majd hozzaadunk 5 ml metanolt és ultrahangos kadban 15 percig kivonjuk, majd
szlrjiik vagy centrifugéljuk. / Measure 0.5 g of powdered drug or product into a 50 ml beaker,

add 5 ml methanol and extract in an ultrasonic bath for 15 minutes, then filter or centrifuge.

4.2. Referencia oldat (a) / Reference solution (a)

Oldjunk fel 2,5 mg hiperozidot és 3,5 mg rutint 10,0 ml metanolban. / Dissolve 2.5 mg of
hyperoside and 3.5 mg rutin in 10 mL of methanol.

4.3. Referencia oldat (b) / Reference solution (b)

Higitsunk 2,5 ml referens oldat (a)-t 10,0 ml-re. / Dilute 2.5 mL of reference solution (a) to 10.0

mL with methanol.

4.4. Referencia oldat (c) / Reference solution (c)

Oldjunk fel 2,5 mg hiperozidot és 3 mg klorogénsavat 10,0 ml metanolban. / Dissolve 2.5 mg
of hyperoside and 3 mg of chlorogenic acid in methanol and dilute to 10.0 mL with the same

solvent.
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aminoethyl ester

ml of methanol.

5. MODSZER / METHOD

5.1. Alléfazis / Solid phase:

5.3. Felvitel / Application:

5.2. Mozgéfazis / Mobile phase:

diphenylboric acid aminoethyl ester in 200 ml of methanol.

4.5. 10 g/l-es difenilborsav aminoetilészter oldat / 10 g/L solution of diphenylboric acid

Oldjunk fel 2 g difenilbérsav aminoetilésztert 200 ml metanolban. / Dissolve 2 g of

4.6. 50 g/l-es makrogol 400 oldat / 50 g/L solution of macrogol 400

Oldjunk fel 10 g makrogol 400-at 200 ml metanolban. / Dissolve 10 g of macrogol 400 in 200

HPTLC szilika gél lemez (2-10 um) / HPTLC silica gel plate (2-10 um)

Vizmentes hangyasav, viz, etil-acetat (6:9:90 V/V/V) / Anhydrous formic acid, water,
ethyl acetate (6:9:90 V/V/V).

A lemezt 120 °C-os szaritokemencébe helyezziik 15-20 percre a kondicionalashoz. 4 pl
8 mm atmérdjii foltban 10 cm magassagu szilika gél lemezre. A lemez szélességét tigy
kell meghatarozni, hogy felviteli pontok, valamint a sz¢1s6 felviteli pontok és a lemez
sz¢€li kozott 1 cm tavolsag legyen. / Plates are placed in an oven at 120 ° C for 15 to 20
minutes to perform conditioning. 4 ul as bands of 8§ mm on a 10 cm high silica gel
plate. The width of the plate should be determined to have a distance of 1 cm between

the application points and between the edge of the plate and the edge of the plate.
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5.4. Detektalas / Detection:

A lemezt el0szor szobahon szaritsuk meg, majd szaritészekrényben 100 °C-on 5 percig
hevitsiik. Ezutan a meleg lemezt permetezziik be vagy martsuk be difenilborsav
aminoetilészter 10 g/l-es metanolos oldatdba; az oldoszert hideg levegdvel tavolitsuk
el; permetezziik be vagy martsuk be a lemezt makrogol 400 50 g/l-es metanolos
oldatdba, szaritsuk meg levegdn, és 30 perc mulva vizsgaljuk meg ultraibolya fényben
365 nm-en. / Dry the plate on room temperature, then heat at 100 °C for 5 min. Spray
or dip the warm plate in a 10 g/L solution of diphenylboric acid aminoethyl ester in
methanol; remove the solvent with cold air, spray or dip the plate in a 50 g/L solution

of macrogol 400 in methanol, dry in air and examine after 30 min in ultraviolet light at

365 nm.

6. VIZSGALAT / MEASUREMENT

A vékonyréteg lemezre az 1. pontra felvissziik a hiperozid és a klorogénsav referens oldatokat.
A 2. pontra felvissziik a hiperozid €s a rutin referens oldatokat A kovetkezd pontokra a mintak
oldatat vissziik fel, majd a mozgo6fazist tartalmazd futtatokddba helyezziik. Az elualés
végpontja 3 cm-rel a lemez felsé szélének elérése eldtt van. / The application of hyperoside
and chlorogenic acid on the TLC plate is carried at point 1. The application of hyperoside and
rutin on the TLC plate is carried at point 2. The solutions of the samples are applied to the
following spots, then the TLC is placed in the developing chamber containing the mobile phase.

The end point of the elution is 3 cm before reaching the upper edge of the plate.

7. KIERTEKELES / EVALUATION

A detektalas fejezetben leirt miiveletek utan a referencia oldattal és a vizsgalati oldattal kapott
kromatogramokon a zonak sorrendjét az 1. abra mutatja. A vizsgalati oldattal kapott

kromatogramon tovabbi halvany vagy nagyon halvany fluoreszkald zonék is jelen lehetnek,
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amelyek lehetnek kék, vOrdos vagy narancssarga szintiek, kiilondsen a hipericin ¢és
pszeudohipericin okozta vords zénak felett; a klorogénsav okozta vilagoskék fluoreszkalo
zonat atfedheti a hiperozid okozta sarga vagy narancssarga fluoreszkald zona. / After the
operations described in the detection chapter, the sequence of zones present in the
chromatograms obtained with the reference solution and the test solution is presented in Figure
1. Furthermore, in the chromatogram obtained with the test solution, other faint to very faint
fluorescent zones, which may be blue, red or orange-yellow, may be present, especially above
the red zones due to hypericin and pseudohypericin; the light blue fluorescent zone due to
chlorogenic acid may be overlapped by the yellow or orange fluorescent zone due to

hyperoside.

Rendszeralkalmassagi vizsgalat / System suitability test

A kromatogram als6 harmadban 2 kiilondlldo zonat mutat, amelyek atfedhetnek. Az als6 zona
(klorogénsav) vildgoskék fluoreszcenciat, a felsé zona (hiperozid) pedig sarga vagy
narancssarga fluoreszcenciat mutat. / The chromatogram shows 2 distinct zones in the lower
third which may, however, be partially overlapping. The lower zone (chlorogenic acid) shows
a light blue fluorescence and the upper zone (hyperoside) shows a yellow or orange

fluorescence.
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A lemez teteje / Top of the plate

(hiperozid) /R1

(hiperozid) /R2

Sarga vagy narancssarga fluoreszcens zona

Sarga vagy narancssarga fluoreszcens zona

/1

(rutin) /9

Piros vagy halvany piros fluoreszcens zona

2 piros fluoreszcens zona (hipericin és
pszeudohipericin) /2-3
2 sarga vagy narancssarga fluoreszcens zona

(lehet halvany) /4-5

Sarga vagy narancssarga fluoreszcens zoéna
(Iehet halvany) /6

Sarga vagy narancssarga fluoreszcens zona
(lehet intenziv) /7

Vilagoskék fluoreszcens zona (lehet

halvéany) (klorogénsav) /8

Sarga vagy narancssarga fluoreszcens zona

Referens oldat / Reference solution

Vizsgalati oldat / Test solution

1. abra A fluoreszkald zondk sorrendje a referens és a vizsgalati oldatban. / Figure 1. The sequence of fluorescent zones in

the referent and test solutions
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A felviteli sorrend / Order of the application

1: hiperozid és rutin standard / hyperoside and rutin standard
2: Vizsgalati minta / Test sample: Orbancfi (40-3-127-0077-19-01-2024)
3: hiperozid és klorogénsav standard / hyperoside and chlorogenic acid standard

8. EREDMENYEK /RESULTS

Az ,,Orbancfii (40-3-127-0077-19-01-2024)” minta ujjlenyomat-kromatogramja megfelel a
gyogyszerkonyvi kdvetelménynek. / The fingerprint chromatogram of " Orbancfii (40-3-127-
0077-19-01-2024) "' sample complies with the pharmacopoeial requirement.

2. abra Ujjlenyomat-kromatogram: hiperozid és rutin standard (1), vizsgélati minta (2), hiperozid és klorogénsav standard

(3) / Figure 2. Fingerprint chromatogram: hyperoside and rutin standard (1), test sample (2), hyperoside and chlorogenic

acid standard (3)
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Dr. Csupor-Loffler Boglarka Ph.D dr. Vollar Martin

Ugyvezetd / Executive Director
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Gyodgyszeranalitikus / Pharmaceutical analyst
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