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Ordogesaklya gyokérdrog (Harpagophyti radix) és étrend-
kiegészito termékek harpagozidtartalmanak meghatarozasa /
Determination of harpagoside content of devil’s claw root

(Harpagophyti radix) and food supplements

1. BEVEZETO /INTRODUCTION

Ordégesaklya gyokérdrog (Harpagophyti radix) és étrend-kiegészitok mennyiségi vizsgalata
HPLC-PDA moédszer alkalmazéasaval a mintdk harpagozidtartalmdnak meghatarozasa céljabol.
/ Quantitative analysis of devils claw root (Harpagophyti radix) and food supplement products

using HPLC-PDA method for the determination of harpagoside content.

HO

Harpagozid
Harphagoside

A mennyiségi meghatarozas validalt modszer szerint torténik. / Quantitative measurement is

carried out according to validated method.
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2. VIZSGALT TERMEKEK / TESTED PRODUCTS

Megrendelo / Client

Indikaci6 Kft.

Rendelésszam / PO number

24-34

Terméknév / Product name

Azonosito / Lot number

Vizsgalat datuma / Date of
analysis

Ordégkarom gyokér 1605801 2024.04.24.
3. DOKUMENTACIO / DOCUMENTATION
Dokumentum / Document Azonosito / ID

Validalasi jelentés / Validation report

VA-HAR-HPLC-01

Vizsgalati protokoll / Test protocol

VP-HAR-HPLC v03

HPLC modszer / HPLC method

Ordogcsaklya gradiens vO1.lem

HPLC szekvencia / HPLC sequence

A190-2024.04.24.1cb

A mintaelokészitéshez hasznalt oldoszerek, valamint a méréshez felhasznalt eluensek és

reagensek HPLC tisztasdguak. / The solvents used for sample preparation and the eluents and

reagents used for measurement are of HPLC grade.
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4. MODSZER / METHOD
4.1. Eszkozok, berendezések / Tools, equipment

HPLC rendszer / HPLC system:
SPD-M40 PDA Detector
CBM-40 system controller
CTO-40S Column Oven
LC-40D Solvent Delivery Pump
SIL-40C Autosampler
DGU-405 Degassing unit

Oszlop /Column:
Kinetex XB-C18 (100x4,6 mm, 2,6 um)

Mozgo6fazis / Mobile phase:
B: Acetonitril / Acetonitrile

D: Tisztitott viz (HPLC mindség) / Purified water (HPLC grade)

5. Vizsgalat / Measurement
5.1. Analit azonositasa a vizsgalati mintadkban / Identification of analyte in test solutions

A minta kivonatdban a harpagozid azonositdsa a standard oldat kromatogramjanak
Osszehasonitasaval torténik a cstcsok retencids ideje és az UV-spektrumok elemzése alapjan. /
The identification of harpagoside is carried out by comparison of the retention time and UV

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

5.2. Mennyiségi meghatarozas / Quantitative measurement

A mennyiségi meghatarozas az analit csicsaihoz tartozd teriilet alapjan szamithatd. / The

quantification can be calculated from the area due to the peaks of the analyte.
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6. KIERTEKELES / EVALUATION

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

e Std. oldat csucstertilet relativ szorasa (RSD 1-5) <2,0% / Relative standard deviation

peak area of Std. (RSD 1-5) is <2.0%

e Std. oldat csucstertilet relativ szorasa (RSD 1-6) <2,0% / Relative standard deviation

od peak area of Std. (RSD 1-6) is <2.0%

e Std. oldat retencios idejének relativ szérasa (RSD 1-5) <2,0% / Rel. standard deviation

of peak retention time of Std. (RSD 1-5) is <2.0%

e Std. oldat retencios idejének relativ szérasa (RSD 1-6) <2,0% / Rel. standard deviation

of peak retention time of Std. (RSD 1-6) is <2.0%

e A standardok visszanyerése 95-105% / Recovery of standards is between 95-105%
e Std. Tailing faktora < 2,0 / Tailing factor of Std. is < 2.0

Harpagozidtartalom szamolas / Calculation of harpagoside content:

Kalibracios egyenesek felhasznaladsaval a LabSolutions program a minta kromatogramjain az
harpagozidhoz tartozo csucsokat integralva kiszamolja a vizsgalati oldat harpagozidtartalmat
pg/ml koncentracidoban, amibdl a lenti képletek alapjan szamithat6 a minta harpagozidtartalma
(Cnar) mg/g, g/100 g és/vagy mg/kapszula/tabletta mennyiségben. / Using the calibration
curves, the LabSolutions software integrates the peak areas of harpagoside on the
chromatograms and calculates the harpagoside content of test solution in ug/mL, from which

the harpagoside content (Cpap) of the sample can be calculated and expressed as mg/g, g/100

g and/or mg/capsule/tablet according to the formulas below.
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A harpagozid standard kalibracios egyenese
Calibration curve of harpagoside standard
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1. abra A harpagozid standard kalibracios egyenese / Figure 1 Calibration curve of harpagoside standard

Kimutatasi hatar

Limit of detection (LoD) 0,75 pg/ml

Meghatarozasi hatar

Limit of quantation (LoQ) 2,28 pg/ml

Kalibracids egyenes egyenlete

Equation of calibration curve y=24139,73x-1421,57

Egyenes illeszkedése

Regression (R?) 1,0000

Harpagozidtartalom (Char) / Harpagoside content (Char):

mg Myos
G () = v
har \dosage unit spl 7 Pspl Mgy

C
Crar (%) = —2 % 100

dos

doage unit = adagolasi egység: tabletta, kapszula, por, g vagy 100 g / dosage unit: tablet, capsule,
powder, gor 100 g

Cspt = a vizsgalati oldatban a harpagozid koncentracidja (mg/ml) / concentration of harpagoside in test
solution (mg/mL)

Vspl = a vizsgalati oldat térfogata (ml)/ volume of test solution (mL)

mspl = bemért minta (mg) / sample weighing (mg)

mdos = 1 adagolasi egység (kapszula/tabletta/por) tomege (mg) vagy 1 g vagy 100 g minta mg-ban
kifejezve / weight of 1 dosage unit (capsule/tablet/powder) (mg) or 1 g or 100 g sample expressed as mg
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7. EREDMENYEK / RESULTS

7.1. Rendszeralkalmassagi vizsgalatok

Rendszeralkalmassagi vizsgalat / System suitability test
Harpagozid
t
Standard Harpagoside
Tartalom / Content [C (% )] 96
Standard oldat elméleti koncentracioja 67.9680
Theoretical contentration of std. solution (ug/ml) :
Standard oldat mért koncentricioja 67.1601
Measured contentration of std. solution (ug/ml) :
Iniekelis Std. retencios ideje Std. cstcs teriilet
) L Retention time of Std. Peak area of Std.
Injection ]
(perc / minutes) (mAU)
1 5.621 1620097
2 5.621 1619620
3 5.632 1618984
4 5.621 1620166
5 5.621 1620334
6 5.621 1620935
Atlag / Mean (1-5) 5.623 1619840
Szoras / SD (1-5) 0.005 547
RSD% 0.1 0.03
Atlag / Mean (1-6) 5.623 1620023
Szoras / SD (1-6) 0.004 663
RSD% 0.1 0.04

Rendszeralkalmassagi vizsgalat / System suitability test

Standard oldat cstucsteriilet relativ szorasa (RSD 1-5) <2,0%
Relative standard deviation of peak area of Std. sol. (RSD 1-5) is <2.0%

0.03

Standard oldat cstucsteriilet relativ szorasa (RSD 1-6) <2,0%
Relative standard deviation of peak area of Std. Sol. (RSD 1-6) is <2.0%

0.04

Standard oldat retencios idejének relativ szorasa (RSD 1-5) <£2,0%
Rel. standard deviation of peak retention time of Std. (RSD 1-5) is <2.0%

0.1

Standard oldat retencios idejének relativ szorasa (RSD 1-6) <2,0%
Rel. standard deviation of peak retention time of Std. (RSD 1-6) is <2.0%

0.1

Standard visszanyerése 95-105%
Recovery of standard 95-105%

99

Standard oldat tailing faktora (T) <2,0
Tailing factor of Standard solution (T) is <2.0

1.3
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7.2. Azonositas / Identification

u
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2. abra A harpagozid standard (fekete) és a minta (1605801) (r6zsaszin) oldatainak HPLC kromatogramja (280
nm hulldmhosszon detektalva). / Figure 2 Chromatogram of solutions of harpagoside standard (black) and

sample (1605801) (pink) (detected at 280 nm).
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3. abra A harpagozid standard UV spektruma (bal) és az minta (1605801) (jobb) oldatainak kromatogramjan
azonositott csucsok UV spektruma. / Figure 3 The UV spectra of harpagoside standard (left) and the UV spectra

of peaks identified on the chromatogram of sample (1605801) (right).
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7.3. Mennyiségi meghatarozas / Quantitative measurement

Bemérés Koncentracio

Tartalom Tartalom Atlagtartalom

Atlagtartalom

G;:?;;s;;m Weighing Conentration Assay Assay Mean assay | Mean assay S?l;és RSD%
(4] (ug/ml) (mg/g) () (mg/g) (%)
0.251 16.50 3.29 033
1605801 0.249 16.65 3.34 033 331 0.33 0.00 0.9
0.250 16.51 3.30 0.33
Szeged, 2024. 04. 25.
/L/ ") de Lt Mspl—
....... VAAVAZS SO
‘ —
Dr. Csupor-Loffler Boglarka Ph.D dr. Vollar Martin

Ugyvezetd / Executive Director
Tel.: +36305259395

e-mail: contact@accredit.hu

Gyogyszeranalitikus / Pharmaceutical analyst
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