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Orvosi citromfii levéldrog (Melissae folium) és étrend-kiegészito
termékek rozmaringsavtartalmanak meghatarozasa /
Determination of rosmarinic acid content of melissa leaf drug

(Melissae folium) and food supplements

1. BEVEZETO /INTRODUCTION

Orvosi citromfll levéldrog (Melissae folium) és étrend-kiegészitOk mennyiségi vizsgalata
HPLC-PDA moddszer alkalmazisdval a mintdk rozmaringsavtartalmanak meghatarozéasa
céljabol. / Quantitative analysis of melissa leaf drug (Melissae folium) and food supplement

products using HPLC-PDA method for the determination of rosmarinic acid content.
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Rozmaringsav

Rosmarinic acid
A mennyiségi meghatdrozast 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).

2. VIZSGALT TERMEKEK / TESTED PRODUCTS

Megrendelo / Client Indikacio Kft.
Rendelésszam / PO number 204
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Terméknév / Product name | Azonosito / Lot number Vlzsga!at e e aff
analysis
Orvosi citromfl 1518603 2024.05.15.
3. DOKUMENTACIO / DOCUMENTATION
Dokumentum / Document Azonosito / ID
Adaptacios jelentés / Adaptation report AD-MEL-HPLC-01
Monografia szama / Monograph number 01/2011:1447
HPLC modszer / HPLC method Citromfu Ph. Eur. vO1
HPLC szekvencia / HPLC sequence A213-2024.05.15.1cb

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.

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

A fényvédelmet biztositani sziikséges (barna lombikok alkalmazasa vagy a szintelen
lombikok befedése aluminium féliaval! / Light protection must be provided (use brown-

glass flasks or cover colorless-glass flasks with aluminum foil!

10 db tabletta poritdsa és homogenizalasa dorzsmozsarban, vagy 10 db kapszula tartalmanak
homogenizalasa dorzsmozsarban, vagy 50 g por, granulatum vagy apritott névényi drog
kimérése és homogenizalasa dorzsmosarban. 1 adagolasi egységnek megfeleld, vagy 0,100 g
por, granuldtum vagy apritott névényi drog bemérése 250 ml-es Erlenmeyer lombikba, majd

diszpergalasa 90 ml 50 %-os etanolban, és vizfiirddn kivonas 30 percig 98 °C-os
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hémérsékleten. Lehiilés utan 100,0 ml-es mérélombikba sziirjiik. Az Erlenmeyer lombikot és
a szlir6t 10 ml 50%-os etanollal atmossuk, majd a mérélombikot jelre allitjuk. Ezutan 0,45 pm
pérusméretli membransziirén sziirjiik. Harom péarhuzamos mintat készitiink. / Powder and
homogenize 10 tablets in a mortar or homogenize 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 0.100 g powder, granules or powdered plant drug into a 250 ml
Erlenmeyer flask and extract with 90 mL ethanol (50% V/V) for 30 minutes in water bath while
at 98 °C. After cooling filter the solution into a 100.0 mL volumetric flask. Rinse the Erlenmeyer
flask and the filter with 10 mL of ethanol (50 % V/V/), complete to 100 mL with the same
solvent. Filter through a membrane filter with a pore size of 0,45 um. Use the clear

supernatant. Three parallel samples are prepared.

4.2. Referens oldat / Reference solution

Referens oldat (a) / Reference solution (a)
Oldjunk fel 1,0 mg rozmaringsav CRS-t etanolban (50 % V/V), és higitsuk fel 25,0 mi-re

ugyanezzel az oldoszerrel. / Dissolve 1.0 mg of rosmarinic acid CRS in ethanol (50 per

cent V/V) and dilute to 25.0 mL with the same solvent.

Referens oldat (b) / Reference solution (b)
Oldjunk fel 1,0 mg ferulsavat az (a) referens oldatban, és higitsuk fel 5,0 ml-re ugyanezzel az
oldattal. / Dissolve 1.0 mg of ferulic acid in reference solution (a) and dilute to 5.0 mL with the

same solution.
5. MODSZER / METHOD

5.1. Eszk6zok, berendezések / Tools, equipment

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

Oszlop /Column:
ReproSil 100 C18 (250x4,6 mm, 5 pm)

Mozgo6fazis / Mobile phase:

A: Foszforsav, acetonitril, viz (1:19:80 V/V/V) / Phosphoric acid, acetonitrile, water
(1:19:80 V/V/V)

B: Foszforsav, metanol, acetonitril (1:40:59 V/V/V) / Phosphoric acid, methanol,
acetonitrile (1:40:59 V/V/V)

6. VIZSGALAT / MEASUREMENT
6.1. Analit azonositasa a vizsgalati mintadkban / Identification of analyte in test solutions

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

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

6.2. Mennyiségi meghatarozas / Quantitative measurement

A mérés soran az injektéalas az alabbi sorrendben torténik / The injections during measurement
are carried out in the following sequence:

1. Referens oldat (b) (1x) / Reference solution (b) (I1x)

2. Referens oldat (a) (3x) / Reference solution (a) (3x)

3. Vizsgalati mintdk (1x) / Test solutions (Ix)
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7. KIERTEKELES / EVALUATION

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

e Felbontds: minimum 4,0 a ferulsav és a rozmaringsav csucsok kozott a (b) referens
oldatban. / Resolution: minimum 4.0 between the peaks due to ferulic acid and
rosmarinic acid in reference solution (b).

Rozmaringsavtartalom szdmolasa / Calculation of rosmarinic acid content:

A; X my Xp XD
A, X my

C (%) =

A1 = a rozmaringsav csucs teriilete a vizsgalati oldattal kapott kromatogramon / area of the peak due to
rosmarinic acid in the chromatogram obtained with the test solution

Az = a rozmaringsav csucs teriilete az (a) referens oldattal kapott kromatogramon (3 injektalas atlaga) /
area of the peak due to rosmarinic acid in the chromatogram obtained with the reference solution (a) (mean
of 3 injections)

mi = a vizsgalando novényi drog tdmege, amelyet a vizsgalati oldat elkészitéséhez hasznaltak, grammban
kifejezve / mass of the herbal drug to be examined used to prepare the test solution, in grams

mz = az (a) referens oldat eldallitdsahoz hasznalt rozmaringsav CRS tomege grammban / mass of
rosmarinic acid CRS used to prepare the reference solution (a), in grams

p = a rozmaringsav CRS rozmaringsavtartalma / percentage content of rosmarinic acid in rosmarinic acid
CRS

D = a higitasi faktor az (a) referens oldat és a vizsgalati minta oldatainak térfogata kozott; D=4 / dilution

factor between the volume of reference solution (a) and test solution;, D=4

Rozmaringsavtartalom / Rosmarinic acid content: 1,0%
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8.1. Rendszeralkalmassagi vizsgalatok

Rendszeralkalmass agi vizsgalat / System suitability test

Standard Rozma.m?gsa\f
Rosmarinic acid

Tartalom/ Content (%) 97.80

Felbontas ferulsav és rozmaringsav kozott: min. 4,0 101

Resolution between ferulic acid and rosmarinic acid: min. 4.0

8.2. Azonositas / Identification
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8. EREDMENYEK / RESULTS
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1. abra A rozmaringsav standard (fekete) és az orvosi citromfii (1518603) minta (r6zsaszin) oldatainak
HPLC kromatogramja (330 nm hulldmhosszon detektalva). / Figure 1 Chromatogram of solutions of
rosmarinic acid standard (black) and melissa (1518603) sample (pink) (detected at 330 nm).
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2. abra A rozmaringsav standard oldat (bal) és a minta oldataban azonositott rozmaringsav (jobb) UV
spektruma / Figure 2 The UV spectra of rosmarinic acid standard (left) and rosmarinic acid identified in sample

solution (right)

8.3. Mennyiségi meghatarozas / Quantitative measurement

Artdsi sz4 Bemérés Csucsteriilet Tartalom Atlagtartalom Széré
G};:;:;::;m Weighing Peak area Assay Mean assay ?ll;as RSD%
9] (mAU) (%) (%)
0.102 1311483 2.51
1518603 0.100 1267823 2.48 2.48 0.026 1.0
0.100 1260057 2.46

Az orvosi citromfii (1518603) minta rozmaringsavtartalma megfelel az Europai
Gyogyszerkonyv (Ph. Eur. 11.5) kovetelményének (min 1,0%). / The rosmarinic acid content
of melissa (1518603) sample meets the requirement of European Pharmaceutical (Ph. Eur.
11.5) (min. 1.0%).

Szeged, 2024. 05. 16.

....... ol e Lo Mar—
—
Dr. Csupor-Loffler Boglarka Ph.D dr. Vollar Martin
Ugyvezetd / Executive Director Gyogyszeranalitikus / Pharmaceutical analyst

Tel.: +36305259395
e-mail: contact@accredit.hu
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