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1 Zweck und Arbeitsbereich

Bestimmung von Oligomeren Proanthocyanidinen (OPC) in traubenkernextrakthaltigen Proben mit
hohem OPC-Gehalt. Der Anteil an Oligomeren wird mittels RP-HPLC ermittelt.

2 Referenzsubstanzen, Chemikalien, Gerdte und Ausriistung

2.1 Referenzsubstanzen und Chemikalien

- Referenzsubstanz (en) é\'
. Q,Q O\
Substanz Qualitat &9\ xS
(-)-Catechin Angegebener Gehalt siehe ifik
(-)-Epicatechin Angegebener Gehalt sie&{ér‘t' i
- Chemikalien 6Q} QQQ
“?S\ o
Substanz Qualitat Q\(\ Hersteller Art. Nr.
Reinst Wasser = 18,2 MQ o) hergestellt mit -
% Millipore
Apparatur
Acetonitri ultr@?&\d. PLC grade J.T.Baker 9017
Essigsaure Merck 1.00063.1011
Aceton er@alyzed J.T. Baker 8002
\\O \

6‘

Falls die oben erw: en renzsubstanzen oder Chemikalien nicht verfiigbar sind, kénnen andere
ez bare Referenzsubstanzen und Chemikalien benutzt werden.
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2.2 Gerite und Ausriistung

- Glasgerite (Klasse A)

Name Volumen

Messkolben (Braunglas) 20,0 mL; 50,0 mL

Messkolben 2000,0 mL

Messzylinder [MZ] 50 mL, 500 mL, 1000 mL

Enzympipette [EP] 1,0mL

- Einmalartikel é\,
Instrumente Kurzbeschreibung aﬁ@g"’& Art. Nr.
Einmalfilter REZIST 30/ 1.0 PTFE a 10 463 505
Einmalspritze Norm-Ject 2 mL (\QH Sass Wolf ~ 4200.000VO
- Ausriistung 66 QQ

Instrumente Kurzbeschreibun&I'y Hersteller

Analysenwaage, LE 225D-OCE ﬁi balance Sartorius AG

Genauigkeit 0,01 mg %

Analysenwaage, LE 225D-O€CE migro'balance Sartorius AG

Genauigkeit 0,001 mg & \\\

OQ

HPLC-system (bestehend 6@}

Gerite (q Hersteller

Autosampler &((\ & -2055-Plus Jasco GmbH

Intelligent HPLC @npe\(\ PU-2080 Plus Jasco GmbH

Ternary < = LG-2080-02 Jasco GmbH
Gradienteneinhelt O

3-Line Degaser DG-2080-53 Jasco GmbH

Intelligent Sampler 3059AS8 Jasco GmbH

UV - Detektor UV-2070-Plus Jasco GmbH

HPLC-Saule Kurzbeschreibung/Typ/Model Hersteller Art. Nr.
Nova Pack C18-AQ, 4 um, 150x3,9 mm Waters WAT086344

Falls die oben erwéhnten Gerite oder Ausriistung nicht verfiigbar sind, kénnen andere vergleichbare
Gerate oder Ausriistung benutzt werden.
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3 Herstellung der Eluenten und Lésungen

Eluent A: Essigséure 2 %:

40 mL (MZ) Essigsdure werden in einen 2000,0 mL Messkolben
gegeben und mit reinst Wasser zur Marke aufgefulit

Eluent B: Acetonitril / Essigsaure 2 %; 80/ 20; (v / v):
800 mL (MZ) Acetonitril und 200 mL (MZ) Eluent A werden vermischt
Lésungsmittel: Aceton / gereinigtes Wasser / Essigsaure

70/295/0,5; (v/iv/iv)

X

Vorsicht: Pipettieren von Lésungen die organische Lésungsm(@ enthalten
Lésungen, die organische Losungsmittel enthalten, missen mitgrdd i(@ Pipetten von Strich zu
Strich pipettiet werden. Pipetten die auf vollstdndigem Iag(\ eeicht sind, durfen nicht

verwendet werden. Q
&~ O
| & @
4 Probenvorbereitung O QQ
v o®
Testlésung O O

N
Die Einwaagen mussen entsprechend der%&ar@@\setzungen der Produkte berechnet werden.
d

4
Eine Menge, entsprechend 25 mg [au@,m genau angeben] Traubenkernextrakt, wird in einen
20,0 mL Braunglas-Messkolben ej woﬁh. ach Zugeben von ca. 8 mL Losungsmittel wird fur
15 min mit Ultraschall behande cltqE Abkihlen auf Raumtemperatur wird mit Lésungsmittel
ischit.

zur Marke aufgefullt und gut i in Aliquot wird Gber einen 1,0 um Filter in ein HPLC-Vial
filtriert. Der erste Milliliter iltr wird verworfen.
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Referenzlosung(en)

Referenzldsung (-)-Catechin (RS-C)

Ca. 3 mg (-)-Catechin [auf 0,001 mg genau angeben] werden in einen 20,0 mL Braunglas-
Messkolben eingewogen. Nach Zugeben von ca. 15 mL L&sungsmittel wird fir 15 min mit
Ultraschall behandelt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur, wird mit Lésungsmittel zur Marke
aufgeflllt und gut vermischt. Ein Aliquot wird tiber einen 1,0 um Filter in ein HPLC-Vial filtriert. Der
erste Milliliter der Filtration wird verworfen.

Referenzlésung (-)-Epicatechin (RS-E)
Ca. 3 mg (-)-Epicatechin [auf 0,001 mg genau angeben] werden in einen 20,0 mL Braunglas-
Messkolben eingewogen. Nach Zugeben von ca. 15 mL Lésun ittel wird fur 15 min mit
Ultraschall behandelt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur, it.Losungsmittel zur Marke
aufgefullt und gut vermischt. Ein Aliquot wird Gber einen 1,0 p ‘@er i{@i HPLC-Vial filtriert. Der
erste Milliliter der Filtration wird verworfen. & O(s\\'

O

Die Proben miissen direkt nach der F@ell@vermessen werden.
™ &Q
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5 Chromatographische Bedingungen

Eluenten:

Autosampler

siehe Kapitel 3 “Herstellungen der Eluenten und Lésungen”

Losungsmittel

Spiillésung : Anzahl der Splschritte: mind. 3
Gradient:
Zeit Eluent A Eluent B
[min] [%] [%]
0 100 o 0
3 100 ~d . 0
6 96 (\Q\ .(\\ 4
15 g0 . XN 10
30 [radiile) 15
50 - U 23
60 V5 .@) 25
66 N 30
80 RN 50
83 N ~KV20 80
85 N\ A~ 100 0
105 \ &~ 100 0
AN
BN
Q”
Flussrate: 1 ,Ogﬁgmi
XS
Detektion: (é'\é;lle@%ge 280 nm
((\ ahmemodus Integrator
L&
” SR D
Laufzeit: \Q 105 min
O\
Jl\u\'zeichnungszeit:Q 105 min
Sédulentemperatur: 22°C

Autosamplertemperatur:

Injektionsvolumen:

Raumtemperatur (nach Pharm. Eur.)

10 L

Edition: 02
Ersetzt; 01

Gilltig ab: Inkraftsetzung
Datei: PV.03.P194_02_Biotikon_Gehalt_OPC_HPLC-RP.doc



Phytos GmbH & Co. KG Priifvorschrift / SOP

Traubenkernextrakthaltige Proben: OPC-Gehalte mit |PV.03.P194_02

RP-HPLC Seite: 8 von 12

Typische Injektionsreihenfolge

Injektion Lésung Anzahl der Injektionen  Zweck
Lésungsmittel 2 Reinheitsprifung
Referenzlésung (RS-C) 1 Kalibrierung
Referenzlésung (RS-E) 1 Kalibrierung
Losungsmittel 1 Reinheitsprifung
Testlésung 1 1 Gehalt
:I'éétlésung 10 1 Gehalt
Lésungsmittel 1 Reinheitsprifung
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6 Quantitative Analyse - Integrationen - Berechnungen

6.1 Integration

Das Fingerprint des Chromatogramms ist optisch durch zwei wellenférmige Bereiche untergliedert.
Der erste Bereich mit gréBerer Amplitude macht in seiner Ausdehnung auf der x-Achse ca. 3/4
aus,

Die Integration erfolgt analog zum Beispielchromatogramm (Abb. 1).

1.) Gesamtflache (GF)

Start: ca. 8 min
Ende: ca. 75 - 80 min S

20O
2.) Fliche (-)-Catechin (C) 66\ (s\\&
3.) Fldche (-)-Epicatechin (E) 0(9 QO

O @
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6.2 Berechnung

6.2.1 Prozentuale Gehalte der Oligomeren berechnet iiber (-)-Catechin

1.

Der Gehalt der Referenz muss vor der Konzentrationsberechnung der Referenzlésung
bertcksichtigt werden. Wenn der Gehalt vom Standard z.B. 98,9% betragt, wird die Einwaage
mit dem Faktor von 0,989 multipliziert bevor die Konzentration berechnet wird.

. Die Flache der Oligomeren werden wie folgt berechnet (Abb.1):

Flache der Monomeren:

PFmonomere = (Flache (-)-Catechin + Flache (-)- ’E\Encatechm)
Flache der Oligomeren: Q‘b AN
PF oiigomere = (Gesamtflache - Flache M e

S

. Die Gehalte von Oligomeren, berechnet als (-)—Catec@éﬁh P@)zent [%] werden mit folgender

Formel berechnet: 6 Q
QO
‘?Qc}‘(b

PF
Go = @%— V x 100
RL><

NAENY
ha Oligomeren berechnet als (-)-Catechin in [%]

Go ==

PFoiigomere = O( @mtflsche - Flache Monomeren)

Kre = l@iﬁentratlonen von (-)-Catechin in der Referenziésung in
K\ (b g/ mL]

PFgrL V= Peakﬂachen von (-)-Catechin in der Referenzlésung

EW ((\ Einwaage der Probe in [mg]

\ &é Volumen des Messkolbens (hier 20,0 mL)

100 Umrechnungsfaktor in Prozent

<<

7 Endergebnis

Die Werte von Gowerden mit jeweils zwei Nachkommastellen angegeben.
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8 Abbildung

Abb. 1: Beispielchromatogramm — vom 18. November 2011 - Traubenkernextrakt

WYV FON B raia-T01 1000812313 DA YA |mnnm FOR Anatsg Cno1] |

Peak results : %"" O
Vial: 4 , Inj. Volume: 10,000 6(\ s‘\}O
NN

asco PDA Analog Ch-1)
4Aea
[%]

NOV-16-2011-Extraki-20 -1-21
Inde~ | Name

LINKN ;D 57 323678 3,604
Calec] 5,941
UNKNOWN 76827 | 835887 9,306

1

2

3

4 | Epicatechi 23686 | 527388| 5872

6 JUNKNOWN [21,09] 83216295527 | 70091

5 |UNKNOWN [67.92] 882| 485037] 5187
Total 71728 | 8961895 | 100,000
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9 Anderungsindex

Ausgabe Anderungen
02 Kapitel 1: ,Zweck und Arbeitsbereich® wurde besser
beschrieben
01 Neues Dokument
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