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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Jan Zika

Vedouci prace: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj HPLC metody pro analyzu potravnich doplnkd na bazi

extraktu berberinu

V této praci byla vyvinuta a validovana HPLC metoda stanoveni berberinu a jeho
pfibuznych isochinolinovych alkaloidd aromolinu, berbaminu, magnoflorinu,
tetrahydropalmatinu, jatrorrhizinu, palmatinu, tetrahydroberberinu a oxyberberinu.
Metoda byla nasledné aplikovana na stanoveni pftislusnych analytd v potravnich
doplicich Allnature Berberin 98% extrakt, Ostrovit Berberin, Swanson Berberin a

GreenFood Berberine.

K chromatografické analyze byla pouzita kolona Ascentis® Express AQ-C18 (150 x 4,6
mm, velikost ¢astic 2,7 um) za pouziti mobilni faze acetonitril/0,085% vodny roztok
kyseliny fosforeéné. Rychlost pratoku mobilni faze ¢inila 1 ml/min s nastfikovym
objemem vzorku 5 pl a teplotou v kolonovém prostoru o hodnoté 30 °C. Rezim analyzy
byl gradientovy a detekce probihala DAD detektorem pfi vinovych délkach 225 a 345

nm.

Klicova slova: HPLC, berberin, aromolin, magnoflorin, berbamin, palmatin,

tetrahydropalmatin, jatrorrhizin, tetrahydroberberin, oxyberberin, potravni doplnék



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Jan Zika

Supervisor: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Development of HPLC method for analysis of food

supplements based on berberine extract

In this diploma thesis, an HPLC method for the determination of berberine and its
related isoquinoline alkaloids aromoline, berbamine, magnoflorine,
tetrahydropalmatine, jatrorrhizine, palmatine, tetrahydroberberine and oxyberberine
was developed and validated. The method was subsequently applied to the
determination of the relevant analytes in the food supplements Allnature Berberin 98%

extract, Ostrovit Berberin, Swanson Berberin and GreenFood Berberine.

An Ascentis® Express AQ-C18 (150 x 4.6 mm, particle size 2.7 um) analytical column was
used for chromatography analysis, using an acetonitrile/0.085% aqueous solution of
phosphoric acid mobile phase. The flow rate of mobile phase was 1 ml/min with a
sample injection volume of 5 pl and a column temperature of 30 °C. The gradient elution
was used for analysis and detection was performed with a DAD detector at wavelengths

of 225 and 345 nm.

Key words: HPLC, berberine, aromoline, magnoflorine, berbamine, palmatine,
tetrahydropalmatine, jatrorrhizine, tetrahydroberberine, oxyberberine, food

supplement
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1 Seznam pouzitych zkratek

As

ACN

DAD

EP

GC

HPLC

MeOH

Mw

Np

PTFE

Rs

tr

RSD

SD

SPP

THB

THP

TLC

- asymetrie chromatografickych pik{
- acetonitril

- diode array detector

- ethylparaben

- plynova chromatografie

- vysokoucinnd kapalinovd chromatografie
- methanol

- molekulovd hmotnost

- kapacita separace

- polytetrafluoroethylen

- rozliSeni chromatografickych piku

- retencni ¢as

- relativni smérodatnd odchylka

- smérodatna odchylka

- povrchové porézni ¢astice

- tetrahydroberberin

- tetrahydropalmatin

- tenkovrstva chromatografie

- Sitka piku v poloviné jeho vysky



2 Uvod

Berberin je zastupcem isochinolinovych alkaloid( z protoberberinové podskupiny
s tisiciletou historii uzivani jiz od dob pocatk(l Cinské a ajurvédské mediciny. Spolu
s dalSimi isochinolinovymi alkaloidy je soucasti rostlinného extraktu, anebo je

pramyslové vyrabén chemickou syntézou.

Berberin vykazuje protizanétlivé, antioxidacni, neuroprotektivni, nefroprotektivni a
hepatoprotektivni vlastnosti. Dnes ho najdeme jako soucast potravnich doplnka, které

deklaruji jeho priznivé ucinky na kardiovaskularni systém a ptiznivy vliv na funkci jater.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je jedna z nejpouzivanéjsich analytickych
technik, kterd se vyuZiva pfi analyze |éCiv a potravnich doplikid. Je nejrozsirenéjsi a
nejvyhodné;jsi metodou, jez je schopnd pritomné analyty identifikovat a stanovit jejich

obsah v pfislusném vzorku.

V této praci byla vyvinuta metoda pro stanoveni nejen protoberberinového alkaloidu
berberinu, ale i jeho pfibuznych isochinolinovych alkaloidi aromolinu, magnoflorinu,
berbaminu, jatrorrhizinu, tetrahydropalmatinu, palmatinu, tetrahydroberberinu a
oxyberberinu. Metoda byla pouzita na stanoveni berberinu a pfibuznych latek
v doplicich stravy deklarujicich jeho obsah, a to jmenovité v pfipravcich Allnature
Berberin 98% extrakt, Ostrovit Berberin, Swanson Berberin a GreenFood Berberine.
Vysledky téchto méfeni se nachazi v experimentalni ¢asti prace spolu s optimalizaci a

validaci metody.
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3 Cil a popis zadani prace

Cilem diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat HPLC metodu pro
analyzu potravnich doplikd na bazi extraktu berberinu. Berberin je alkaloid
z protoberberinové skupiny isochinolinovych alkaloid(. Do isochinolinovych alkaloid( se
mimo jiné fadi také alkaloidy aromolin, magnoflorin, berbamin, tetrahydropalmatin,
jatrorrhizin, palmatin, tetrahydroberberin a oxyberberin, pro jejichz identifikaci a
kvantifikaci byla metoda rovnéZ vyvinuta. Nasledné bylo cilem aplikovat vyvinutou
separacni metodu na analyzu vybranych potravnich doplriikd s deklarovanym obsahem
berberinu dostupnych jak v kamennych lékdrnach v Ceské republice, tak v internetovych
obchodech a zjistit, v jaké koncentraci je berberin obsazZen, a zda se v nich nevyskytuji i

jiné dalsi alkaloidy nez deklarovany berberin.
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4 Teoreticka cast

4.1 Isochinolinové alkaloidy

Isochinolinové alkaloidy jsou jedny z nejpocetnéjsich latek sekundarniho metabolismu
rostlin. Prekurzorem pro syntézu isochinolinovych alkaloid(i je aminokyselina tyrosin,
resp. fenylalanin [1]. Lze je délit do mnoha podskupin, v nichzZ je isochinolinova struktura
zakladnim stavebnim kamenem [2]. Mezi podskupiny patfi mimo jiné napf. typ
benzylisochinolinovy, bisbenzylisochinolinovy, aporfinovy, morfinanovy,
protoberberinovy ¢i emetinovy [1,3]. Do protoberberinového typu kromé berberinu
patfi také palmatin a jatrorrhizin [1]. Do typu aporfinového tadime mimo jiné
magnoflorin, do bisbenzylisochinolinového pak mimo jiné berbamin a aromolin [4,5,6].
Oxyberberin a tetrahydroberberin jsou metabolity berberinu, tetrahydropalmatin je pak

metabolit palmatinu.
X
N

Obrdzek 1: Zakladni struktura isochinolinovych alkaloidd [7]

4.1.1 Berberin

Sumadrni vzorec: CyoH1sNO4*
Registracni Cislo CAS: 633-65-8
Muw: 336,4 g/mol [8] O/\

Obrdzek 2: Molekulovy vzorec berberinu [9]
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Berberin je isochinolinovy alkaloid proberberinového typu. Byl popsan vroce 1826,
avsak ma 3000 let dlouhou historii uzivani jako soucast ¢inské a ajurvédské mediciny [10,
11]. Objevuje se jako aktivni slozka hlavné v kofenové ke rostlin, kde je zpravidla
nejvice zastoupeny. Dale se pak nachazi v kiife nadzemnich organd, kde je vsak jiz jeho
koncentrace nizsi. V listech a plodech alkaloid zpravidla nenajdeme, nebo je jeho
pfitomnost zanedbatelna [24]. Berberin je zastoupen v mnoha |éCivych rostlinach, jako
priklady mUZeme uvést Berberis vulgaris— dfistal obecny, Berberis aristata — dristal
osinaty, Berberis aquifolium — mahdnie cesminolistd, Hydrastis canadensis — vodilka
kanadska ci Coptis chinensis — koptis ¢insky. Tento alkaloid je vSak v dnesSni dobé také
pramyslové vyrabén, a to chemickou syntézou. Vzhledové je berberin Zlutym praskem
bez zapachu. Je Spatné rozpustny aZz nerozpustny ve vodé a dobfe rozpustny

v methanolu. Proto se pfi jeho extrakci pouziva hlavné methanol [10].

Jak jiz bylo zminéno, berberin ma bohatou historii uzivani jiz od dob vzniku ¢inské a
ajurvédské mediciny [10]. Nyni najdeme berberin na pultech |ékdren jako soucast
nékterych rostlinnych pfipravk( z fad potravnich doplnkd, které deklaruji ucinnost na
kardiovaskularni systém, ovlivnéni hladiny cholesterolu v krvi ¢i podporu funkce jater
[12]. Co se tyce farmakokinetiky berberinu, zacneme-li u absorbce, zjistime, Ze to je
jedna z jeho hlavnich nevyhod. JelikoZ se Spatné rozpousti ve vodé, je jeho peroralni
dostupnost nizkd. Jeho distribuce probiha hlavné do tkani, v krvi se vyskytuje méné nez
1 % absorbovaného berberinu. Nejvice se berberin dostava do jater, ledvin, svald,
mozku, srdce a slinivky bfisni. Metabolismus berberinu probiha v jatrech. Vétsina
berberinu a jeho metabolitl se pak vylucuje z téla moci. V preklinickych studiich
nefroprotektivni a hepatoprotektivni efekt. Podle nékolika klinickych studii ma berberin
potencialni biologickou aktivitu hned na nékolik onemocnéni. Mezi hlavni patfi
metabolicky syndrom, kde se prokazal antihyperlipidemicky efekt a vliv na insulinovou
rezistenci, dale hypoglykemicky a hypolipidemicky efekt v terapii diabetes mellitus, vliv
na srdecni arytmii, terapie prijmu a doplrikova terapie pfi onkologickych onemocnénich

[10].
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4.1.2 Jatrorrhizin

Sumarni vzorec: CooH20NO4*
Registracni Cislo CAS: 3621-38-3

Mw: 338,4 g/mol [13]
OCHj

OH

N
H,CO Z®

OCH,

Obrazek 3: Molekulovy vzorec jatrorrhizinu [14]

Jatrorrhizin je alkaloid protoberberinového typu nachazejici se napfiklad v Celedi
Annonaceae nebo pravé v dristalu obecném (Berberis vulgaris) spole¢né s berberinem,
palmatinem a jinymi alkaloidy [15,3]. UzZiva se jako jedna z ucinnych latek v pfipravcich
tradiéni ¢inské mediciny [16]. Studie na potkanech prokazali aktivitu jatrorrhizinu na
adrenergni systém, a to blokaci aia a; receptorli s naslednym antihypertenznim
ucinkem. Ddle se pfi studiich ukazalo, Ze ma inhibi¢ni efekt na MAO-A a MAO-B
receptory. In vitro studie na krdli¢ich trombocytech prokdzaly i jeho antiagregacni

schopnosti [15].

4.1.3 Palmatin

Sumarni vzorec: C21H22NO4*
Registracni Cislo CAS: 3486-67-7

Mw: 352,4 g/mol [17]
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KN N

_0

H,C

Obrazek 4: Molekulovy vzorec palmatinu [18]

Palmatin je alkaloid protoberberinového typu, stejné jako vySe zminény jatrorrhizin
s berberinem. Nachazi se v pfipravcich ¢inské mediciny, a to jako sekundarni metabolit
rostlin, jako je napftiklad dristal obecny (Berberis vulgaris) ¢i chebule srd¢ita (Tinospora
cordifolia) [19,3]. Vnedavné dobé probéhlo nékolik studii, které zkoumaly
farmakologické vlastnosti tohoto alkaloidu. Prokazal se jeho neuroprotektivni efekt a
s tim i potencidl vyuziti palmatinu jako léciva na neurodegenerativni onemocnéni, jako
antibakteridlni a cytostaticky efekt. Velkd cast studii ale také poukazuje na jeho
nezadouci Ucinky, zejména vliv na enzymaticky metabolismus a vyznamna DNA toxicita

[19].

4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie — HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie — High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) je v dnesni dobé jednou z nejprogresivnéjsich analytickych technik. Je to velmi
dobre zavedena metoda, kterd je pfi sprdvném pouzivani robustni, s velkou Zivotnosti
vlastniho systému i jednotlivych komponent [20]. Jedna se o separacni metodu
umoziujici analyzu smési s moznosti kvalitativniho a také kvantitativniho hodnoceni

separovanych slozek smési. Své uplatnéni nachazi ve vsech oblastech analyzy 1écCiv [21].

Chromatografické metody vyuzivaji déleni analyzovanych latek mezi dvéma fazemi,

z nichZ jedna faze je staciondrni — nepohybliva, a druha je mobilni — pohybliva. Podle
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charakteru mobilni faze mUZeme chromatografické metody rozclenit na plynovou
chromatografii (GC), kde se jako mobilni faze vyuZiva inertni plyn, a kapalinovou, kde je
mobilni fazi kapalina. Kapalinovd chromatografie mize byt uspofddana jak v kolonovém
usporadani, kam patfi HPLC a UHPLC, tak v usporadani ploSném, kam spada tenkovrstva
chromatografie (TLC). V pribéhu chromatografického procesu dochazi k postupnému,
mnohokrat opakovanému vytvareni rovnovaznych stav( a distribuci délenych latek mezi
staciondrni a mobilni fazi [21]. Aby dochazelo k distribuci latek smési, musi existovat
fazové rozhrani mezi mobilni a staciondarni fazi [22]. Dochazi k vzajemnym interakcim,
které jsou zakladnim predpokladem pro UspésSnou separaci. K separaci dochazi na
zakladé afinity délenych latek k jednotlivym fazim. Mezi hlavni pfednosti HPLC patfi
rychlost a celkova citlivost analyzy, ktera je vSak dana typem pouzitého detektoru,

spotfeba minimalniho mnoZstvi vzorku a automatizace procesu analyzy [21].

Vyvoj a optimalizace metody je volba takovych chromatografickych podminek, aby latky
ve smési byly dokonale separovany a presné detekovany za co nejkratsi ¢as. PFi vyvoji a
optimalizaci jsou obvykle realizovany nasledujici kroky: analyza fyzikalné-chemickych
vlastnosti analytu, urceni cile metody, vybér detekce analyt(, volba separa¢niho mddu,
volba staciondrni a mobilni faze, predbézné experimenty s vyuZitim standardnich latek,
volba metody Ci pfipadné extrakce pro pfipravu a Upravu vzorkd, optimalizace a

v neposledni fadé validace metody [20].

Manipulator

Samples to fractionate
Sample injector
Switching valve

— Fluids circulation

Solvents

Solvent B pump
Solvent A pump

i

=

[— Fractions collector
———— Vials containing fractions

Waste

Mixer
Valve
Degasser

High-pressure pump 4} Purging pump

Obrazek 5: Obecné schéma kapalinového chromatografu [23]
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4.3 Chromatografické kolony

Chromatografické kolony jsou ocelové ¢i plastové v pfipadé monolitickych kolon, dfive
také sklenéné, trubice o rlizné délce a priméru. Kolony pro HPLC analyzu dosahuji délky
od 5 do 30 cm a Sirky 2,1 — 4,6 mm. Nej¢astéji pouzivané délky jsou vSak od 5 do 15 cm.
V soucasné dobé dochazi ke zmensovani délek a primérd kolon, coZz umoziuje snizit
spotifebu vzorku nutného k analyze a zaroven i mobilni faze. Zmensenim priméru kolon
dochazi ke snizeni difuze béhem separace, coz zvySuje odezvu ostie fokusované zény
analytu na detektoru. Separacni U¢innost samotné kolony zdavisi na nékolika faktorech,
jako je jiz zminovana délka a Sitka kolony, pouzitd stacionarni faze, vnitini Uprava a
zejména velikost ¢astic sorbentu [25]. Ndpli kolony musi nutné byt homogenni a
rovnomérna [26]. V tomto sméru mohou byt zajimavé monolitické kolony, které jsou
tvofeny jednim kusem vysoce C(isténého polymerniho silikagelu. V zavislosti na
chemickych vlastnostech studované latky, tedy hlavné na jejich polarité, mizeme
vybirat ze stacionarnich fazi klasickych, reverznich ¢i chiralnich. V dnesni dobé je vétsina
chromatografickych kolon dostupnych na trhu silikagelové povahy, objevuji se vsSak i

alternativy na bazi zirkonovych, titaniovych a jinych polymer( [25,27].

4.3.1 Kolona Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um,
Supelco Analytical

Tato kolona pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii je vyrabéna za pomoci
technologie Fused-Core® [28]. Ta umoznuje specialni design ¢astic nachdzejicich se
v kolonovém prostoru. Technologie byla poprvé predstavena v roce 2006 spoleénosti
Advanced Materials Technology, Inc. a pfinesla velkou zménu do svéta vysokoucinné
kapalinové chromatografie. Zména spociva v rozdilném pfistupu pfi pripravé castic,
ktery by byl nejvice patrny pfi provedeni pomysiného pricného fezu castici. Klasické
Castice by na takovémto fezu byly jednolité z jednoho druhu materidlu, a to nejcastéji
z porézniho silikagelu. Castice s vyuzitim Fused-Core® technologie (také nazyvané jako
core-shell, resp. porous-shell, obecné znamé pod pojmem povrchové porézni ¢astice -

SPP) maji v centru pevné jadro a na jeho povrchu tenky porézni plast [29,30].

17



Ascentis Express Particle Totally Porous Particle

Obrazek 6: Srovndni povrchové porézni ¢dstice a celkové porézni Cdstice [31]

Hlavni vyhodou této upravy je velmi vysokd ucinnost kolon pracujicich pfi nizkych
zpétnych tlacich. Vysoka ucinnost separace je dosazena zejména diky nizSimu rozmyti
zony separovaného analytu, jehoZz draha neprochazi skrze celou castici, ale obtéka
rigidni jadro tak, jak je zndzornéno na obrazku nize. Mezi pficiny zachovani nizkych
zpétnych tlakl patfi velmi nizké odchylky velikosti mezi jednotlivymi ¢asticemi a s tim
spojena jejich vyssi hustota v kolonovém prostoru. V neposledni fadé tato kolona skytd
i spotrebitelskou vyhodu, a to takovou, Ze neni nutné modernizovat laboratorni
pristrojové vybaveni o chromatografické pristroje s vySsim provoznim tlakem. Tento typ
kolon ma diky Fused-Core® technologii stejnou Ucinnost i pfi vétSich priimérech ¢astic

jako kolony s klasickou technologii s mensim pramérem klasickych ¢astic [29].

Konkrétné pro tuto kolonu pouzitou pfi vyvoji metody to znamen3, Ze se s ¢asticemi o
velikosti 2,7 um pracuje se stejnou ucinnosti jako u kolony s celkové poréznimi ¢asticemi
o velikosti 2 um pfi zachovaném pracovnim kolonovém tlaku. AQ-C18 modifikace je
Uprava kolony, kde je inkorporovano malé mnoistvi polarniho silanu, ktery koloné
dodava odolnost proti vysychani. To dovoluje vyuziti mobilnich fazi s velmi vysokym

zastoupenim (az 100%) vodné faze [32].
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Fast HPLC with Shorter Diffusion Path
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Fused-Core Particles Traditional Porous Particles

Narrow Particle Size Distribution and Rugged Column Design
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Fused-Core Particles Traditional Porous Particles

Consistent Bed Yields Sharper Peaks

Fused-Core Particles Traditional Porous Particles

Obradzek 7: Prakticky vliv technologie SPP na priibéh separace v porovndni s
celkové poréznimi ¢dsticemi [33]

4.4 Moznosti stanoveni berberinu a pfibuznych alkaloidti

V nasledujici tabulce se nachdzi vycet vybranych praci, ve kterych jsou uvedeny
podminky separace berberinu a pfibuznych sloucenin. VétSinou se jedna o
chromatografické stanoveni pfimo z rostlinnych drog nebo jejich extraktu za pouziti DAD

detektoru, pripadné MS detektoru.
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Tabulka 1: Pfehled vybranych stanoveni berberinu a pfislusnych alkaloidi

Chromatografické

Vzorek Stanovované latky | Mobilni faze | Detekce Zdroj
kolony
,YIQING” berberin, aloe- | KH,PQ,, DAD Lichrospher [34]
kapsle, emodin, rhein, | 0,02% HsPOq Ci5 (250 x 4,6 mm,
smés drog | emodin, ve vodé + 5 um)
chrysophanol, methanol
baicalin, baicalein,
wogonin
Potkani neochlorogenova 0,1% HCOOH | ESI- Agilent Eclipse plus | [16]
plasma po | kys., chlorogenova | vodny roztok | MS/MS | Ci (100 x 4,6 mm,
podani kys., krypto- | + ACN 1,8 um)
tradi¢ni chlorogenova kys.
Jinqi ferulova kys.,
Jiangtang berberin,
(4T epiberberin,
tablety koptisin,
magnoflorin,
berberubin,
palmatin,
jatrorrhizin
Wen-Qing- | berberin, bajkalin, | 0,1% HCOOH | DAD Cosmosil 5C18-AR- | [35]
Yin tradi¢ni | ferulova kys., | vodny roztok I1 (150 x 4,6 mm,
¢inska geniposid, + ACN 5 um, Nacalai USA,
medicina hydroxymethoxyfu Inc., Kyoto, Japan)
slozena rfural, paeoniflorin
ze 6 drog
Susena berberin KH,PO, vodny | DAD Zorbax ODS I (250 | [36]
bylina roztok (pH X 4,6 mm, 5 pum)
Berberis 2,5) + ACN
aristata,

jeji extrakt
a
ajurvédska
|ékova

forma
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Suseny berberin Voda + ACN DAD Phenomenex Luna | [37]
stonek C-18 (250 x 4,6
Tinospora mm, 5 um)
cordifolia a
Tinospora
sinensis
Rostlinny sanguinarin, CH3COONH,4, | DAD BEH C18 [38]
material, berberin, protopin, | octova  kys. (100x2,1 mm, 1,7
susené chelidonin vodny roztok pm)
drogy (pH 3,00 +
ACN
Tinktura katechin, baicalin, | 0,3% H3PO, | DAD Kromasil C18 (250 [39]
liejia berberin vodny roztok x 4,6 mm, 5 um)
+ ACN
Hydrastis hydrastin, berberin | NHsHCO,/ uv Zorbax Eclipse [40]
canadensis HCOOH XDB-C18, (150 x
— susSena vodny roztok 4,6 mm, 3,5 um)
droga, + ACN
extrakt a
potravni
doplnék
Tinktura berberin 0,1% uv Kromosil (250 x 4,6 | [41]
CFsCOOH mm, 5 um)
vodnd vaze +
ACN
Kapsle berberin, KH,PO4 DAD Agilent TC-C18, [42]
s obsahem | trimethoprim /H3PO4 vodny (250 x 4,6 mm,
berberinu roztok (pH 3) 5 um)
a trimetho- + ACN
primu
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5 Experimentalni cast

5.1 Pouzité pristroje a pomucky

Tabulka 2: Prehled pouZitych pristroji a pomicek

Chromatograficka sestava Shimadzu LC-10

Pumpy LC-10 AD VP

Degasser FCV-10 AL VP

Autosampler SIL-HTA

Termostat kolony CTO-10 ACVP

Detektor DAD detektor SPD-M10A VP
Vyhodnocovaci software LC LabSolution

Kolony 1. Ascentis® Express RP-Amide

150 x 4,6 mm, 2,7 um

Supelco Analytical

2. YMC-Triart C18 ExRS
150 x 4,6 mm, 5 um
YMC CO., LTD.

3. YMC Carotenoid
150 x4,6 mm, 5 um
YMC CO., LTD.

4. YMC-Triart C18 ExRS
150 x 4,6 mm, 3 um
YMC CO., LTD.

5. YMC-Triart PFP
150 x 4,6 mm, 3 um
YMC CO,, LTD.

6. Ascentis® Express 90 A AQ-C18
150 x 4,6 mm, 2,7 um

Supelco Analytical
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7. Kinetex® 2,6 um XB-C18 100 A
150 x4,6 mm, 2,6 um

Phenomenex®

8. Luna® Omega 5 um Polar C18 100 A
150 x4,6 mm, 5 um

Phenomenex®

9. Kinetex® 2,6 pm EVO-C18 100 A
150 x 4,6 mm, 2,6 um

Phenomenex®
Analytické vahy Sartorius Secura 225D-1CEU
Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex RK100
pH metr pH metr SCHOTT
Pipety Brand
Ostatni pomucky - PTFE filtry o velikosti p6rd 0,22 um

- Jednordzové injekcni stfikacky 3ml
Omnifix®, Braun

- Laboratorni sklo a pomUcky

5.2 Pouzité standardy a chemikalie

Standardy:

Berberin 91% (HWI Group)

Palmatin 97% (Sigma Aldrich)

Magnoflorin > 98% (Sigma Aldrich)

Jatrorrhizin > 98% (ChemFaces)

Tetrahydroberberin > 98% (ChemFaces)

Tetrahydropalmatin > 90% (zapuUjceno z Katedry farmaceutické botaniky)
Aromolin > 90% (zapUjceno z Katedry farmaceutické botaniky)

Berbamin > 90% (zapujceno z Katedry farmaceutické botaniky)
Oxyberberin > 90% (zapujceno z Katedry farmaceutické botaniky)

Ethyl-4-hydroxybenzodt 99% (Sigma Aldrich)
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Chemikalie:

e Acetonitril Gradient grade > 99,9% (Fischer Scientific)

e Methanol Gradient grade 100% (VWR Chemicals)

e Kyselina o-fosforecna 85% (Penta)

e Ultracista voda (¢iSténd systémem Milli-Q)

5.3 Pouzité vzorky

Tabulka 3: Prehled zkoumanych pripravki

Nazev pripravku Vyrobce Deklarovany obsah
Berberin 98% extrakt 500 mg 500 mg berberinuv 1
Allnature
60 kapsli kapsli
500 mg extraktu (10 mg
Ostrovit Berberin 90 tablet Ostrovit
berberinu) v 1 tableté
400 mg berberinuv 1
Swanson Berberin 60 kapsli Swanson
kapsli
250 mg berberinuv 1
GreenFood Berberine 60 kapsli | GreenFood

kapsli

5.4 Priprava vzorku

5.4.1 Berberin 98% extrakt 500 mg Allnature

Z homogenni smési vzorku z péti kapsli ptipravku bylo navazeno 40 mg vzorku do kazdé

ze 3 extrakénich zkumavek. Ke vzorku bylo pfidano 10 ml MeOH s vnitfnim standardem.

Nasledovalo 15 minut extrakce v ultrazvukové lazni. Vyextrahovany vzorek byl poté

pomoci injekénich strikacek prefiltrovan pres PTFE filtry o velikosti por( 0,22 um do

sklenénych vialek. Findlni koncentrace IS ve vzorku byla 50 ug/ml.
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5.4.2 Ostrovit Berberin 90 tablet

Tablety tohoto pfipravku byly nejprve rozdrceny a zhomogenizovany pomoci laboratorni
tfeci misky. Z takto rozdrcenych péti tablet bylo odebrano 40 mg vzorku do kazdé ze 3
extrakénich zkumavek. Ke vzorku bylo pfidano 10 ml MeOH s vnitfnim standardem.
Nasledovalo 15 minut extrakce v ultrazvukové lazni. Vyextrahovany vzorek byl poté
pomoci injekénich strikacek prefiltrovan pres PTFE filtry o velikosti pord 0,22 um do

sklenénych vialek. Findlni koncentrace IS ve vzorku byla 50 ug/ml.

5.4.3 Swanson Berberin 60 kapsli

Z homogenni smési vzorku z péti kapsli pfipravku bylo navazeno 40 mg vzorku do kazdé
ze 3 extrakénich zkumavek. Ke vzorku bylo pfiddno 10 ml MeOH s vnitinim standardem.
Nasledovalo 15 minut extrakce v ultrazvukové lazni. Vyextrahovany vzorek byl poté
pomoci injekénich strikacek prefiltrovan pres PTFE filtry o velikosti port 0,22 um do

sklenénych vialek. Finalni koncentrace IS ve vzorku byla 50 ug/ml.

5.4.4 GreenFood Berberine 60 kapsli

Z homogenni smési vzorku z péti kapsli pfipravku bylo navazeno 40 mg vzorku do kazdé
ze 3 extrakénich zkumavek. Ke vzorku bylo pfiddno 10 ml MeOH s vnitinim standardem.
Nasledovalo 15 minut extrakce v ultrazvukové lazni. Vyextrahovany vzorek byl poté
pomoci injekénich strikacek prefiltrovan pres PTFE filtry o velikosti port 0,22 um do

sklenénych vialek. Finalni koncentrace IS ve vzorku byla 50 ug/ml.
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5.5 Priprava roztoku

5.5.1 Pfiprava mobilni faze

Mobilni faze byla sloZena z acetonitrilu a okyselené vodné faze. Acetonitril byl ¢erpan
pfimo ze zasobni lahve od vyrobce. P¥i pfipravé okyselené vodné faze bylo do nadoby
na mobilni fazi naplnéno 900 ml ultracisté vody a priddno 0,9 ml 85% kyseliny o-

fosforeéné. Vznikla 0,085% H3POa kyseld vodna faze o pH cca 2,0.

5.5.2 PFiprava zasobnich roztoki standarda

Byly pfipraveny zasobni roztoky standardd (aromolin, magnoflorin, berbamin. THP,
jatrorrhizin, THB, palmatin, berberin, oxyberberin) o koncentraci 1000 pg/ml. Do vialek
bylo navdzeno 0,50 mg standardu a toto mnozstvi bylo nasledné rozpusténo v 0,5 ml
methanolu. Zasobni roztoky standardud byly uchovavany po celou dobu experimentu pfi

teploté 4 °C.

5.5.3 PFiprava pracovnich roztoku standardu

Ze 1zasobnich roztok(l standard( byly pfipraveny pracovni roztoky standard( a
koncentraci 50 pg/ml. Ze zasobnich roztok( bylo do vialky napipetovano 25 pl standardu

a doplnéno 475 pl methanolu.

5.5.4 Priprava zasobniho roztoku vnitrniho standardu

Byl pfipraven zasobni roztok vnitfniho standardu ethylparabenu (EP) o koncentraci 50
pug/ml. Do odmérné bariky bylo navazeno 10 mg EP a doplnéno methanolem po rysku

na 200 ml.
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5.5 Parametry méreni

Analyza byla provedena na HPLC sestavé Shimadzu LC-10, kterd se skladala z pump,
degasseru, autosampleru, temperované chromatografické kolony a DAD detektoru.
Vysledky byly vyhodnocovany pomoci chromatografického softwaru LC LabSolution,
pomoci néjz se chromatograf i ovladal. Jako vhodna mobilni faze byla zvolena smés
acetonitril/0,085% vodny roztok kyseliny fosfore¢né o celkovém pH 2,0. K systému byla
naddle pfipojena nddoba s roztokem na oplach nastfikové jehly, ktera byla sloZena z
ultradisté vody a acetonitrilu v poméru 1:1. Pritok mobilni faze byl zvolen na 1 ml/min
a rezim analyzy byl gradientovy. Podoba findlniho gradientu se nachazi v tabulce ¢. 3.
Objem nastriku vzorku na kolonu cinil 5 ul. Jako nejvhodnéjsi stacionarni faze byla
pouzita chromatografickd kolona Ascentis® Express 90 A AQ-C18 (150 x 4,6 mm) o
velikosti ¢astic 2,7 um. Kolona byla po celou dobu méreni temperovana na 30 °C, coz
byla teplota, pfi niz separace na koloné probihala nejlépe. Berberin a ostatni sledované
isochinolinové alkaloidy byly detekovany pfi vinovych délkach 225 nm a 345 nm. Dvé

vinové délky byly zvoleny kvili rozliSnym maximim absorbance u jednotlivych latek.

Tabulka 4: Podoba a priibéh pouZitého gradientu

Finalni gradient
Casovy pribéh analyzy (min) Zastoupeni organické faze (%)
0.00-7.00 5-55
7.00-9.00 55-95
9.00-9.20 95-5
9.20-11.20 5-5
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5.6 Parametry hodnoceni metody

Mezi parametry hodnoceni metody patfila linearita, opakovatelnost, presnost,
spravnost, limit detekce a kvantifikace a poté samotna aplikace metody na méreni
vzorkd. Byl také proveden test vhodnosti chromatografického systému. Validacni

parametry byly vybrany pomoci vhodnych zdroja [20].
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Optimalizace metody

Cilem optimalizace metody bylo najit vhodné podminky pro dostatec¢nou separaci
jednotlivych isochinolinovych alkaloidl tak, aby mély na vysledném chromatogramu
dostatecné rozliSeni, symetrii i Sitku pikd. Nejprve bylo nutné vhodné zvolit sloZeni
mobilni faze a techniku chromatografie ve vztahu k mobilni fazi, a to jestli bude analyza
provadéna v rezimu analyzy isokratické nebo gradientové. Gradientova eluce poté byla
sama o sobé také optimalizovana, jak je dale uvedeno v bodé 6.1.1. Naddle musela byt
vhodné zvolena stacionarni faze, a to vybérem vhodné chromatografické kolony (6.1.4).
Kolona byla po celou dobu analyzy temperovana na vhodné zvolenou teplotu, kterd vsak
musela byt také optimalizovdna. Optimalizace teploty v kolonovém prostoru byla
provedena na tfech teplotnich hladinach, a to pfi 30, 40 a 50 °C. Jako nejvhodnéjsi se
prokazala teplota 30 °C, kde byla patrnd dokonalad separace pfitomnych analytd. Pfi
vyssich teplotach nebylo dosaZzeno dostatecného rozliSeni pikd. Pro samotné analyty
byla zvolena optimalni vinova délka pro detekci v zavislosti na absorpénim maximu
(6.1.2). V neposledni fadé byla stanovena i rychlost pritoku mobilni faze a objem

nastriku vzorku na kolonu.

6.1.1 Volba priubéhu gradientu

Na pocatku optimalizace prabéhu gradientu bylo zvoleno 5 rozdilnych gradient(. Doba
analyzy u vSech gradient(l byla nastavena na 17,5 minuty. Jednalo se o gradient A, se
zastoupenim organické faze 5 % na pocatku a 100 % na konci analyzy, gradient B, se
zastoupenim organické faze 2 % na pocatku a 100 % na konci analyzy, gradient C se
zastoupenim organické faze 2 % na pocatku a 70 % na konci analyzy, gradient D se
zastoupenim organické faze 2 % na pocatku a 50 % na konci analyzy a gradient E se
zastoupenim organické faze 10 % na pocatku a 50 % na konci analyzy. Jako nejvhodné;jsi
gradient byl vybran gradient A, ktery byl dale optimalizovan do konecné podoby, ktera
ja patrna v tabulce 4. Pribéh gradientu byl testovan se vzorkem Allnature Berberin 98%
extrakt, poradi eluenttd je tedy od nejmensiho tr magnoflorin, berbamin, jatrorrhizin,

palmatin a berberin.
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Obrdzek 8: Volba vhodného pribéhu gradientu

6.1.2 Volba vinové délky

Pro detekci isochinolinovych alkaloidd byly jako nejvhodnéjsi zvoleny 2 vinové délky, a
to 225 nm a 345 nm. Tyto vinové délky byly zjistény za vyuziti DAD detektoru, ktery
snima pfi vSech nastavenych vinovych délkach spektra najednou v pribéhu celé analyzy.
Aromolin vykazoval absorpéni maximum pfi vinovych délkach 204 a 283 nm. (obr. €. 9)
Magnoflorin vykazoval absorpéni maximum pfi vinovych délkach 221, 268 a 301 nm.
(obr.c. 10)

Berbamin vykazoval absorp¢éni maximum pti vinovych délkach 205 a 280 nm. (obr.c.

11)

Tetrahydropalmatin vykazoval absorpéni maximum pfi vinovych délkach 204, 229 a
281 nm (obr.c. 12)

Jatrorrhizin vykazoval absorpéni maximum pfi vinovych délkach 225, 265 a 345 nm.

(obr.c. 13)
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Tetrahydroberberin vykazoval absorpcni maximum pfi vinovych délkach 203 a 285 nm.
(obr.c. 14)

Palmatin vykazoval absorpcni maximum pfi vinovych délkach 226, 265 a 346 nm. (obr.c.
15)

Berberin vykazoval absorpéni maximum pfi vinovych délkach 228, 264, 347 nm. (obr.c.
16)

Oxyberberin vykazoval absorpéni maximum pfi vinovych délkach 224 a 342 nm. (obr.¢.
17)

Z absorpcnich maxim byly stanovené jiz uvedené optimalni vinové délky, a to 225 nm
pro aromolin, magnoflorin, berbamin, tetrahydropalmatin a tetrahydroberberin, a 345
nm pro jatrorrhizin, palmatin, berberin, oxyberberin. Z absorpéniho spektra vnitfniho
standardu ethylparabenu (obr. €. 18) je patrné, Ze pro néj byla zvolena optimalni vinova

délka 225 nm.

6.1.2.1 Absorpcni spektrum aromolin
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Obrdzek 9: Absorpcni spektrum standardu aromolinu
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6.1.2.2 Absorpcni spektrum magnoflorin

mAU
14.84/1.00
221

200 250 300 350 400  nm

Obrdzek 10: Absorpcni spektrum standardu magnoflorinu

6.1.2.3 Absorpcni spektrum berbamin
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Obrdzek 11: Absorpini spektrum standardu berbaminu
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6.1.2.4 Absorpcni spektrum tetrahydropalmatin

mAU
16.04/1.00
1 204

334 389

2000 " 250 " 300 350 400  nm
Obrdzek 12: Absorpcni spektrum standardu tetrahydropalmatinu
6.1.2.5 Absorpcni spektrum jatrorrhizin
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Obrdzek 13: Absorpcni spektrum standardu jatrorrhizinu
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6.1.2.6 Absorpcni spektrum tetrahydroberberin

mAU
700+ 6.35/-1.00

332 420 435

200 250 300 350 400 nm
Obrdzek 14: Absorpcni spektrum standardu tetrahydroberberinu
6.1.2.7 Absorpcni spektrum palmatin
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Obrdzek 15: Absorpcni spektrum standardu palmatinu
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6.1.2.8 Absorpcni spektrum berberin
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Obrazek 16: Absorpcni spektrum standardu berberinu

6.1.2.9 Absorpcni spektrum oxyberberin

mAU
40019:81/1.00
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Obrazek 17: Absorpcni spektrum standardu oxyberberinu
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6.1.2.10 Absorpcni spektrum ethylparaben
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Obrdzek 18: Absorpcni spektrum standardu ethylparabenu

6.1.3 Volba vnitfniho standardu

Vhodny vnitini standard byl vybiran z nasledujicich sedmi latek:

e Methylparaben (t: = 6,95 min)

e Ethylparaben (tr = 7,94 min)

e Propylparaben (tr = >7,94 min, nevyhovujici)

e Butylparaben (tr = >7,94 min, nevyhovuijici)

e Estradiol (tr=9,32 min)

e Diklofenak (t-=10,08 min)

e |buprofen (t-=10,11 min)

Jako nejvhodnéjsi vnitfni standard byl vybran ethylparaben. Ten se eluoval ve vhodny

retencni ¢as, v blizkosti stanovovanych latek a s zadnou z nich neinterferoval.
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6.1.4 Volba chromatografické kolony a mobilni faze

V ramci optimalizace metody bylo testovano celkem 9 chromatografickych kolon. Jejich
seznam je uvedeny vtabulce ¢ 2. Volbu nejvhodnéjsi chromatografické kolony
ovliviiovala ucinnost separace jednotlivych stanovovanych latek, symetrie jejich pik( a i
celkova rychlost separace. Na nasledujicich obrdzcich budou demonstrovany
chromatogramy jednotlivych testovanych kolon. V pocatcich volby chromatografické
kolony bylo méfeno pouze se 6 standardy, a to s aromolinem, berbaminem, THP,
palmatinem, berberinem a oxyberberinem. Zbylé tfi se pfidaly v pozdéjsi fazi méreni,
magnoflorin, THB jesté v prabéhu volby chromatografické kolony a jatrorrhizin az poté
z dlvodl zpoidéného dodani firmou ChemFaces. Ten tedy neni na ndasledujicich

chromatogramech patrny.

6.1.4.1 Ascentis® Express RP-Amide 150 x 4,6 mm, 2,7 um, methanol/voda + kyselina

fosforeénd (pH-2,0)— gradientovd eluce

mAU
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Obrdzek 19: Ascentis® Express RP-Amide 150 x 4,6 mm, 2,7 um, methanol/voda +
kyselina fosforecnad (pH-2,0)— gradientovd eluce
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6.1.4.2 Ascentis® Express RP-Amide 150 x 4,6 mm, 2,7 um, acetonitril/voda + kyselina

fosforecnd (pH-2,0)- gradientovd eluce
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Obradzek 20: Ascentis® Express RP-Amide 150 x 4,6 mm, 2,7 um, acetonitril/voda +
kyselina fosforecnad (pH-2,0)- gradientovad eluce

Pfi porovnani prvnich dvou chromatogrami (obr. 19-20, oba za pouZiti stejné
chromatografické kolony), z nichz prvni prezentuje vysledky pfi pouziti methanolu jako
soucdsti mobilni faze a druhy pfi pouziti acetonitrilu, byl jako vhodnéjsi slozka mobilni
faze zvolen acetonitril. V jeho pfitomnosti byla celkova doba separace kratsi a byla

patrnd ¢astecna separace dvou standardd, a to palmatinu a berberinu.

6.1.4.3 YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 5 um, acetonitril/voda + kyselina fosforecna

(pH-2,0)- gradientovd eluce
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Obrdzek 21: YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 5 um, acetonitril/voda +
kyselina fosforecnd (pH-2,0)- gradientovd eluce

Ucinnost této kolony byla jedna z téch, jeZ byla pro separaci analytd dostate¢na.
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6.1.4.4 YMC Carotenoid 150 x 4,6 mm, 5 um, acetonitril/voda + kyselina fosfore¢nd (pH-

2,0)- gradientovda eluce

mAU
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Obrdzek 22: YMC Carotenoid 150 x 4,6 mm, 5 um, acetonitril/voda +
kyselina fosforecnad (pH-2,0)- gradientova eluce

Z chromatogramu je patrné, Ze tato kolona nedokdzala ucinné odseparovat zadné
z pfitomnych analytl. Tato kolona se tedy jevila nevhodnd také z hlediska Sitky

separovanych pika.

6.1.4.5 YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4.6 mm, 3 um, acetonitril/voda + kyselina fosfore¢nd

(pH-2,0)- gradientovd eluce
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Obrdzek 23: YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4.6 mm, 3 um, acetonitril/voda +
kyselina fosforecnad (pH-2,0)- gradientova eluce

Ucinnost této kolony byla jedna z téch, jeZ byla pro separaci analytd dostate¢na.
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6.1.4.6 YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm, 3 um, acetonitril/voda + kyselina fosforecnad (pH-

2,0)- gradientovda eluce
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Obrdzek 24: YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm, 3 um, acetonitril/voda +
kyselina fosforecnad (pH-2,0)- gradientova eluce

Tato kolona sice splnila dostate¢nou Ucinnost pro separaci stanovovanych analyt(, ale

celkovy ¢as separace byl v porovnani s ostatnimi kolonami zbytecné dlouhy .

6.1.4.7 Ascentis® Express 90 AAQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um, acetonitril/voda + kyselina

fosforecnd (pH-2,0)- gradientovd eluce
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Obrdzek 25: Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um, acetonitril/voda +
kyselina fosforecnd (pH-2,0)- gradientovad eluce

U¢innost této kolony byla jedna z téch, jeZ byla pro separaci analyt( dostateénd. Tato

kolona byla také zvolena jako optimalni, s niz se pokracovalo v dalsich krocich vyvoje

metody.
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6.1.4.8 Kinetex® 2,6 um XB-C18 100 A 150 x 4,6 mm, 2,6 um, acetonitril/voda + kyselina

fosforecnd (pH-2,0)- gradientovd eluce
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Obrdzek 26: Kinetex® 2,6 um XB-C18 100 A 150 x 4,6 mm, 2,6 um, acetonitril/voda +
kyselina fosforecnad (pH-2,0)- gradientovad eluce

PFi pouziti této kolony nebyly dostatecné separovany analyty aromolin a magnoflorin,
které se pti ostatnich mérenich dostate¢né ucinnymi kolonami eluovaly jako prvni.

Z tohoto dlivodu nebyla tato kolona uznana jako vyhovujici.

6.1.4.9 Luna® Omega 5 um Polar C18 100 A 150 x 46 mm, 5 um, acetonitril/voda +

kyselina fosfore¢na (pH-2,0)- gradientovda eluce
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Obrdzek 27: Luna® Omega 5 um Polar C18 100 A 150x 4,6 mm, 5 um, acetonitril/voda +
kyselina fosforecnd (pH-2,0)- gradientovd eluce

Ucinnost této kolony byla jedna z téch, jeZ byla pro separaci analytd dostate¢na.
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6.1.4.10 Kinetex® 2,6 um EVO-C18 100 A 150 x 4,6 mm, 2,6 um, acetonitril/voda +

kyselina fosforecnd (pH-2,0)- gradientova eluce
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Obrdzek 28: Kinetex® 2,6 um EVO-C18 100 A 150 x 4,6 mm, 2,6 um, acetonitril/voda +
kyselina fosforecnd (pH-2,0)- gradientovad eluce

Pti pouZiti této kolony nebyly dostate¢né separovany analyty, které se pfi ostatnich
mérenich dostate¢né ucinnymi kolonami eluovaly jako prvni, a to konkrétné aromolin,
magnoflorin a berbamin. Podobné, jak tomu bylo u kolony Kinetex® 2,6 um XB-C18 100
A 150 x 4,6 mm, 2,6 um. Ztoho samého ddvodu nebyla tato kolona uznana jako

vyhovujici.

Na zavér této kapitoly je na obrazku ¢&. 29 prezentovadno grafické porovnani 4
chromatogram( 4 nejucinnéjsich kolon, které byly vramci optimalizace metody
testovany. Jednd se o kolony YMC-Triart C18 ExR, 150 x 4,6 mm, 5 um, YMC CO., LTD;
YMC-Triart C18 ExR, 150 x 4,6 mm, 3 um, YMC CO., LTD.; Ascentis® Express 90 A AQ-C18,
150 x 4,6 mm, 2,7 um, Supelco Analytical a Luna® Omega 5 pm Polar C18 100 A, 150 x
4,6 mm, 5 um, Phenomenex®. Tyto Ctyfi kolony prokdzaly dostate¢nou ucinnost
separace pro vyuziti v dalSich krocich vyvoje metody. Pro vlastni validaci byla vybrana

kolona Ascentis® Express 90 A AQ-C18, 150 x 4,6 mm, 2,7 pum, Supelco Analytical.
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1. YMCCI8EXRS, 5 um
2. YMC C18 ExRS, 3 um
3. Ascentis Express AQ-C18, 2,7 um
4. Luna Omega Polar C18, 5 um
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Obrdzek 29: Chromatogramy porovndvajici 4 nejucinnéjsi kolony
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6.1.5 Optimalni nastaveni pro HPLC analyzu

V nasledujici tabulce jsou shrnuty optimalni podminky zvolené pro analyzu doplnéné o

chromatogram demonstrujici findlni nastaveni pfistroje a optimalni podminky analyzy

separace aromolinu, magnoflorinu, berbaminu, THP, jatrorrhizinu, THB, palmatinu,

berberinu a oxyberberinu, véetné vnitfniho standardu EP. Za téchto podminek byla

metoda ddle validovdna. Chromatogram byl zméfen pfi jiné vinové délce, nez je

optimalni pro stanovované analyty (240 nm). Je zde zvolen zd(vodu jinak

neproveditelného méreni testu zplsobilosti systému a pro demonstraci analytd na

jednom jediném chromatogramu.

Tabulka 5: Optimdlni nastaveni pro HPLC analyzu

Stacionarni faze

Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6

mm, 2,7 um, Supelco Analytical

Mobilni faze acetonitril/voda + kyselina fosforecna
(pH-2,0)

Objem nastfiku 5 ul

Rychlost pratoku 1 ml/min

Teplota v kolonovém prostoru 30°C

Tlak na koloné na pocatku analyzy 19 MPa

Detekce 2253345 nm

Rezim analyzy

gradientovy
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Obradzek 30: Chromatogram zndzorriujici separaci vsech standardi za optimdlnich

separacnich podminek
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6.2 Validace vyvinuté metody

6.2.1 Test zpuUsobilosti chromatografického systému
V testu zpusobilosti byly hodnoceny parametry retencniho ¢asu, pikové kapacity pro
gradientovou eluci, symetrie pikQ a jejich rozliSeni. Test zplsobilosti byl méren ze 3

analyz. Pozadavky na jednotlivé parametry, As < 2,0 a Rs > 1,5, byly ve vSech pfipadech

splnény.
Tabulka 6: Test zplsobilosti chromatografického systému

Analyzované tr Opak. tr | wn Opak. As
standardy [min] | RSD[%] | [min] | ™ As  lpspiw) | R
Aromolin 4,60 0,07 0,040 69,75 | 1,86 | 1,95 -
Magnoflorin 4,78 0,07 0,039 71,51 1,75 | 0,84 2,31
Berbamin 5,10 0,04 0,040 69,75 191 | 1,51 3,94
THP 5,99 0,07 0,044 63,50 | 1,81 |2,18 8,71
Jatrorrhizin 6,12 0,06 0,042 66,48 | 1,72 | 0,82 1,50
THB 6,27 0,07 0,053 52,89 | 1,78 | 1,65 1,59
Palmatin 6,60 0,07 0,044 63,50 | 1,75 | 2,97 3,37
Berberin 6,74 0,08 0,047 59,51 | 1,74 | 2,01 1,55
IS Ethylparaben | 7,87 0,08 0,043 64,95 1,45 | 1,98 12,58
Oxyberberin 9,80 0,05 0,039 71,51 | 1,54 | 2,45 23,46

Chromatogram za optimalnich separaénich podminek se nachazi na obrazku ¢. 29.

6.2.2 Linearita

Ke stanoveni linearity bylo pouZito 9 kalibra¢nich hladin v koncentra¢nim rozmezi od 1
pug/ml do 100 pg/ml. Na kazdé koncentracni hladiné smési standardd byly provedeny 3
nastriky, z jejichZz hodnoty se pak urcila primérna hodnota plochy piku. Na vyhodnoceni
zavislosti priimérnych ploch jednotlivych koncentraci byla vyuZita metoda linedrni

regrese.
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6.2.2.1 Kalibrac¢ni zavislost aromolin

Aromolin byl méren v nasledujicich koncentracich: 100 pg/ml, 75 pg/ml, 50 pug/ml, 25
ug/ml, 15 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2 pg/mla 1 pg/ml.
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Obrdzek 31: Kalibracni zavislost pro aromolin

Tabulka 7: Parametry linedrni regrese pro aromolin

Statistické parametry proregresi : y=k.x+q

Pocet bodl n= 9 Odhad chyby
Smérnice k= 19752,87 + 312,5473
Abs. ¢len q= -31932,49 + 14400,18
Korelaéni koef. r= 0,999125

Rezidudlni odch. s= 31575,35

Korela¢ni koeficient nabyl hodnoty 0,9991.
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6.2.2.2 Kalibracni zavislost magnoflorin

Magnoflorin byl méren v nasledujicich koncentracich: 100 pg/ml, 75 pg/ml, 50 pg/ml,
25 pg/ml, 15 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2 ug/mla 1 pg/ml.
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Obrdzek 32: Kalibracni zavislost pro magnoflorin

Tabulka 8: Parametry linedrni regrese pro magnoflorin

Statistické parametry proregresi : y=k.x+q

Pocet bodl n= 9 Odhad chyby
Smérnice k= 21863,09 + 323,2773
Abs. ¢len q= -28174,08 + 14894,55
Korelaéni koef. r= 0,999236

Rezidudlni odch. s= 32659,37

Korelaéni koeficient nabyl hodnoty 0,9992.
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6.2.2.3 Kalibracni zavislost berbamin

Berbamin byl méren v nasledujicich koncentracich: 100 pug/ml, 75 pg/ml, 50 pug/ml, 25
ug/ml, 15 pg/ml, 10 pg/ml, 5 ug/ml, 2 ug/mla 1 pg/ml.
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Obrdzek 33: Kalibracni zdvislost pro berbamin

Tabulka 9: Parametry linedrni regrese pro berbamin

Statistické parametry proregresi : y=k.x+q

Pocet bodl n= 9 Odhad chyby
Smérnice k= 15860,79 + 216,2985
Abs. ¢len q= -21762,73 + 9965,654
Korela¢ni koef. r= 0,99935

Rezidualni odch. s= 21851,74

Korelaéni koeficient nabyl hodnoty 0,9994.
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6.2.2.4 Kalibracni zavislost THP

THP byl méfen v nasledujicich koncentracich: 100 pug/ml, 75 pg/ml, 50 pug/ml, 25 pg/ml,

15 pg/ml, 10 pg/ml, 5 ug/ml, 2 pg/mla 1 pg/mil.
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Obrazek 34: Kalibracni zavislost pro THP

Tabulka 10: Parametry linedrni regrese pro THP

Statistické parametry proregresi : y=k.x+q

Pocet bodl n= 9 Odhad chyby
Smérnice k= 14527,62 + 176,3012
Abs. ¢len q= -16565,88 + 8122,831
Korela¢ni koef. r= 0,999485

Rezidualni odch. s= 17810,97

Korelaéni koeficient nabyl hodnoty 0,9995.
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6.2.2.5 Kalibracni zavislost jatrorrhizin

Jatrorrhizin byl méren v nasledujicich koncentracich: 100 pug/ml, 75 pg/ml, 50 pug/ml, 25
ug/ml, 15 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2 pg/mla 1 pg/ml.
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Obrdzek 35: Kalibracni zavislost pro jatrorrhizin

Tabulka 11: Parametry linedrni regrese pro jatrorrhizin

Statistické parametry proregresi : y=k.x+q

Pocet bodl n= 9 Odhad chyby
Smérnice k= 20493,08 + 278,4644
Abs. ¢len q= -251,971 + 12829,86
Korelaéni koef. r= 0,999354

Rezidualni odch. s= 28132,1

Korelaéni koeficient nabyl hodnoty 0,9994.
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6.2.2.7 Kalibracni zavislost palmatin

Palmatin byl méren v nésledujicich koncentracich: 100 pug/ml, 75 pug/ml, 50 pug/ml, 25
ug/ml, 15 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2 pg/mla 1 pg/ml.
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Obrdzek 36: Kalibracni zdvislost pro palmatin

Tabulka 12: Parametry linedrni regrese pro palmatin

Statistické parametry proregresi : y=k.x+q

Pocet bodl n= 9 Odhad chyby
Smérnice k= 18501,16 + 262,4337
Abs. ¢len q= -15666,63 + 12091,27
Korela¢ni koef. r= 0,999297

Rezidualni odch. s= 26512,58

Korelaéni koeficient nabyl hodnoty 0,9993.
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6.2.2.8 Kalibracni zavislost berberin

Berberin byl méren v nasledujicich koncentracich: 100 ug/ml, 75 ug/ml, 50 pug/ml, 25
ug/ml, 15 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2 pg/mla 1 pg/ml.
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Obrdzek 37: Kalibracni zdvislost pro berberin
Tabulka 13: Parametry linedrni regrese pro berberin

Statistické parametry proregresi : y=k.x+q
Pocet bodl = 9 Odhad chyby
Smérnice = 16502,26 + 172,0551
Abs. ¢len q= -14914,91 + 7927,201
Korela¢ni koef. r= 0,99962
Rezidualni odch. S = 17382,02

Korelaéni koeficient nabyl hodnoty 0,9996.
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6.2.2.9 Kalibracni zavislost THB

THB byl méren v nasledujicich koncentracich: 100 pug/ml, 75 pug/ml, 50 pug/ml, 25 pg/ml,
15 pg/ml, 10 pg/ml, 5 ug/ml, 2 ug/mla 1 pg/mil.
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Obrdzek 38: Kalibracni zdvislost pro THB

Tabulka 14: Parametry linedrni regrese pro THB

Statistické parametry proregresi : y=k.x+q

Pocet bodl n= 9 Odhad chyby
Smérnice k= 9161,076 * 132,4896
Abs. ¢len q= 1949,005 + 6104,275
Korelaéni koef. r= 0,999269

Rezidudlni odch. s= 13384,87

Korelaéni koeficient nabyl hodnoty 0,9993.
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6.2.2.10 Kalibracni zavislost oxyberberin

Oxyberberin byl méfen v nasledujicich koncentracich: 100 pg/ml, 75 pug/ml, 50 pug/ml,
25 pg/ml, 15 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2 ug/mla 1 pug/ml.
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Obrdzek 39: Kalibracni zdvislost pro oxyberberin

Tabulka 15: Parametry linedrni regrese pro oxyberberin

Statistické parametry proregresi : y=k.x+q

Pocet bodl n= 9 Odhad chyby
Smérnice k= 15971,3 + 187,0105
Abs. ¢len q= -19032,84 + 8616,249
Korela¢ni koef. r= 0,99952

Rezidudlni odch. s= 18892,89

Korelaéni koeficient nabyl hodnoty 0,9995.
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6.2.3 Opakovatelnost

Pro stanoveni opakovatelnosti byly pouZity roztoky standard( aromolinu, magnoflorinu,
berbaminu, tetrahydropalmatinu, palmatinu, berberinu, oxyberberinu, jatrorrhizinu a
tetrahydroberberinu na koncentracnich hladinach 1 pg/ml, 2 pug/ml a 25 pg/ml. Pro
kazdy standard a koncentrac¢ni hladinu bylo uskuteénéno 6 nastfik(, z nichz se poté

stanovil priimér, SD a RSD.

Tabulka 16: Opakovatelnost analyzy roztoku standardii na koncentracni hladiné 1 ug/ml

¢ (1ug/ml) Pramér SD RSD [%]
Aromolin 12814 173 1,35
Magnoflorin 14695 231 1,57
Berbamin 11202 202 1,81
THP 11122 166 1,49
Palmatin 14780 216 1,46
Berberin 13919 481 3,45
Oxyberberin 12158 190 1,56
Jatrorrhizin 19621 203 1,04
THB 8913 65 0,73

RSD se pohybovala v rozmezi 0,73 az 3,45 %, z CehoZ nejvyssi relativni smérodatnou

odchylku mél berberin.
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Tabulka 17: Opakovatelnost analyzy roztoku standardi na koncentracni hladiné 2 ug/ml

c (2 pg/ml) Pramér SD RSD [%]
Aromolin 31084 380 1,22
Magnoflorin 35927 229 0,64
Berbamin 25897 550 2,12
THP 25179 108 0,43
Palmatin 32840 123 0,38
Berberin 29515 71 0,24
Oxyberberin 27254 95 0,35
Jatrorrhizin 36360 137 0,38
THB 16411 72 0,44

RSD se na koncentracéni hladiné 2 pug/ml pohybovala v rozmezi 0,24 az 2,12 %, z ¢ehoz

nejvyssi relativni smérodatnou odchylku mél berbamin.

Tabulka 18: Opakovatelnost analyzy roztoku standardi na koncentraéni hladiné 25 ug/ml

c (25 pg/ml) Pramér SD RSD [%]
Aromolin 475894 6429 1,35
Magnoflorin 564614 10649 1,89
Berbamin 394416 10384 2,63
THP 379902 7802 2,05
Palmatin 497561 10602 2,13
Berberin 445347 9451 2,12
Oxyberberin 409865 8244 2,01
Jatrorrhizin 543494 4822 0,89
THB 245871 2499 1,02

RSD se na koncentraéni hladiné 25 pg/ml pohybovala v rozmezi 0,89 az 2,63 %, z cehoz

nejvyssi relativni smérodatnou odchylku mél berbamin.
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6.2.4 Presnost
Pfesnost byla méfena za poufZiti pfipravku Berberin 98% extrakt od spolecnosti
Allnature. Bylo pfipraveno a analyzovdno 7 pracovnich roztok(. Ty byly pfipraveny
extrakci 10 mg pripravku do rozpoustédla, kterym byl methanol. Pro kazdy pracovni
roztok byla provedena 3 méreni a z téchto 3 méreni byla stanovena prlimérna plocha
pikd.

Tabulka 19: Pfesnost - Allnature Berberin 98% extrakt

Pfesnost Magnoflorin Berbamin Jatrorrhizin Palmatin Berberin

415382 164562 63024 135963 611709
405754 154610 62882 135881 607019
92 415284 162851 64088 138020 625589
= 402829 163642 63196 138073 623155
é 423009 173915 67408 145730 657295
381211 159128 61731 134474 603265
414592 173506 65300 144612 640674
Primér 408294 164602 63947 138965 624101
SD 13694 7069 1884 4435 19404
RSD (%) 3,35 4,29 2,95 3,19 3,11

Relativni smérodatna odchylka byla <5 %.

6.2.5 Spravnost

Pro urceni spravnosti metody byly analyzovany vzorky z ptipravku Berberin 98% extrakt
od spoleénosti Allnature metodou standardniho pridavku. Bylo pfipraveno 8 pracovnich
roztokd a jedna smés standard(. Do 2 pracovnich roztok( bylo pfidano extrakéni ¢inidlo
methanol, do zbylych Sesti poté methanol s pfidavkem kazdého ze sledovanych
standardd, coz byly berberin a palmatin. Dalsi alkaloidy nebyly z hlediska vytéZnosti
testovany z dlivodl nedostatecného mnoistvi standard(. Kazdy z pracovnich roztoku
byl 3 krat zméren a vysledné plochy pikQi byly nasledné zprimérovany. Z vyslednych
hodnot pak byla vypocitdna hodnota vytéznosti, a to rozdilem a pomérem ploch
pracovnich roztokd s pridavkem standardd a bez néj, s plochou samotnych mérenych

standardu v jejich pripravené smési.
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Tabulka 20: Spravnost - Allnature Berberin 98% extrakt

Spravnost Palmatin Berberin
93,35 108,36
102,97 98,74
102,67 102,47
101,85 104,53
104,48 106,03
103,57 104,47

Vytéinost [%]

Prameér [%] 101,48 104,10
SD 3,73 2,99
RSD [%] 3,67 2,87

Vytéznost dosahovala primérnych hodnot v rozmezi 95 — 105 %. Relativni smérodatna

odchylka byla pod 5 %.

6.2.6 Limit detekce a kvantifikace

Limit detekce byl stanoven zméfenim zfedénych pracovnich roztokd posledni
koncentraéni hladiny mérené pfi stanovovani linearity, tj. 1 ug/ml. Tyto koncentraéni
hladiny byly 1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 0,25 pg/ml, 0,125 pg/ml a 0,0625 ug/ml. Jako limit

detekce byla stanovena koncentraéni hladina 0,0625 pg/ml.

Limit kvantifikace byl u jednotlivych standard( uréen porovnanim jejich odezvy na
koncentracni hladiné s 10 nasobkem Sumu linie detektoru, jez byl 0,05 mAU. Vysledky

jsou prezentovany v nasledujici tabulce €. 22.
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Tabulka 21: Limit detekce a kvantifikace

Sum linie [mAU] Odezva [mAU] Limit kvantifikace [pug/ml]

Aromolin 0,05 0,475 0,250
Magnoflorin 0,05 0,675 0,125
Berbamin 0,05 0,475 0,250
THP 0,05 0,325 0,250
Jatrorrhizin 0,05 0,590 0,125
THB 0,05 0,250 0,250
Palmatin 0,05 0,560 0,125
Berberin 0,05 0,580 0,125
Oxyberberin 0,05 0,450 0,250

6.3 Stanoveni obsahu ucinnych latek v potravnich doplnicich

Vyvinuta metoda byla vyuZita ke stanoveni Ucinnych latek v potravnich doplicich.
Jednalo se o 4 potravni doplrky, konkrétné o Allnature Berberin 98% extrakt, Ostrovit
Berberin, Swanson Berberin a GreenFood Berberine. Pfi analyze jednotlivych potravnich
doplnkd byla zkoumdna pfitomnost berberinu a pfipadné (v potravnim doplriku
nezadoucich) ostatnich isochinolinovych alkaloid(, pro které byla metoda vyvinuta. Poté
byl porovnan deklarovany obsah berberinu se skute¢né pritomnym na zakladé informaci
nalezenych na obalu jednotlivych potravnich doplrikd. Nasledujici prehledova tabulka (€.
23) demonstruje zastoupeni zjisténych isochinolinovych alkaloidd v analyzovanych
pfipravcich. Z tabulky ¢. 23 je patrné, Ze pfripravek Allnature Berberin 98% extrakt

obsahoval nejvétsi spektrum alkaloidd.

Tabulka 22: Prehled zastoupeni jednotlivych analyti v analyzovanych pripravcich

Magnoflorin Berbamin Jatrorrhizin Palmatin Berberin
Allnature Berberin

98 % extrakt v v v v 4
Ostrovit Berberin X X v v
Swanson Berberin X X v v
GreenFood

. X X v X v
Berberine
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6.3.1 Stanoveni obsahu ucinnych latek v pripravku Allnature Berberin 98%
extrakt

V tomto pfipravku byl deklarovan obsah berberin extraktu 500 mg v jedné kapsli.
Ptiprava vzorkl je popsand v kapitole 5.4.1. Takto vyextrahované 3 vzorky byly kazdy
dvakrat zméreny a vysledné plochy poté zprimérovany a prepocitany na 100 mg vzorku

a na celou hmotnost kapsle. Primérna hmotnost jedné kapsle byla 413,14 mg.

Tabulka 23: Deklarovany a zjisténi obsah v pfipravku Allnature Berberin 98% extrakt

Vzorek Deklarovany obsah ZjiStény obsah ZjiStény obsah
Allnature [mg/cps] [mg] [%]
Magnoflorin / 2,01 /
Berbamin / 1,09 /
Jatrorrhizin / 0,32 /
Palmatin / 0,77 /
Berberin / 3,24 /
mAU
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Obrdzek 40: Chromatogram - Stanoveni obsahu ucinnych Idtek v pfipravku
Allnature Berberin 98% extrakt

6.3.2 Stanoveni obsahu ucinnych latek v pripravku Ostrovit Berberin

V tomto pripravku byl deklarovan obsah berberin extraktu 500 mg v jedné tableté,
z toho Cistého berberinu pak 10 mg. Priprava vzork( je popsana v kapitole 5.4.2. Takto

vyextrahované 3 vzorky byly kaidy dvakrat zméreny a vysledné plochy poté
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zprimérovany a prepocitany na 100 mg vzorku a na celou hmotnost tablety. Priimérna

hmotnost jedné tablety byla 1186,91 mg.

Tabulka 24: Deklarovany a zjisténi obsah v pripravku Ostrovit Berberin

Dekl Y h o ZiiEtany h
Vzorek Ostrovit eklarovany obsa Zjistény obsah [mg] jistény obsa

[mg/tbl] [%]
Berberin 10 9,08 90,8
Jatrorrhizin / 0,24 /
mAU
225nm,4nm (1.00)
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Obrdzek 41: Chromatogram - Stanoveni obsahu ucinnych ldtek v pripravku Ostrovit Berberin

ve

6.3.3 Stanoveni obsahu ucinnych latek v pripravku Swanson Berberin

V tomto pripravku byl deklarovan obsah berberinu 400 mg v jedné kapsli. Pfiprava
vzorkl je popsana v kapitole 5.4.3. Takto vyextrahované 3 vzorky byly kazdy dvakrat
zméreny a vysledné plochy poté zprimérovany a prepocitany na 100 mg vzorku a na

celou hmotnost kapsle. Primérna hmotnost jedné kapsle byla 610,48 mg.

Tabulka 25: Deklarovany a zjisténi obsah v pripravku Swanson Berberin

Deklarovany obsah Zjistény obsah

Vzorek Swanson Zjistény obsah [mg]

[mg/cps] [%]
Berberin 400 446,16 111,54
Jatrorrhizin / 3,43 /
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6.3.4 Stanoveni obsahu ucinnych latek v pripravku GreenFood Berberine

mAU
1225nm,4nm (1.00)

Jatrorrhizin
Berberin

600 625 650 675 700 725 750 7.75 800 825 850  min

Obrdzek 42: Chromatogram - Stanoveni obsahu ucinnych latek v pfipravku Swanson Berberin

Vtomto pfipravku byl deklarovan obsah berberinu 500 mg vjedné davce, coz
odpovidalo dvéma 250 mg kapslim. Pfiprava vzorku je popsana v kapitole 5.4.4. Takto
vyextrahované 3 vzorky byly kazdy dvakrat zméreny a vysledné plochy poté
zpramérovany a prepocitany na 100 mg vzorku a na celou hmotnost kapsle. Primérna

hmotnost jedné kapsle byla 454,92 mg.

Tabulka 26: Deklarovany a zjisténi obsah v pripravku GreenFood Berberine

Vzorek Deklarovany obsah eviy s Zjistény obsah
GreenFood [mg/cps] Zjistény obsah [me] [%]
Berberin 250 179,31 71,72
Jatrorrhizin / 5,59 /

mAU
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Obrdzek 43: Chromatogram - Stanoveni obsahu ucinnych Idtek v pripravku GreenFood Berberine
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7 Zavér

Vyvinuta a validovana HPLC metoda byla vyuzita k identifikaci a kvantifikaci obsahovych
latek v potravnich doplricich, které deklarovaly rlizny obsah berberinu. Metoda kromé
berberinu byla také schopna detekovat a kvantifikovat isochinolinové alkaloidy
aromolin, berbamin, magnoflorin, tetrahydropalmatin, jatrorrhizin, tetrahydroberberin,

palmatin a oxyberberin.

Touto metodou byly analyzovany celkem 4 potravni doplriky, a to jmenovité Allnature
Berberin 98% extrakt, Ostrovit Berberin, Swanson Berberin a GreenFood Berberine.
Findlni optimalni podminky pro analyzu byly stanoveny ndsledovné. Byla vyuZita
chromatograficka kolona Ascentis® Express 90 A AQ-C18, 150 x 4,6 mm, 2,7 um jako
stacionarni faze. Optimalni mobilni fazi pro tuto metodu byl acetonitril/voda okyselena
kyselinou fosforecnou na pH 2,0. Objem nasttiku na kolonu ¢inil 5 pl, rychlost pratoku 1
ml/min a teplota v kolonovém prostoru byla 30 °C. Tlak na pocatku separace cinil 19
MPa. Pro detekci analytl byly vybrany dvé vinové délky podle absorpénich maxim
jednotlivych analyt(, a to 225 pro aromolin, magnoflorin, berbamin, THP, THB a 345 nm
pro jatrorrhizin, palmatin, berberin a oxyberberin. Rezim analyzy byl stanoven na
gradientovy. Ethylparaben, jako plvodné zvoleny vhodny vnitini standard, nebyl pfi
finalnich vypoctech stanoveni obsahu ucinnych latek vyuzit. Pfi méreni validacniho
parametru spravnosti vykazovaly vysledky vypoctl s vnitinim standardem horsi
vytéZznost, nez bez jeho pouziti. Vzhledem ktomu, Ze ve validaci metody vychazel
parametr opakovatelnosti, nebyla tedy pfi finalnich vypoctech pouzita metoda vnitfniho
standardu, nybrz metoda standardu vnéjsiho. Pti analyze potravnich doplrikl byla u
kazdého z nich zjiSténa pfitomnost i jiného alkaloidu navic, kromé jiz deklarovaného
berberinu, a ani u jednoho z potravnich doplikl nebyl deklarovany obsah berberinu
presné dodrzen. Z povahy potravnich doplikd vSsak nemusi byt tento deklarovany obsah

garantovan.

V pripravku Allnature Berberin 98% extrakt byly kromé berberinu v minoritnim mnozstvi
také pritomny alkaloidy magnoflorin, berbamin, jatrorrhizin a palmatin. Pfitomnost
berberinu neni na obale potravniho dopliku uvedeno, jednd se o extrakt. Uvedend

deklarovand hmotnost 500 mg udava tedy jen mnoiZstvi extraktu, nefika nic o
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obsazeném berberinu. Nelze tedy stanovit procentudlni zastoupeni skutecné
pfitomného berberinu vici deklarovanému mnozstvi. Ze vSech stanovovanych pripravku

byl vSak obsah berberinu u tohoto konkrétniho potravniho doplriku ze vSech nejmensi.

V pripravku Ostrovit Berberin byly pfitomny alkaloidy jatrorrhizin a berberin. Pfitomnost
berberinu vici deklarovanému mnoiZstvi na obalu potravniho dopliiku byla 90,8 %.
Skutecny obsah berberinu se tedy nejvice ze vSech sledovanych blizil hodnoté obsahu

deklarovaného.

V pfipravku Swanson Berberin byly pfitomny alkaloidy jatrorrhizin a berberin.
Pfitomnost berberinu vici deklarovanému mnozstvi na obalu potravniho doplriku byla
111,54 %. Skutecny obsah berberinu u tohoto pfipravku dokonce prekonal obsah

deklarovany, ato 0 11,54 %.

V ptipravku GreenFood Berberine byly pritomny alkaloidy jatrorrhizin a berberin.
Pfitomnost berberinu vici deklarovanému mnoZstvi na obalu potravniho doplriku byla

71,72 %.
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