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SUMMARY

Introduction. Plants of the Berberis genus are a source of isoquinoline alkaloids with multifaceted pharmacological effects. The main
alkaloid of barberry is berberine, used to lower blood pressure and blood sugar levels, showing antimicrobial, anti-inflammatory and
anticancer effects. The commonly used raw material is the bark and root of common barberry, but this alkaloid is also present in
other morphological parts of plants of the Berberis genus.

Aim. The aim of the study was to assess the content of berberine in the fruits of selected species and varieties of barberry using the
HPTLC method.

Material and methods. The fruits were obtained from 6 cultivated varieties of Japanese barberry (Berberis thunbergii), Korean barberry
(B. koreana) and common barberry (B. vulgaris). Berberine content was analyzed using high-performance thin-layer chromatography
(HPTLC) using berberine sulfate as for calibration.

Results. Berberine content determined in the tested fruits varied by species. The lowest level for B. vulgaris (1-5.5 mg/100 g), higher
for B. koreana (1-21 mg/100 g), and the highest for B. thunbergii from up to 78 (Red Rocket variety) to over 300 mg/100 g (Golden
Carpet variety) were determined.

Conclusions. Due to their greater availability, the fruits of ornamental B. thunbergii varieties can be used as a potential raw material
for obtaining berberine in the pharmaceutical industry and the production of dietary supplements.
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STRESZCZENIE

Wstep. Rosliny z rodzaju Berberis sq Zrodtem alkaloidow izochinolinowych wykazujgcych wielokierunkowe dziatanie farmakologicz-
ne. Gtéwnym alkaloidem berberysu jest berberyna, stosowana do obnizania cisnienia i poziomu cukru we krwi, wykazujgca efekt
przeciwdrobnoustrojowy, przeciwzapalny i przeciwnowotworowy. Powszechnie stosowanym surowcem jest kora i korzen berberysu
zwyczajnego, jednak alkaloid ten jest obecny tez w innych czesciach morfologicznych wielu gatunkow berberysu.
Cel pracy. Celem badan byta ocena zawartosci berberyny w owocach wybranych gatunkéw i odmian berberysu.
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Materiat i metody. Owoce pozyskano z 6 odmian uprawnych berberysu pochodzqcego z Japonii (Berberis thunbergii), berberysu ko-
reanskiego (B. koreana) oraz zwyczajnego (B. vulgaris). Zawartos¢é berberyny analizowano metodg wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej (HPTLC) z uzyciem siarczanu berberyny jako wzorca.

Wyniki. Zawarto$¢ berberyny oznaczona w badanych owocach wahata sie od bardzo matych ilosci w przypadku B. vulgaris i B. ko-
reana (1-21 mg/100 g) do ponad 300 mg/100 g w przypadku B. thunbergii Golden Carpet. Wszystkie odmiany ozdobnego berberysu

Thunberga zawieraty ponad 78 mg berberyny w 100 g owocow.

Whrioski. Owoce ozdobnych odmian B. thunbergii mogq by¢ dobrym zrédlem berberyny i znalez¢ zastosowanie jako surowiec zielarski

do pozyskiwania berberyny w przemysle farmaceutycznym.

Stowa kluczowe: berberyna, berberys, HPTLC

Wprowadzenie

Rodzaj berberys (Berberis L.) obejmuje co naj-
mniej 450 gatunkéw krzewow liSciastych z rodziny
berberysowatych (Berberidacae Juss.) rozpowszechnio-
nych w Europie, Ameryce Pétnocnej oraz Azji (1-3).
Roéliny z rodzaju Berberis charakteryzuja si¢ zroz-
nicowana barwa liSci, zottymi kwiatami i drewnem
oraz przewaznie czerwonymi owocami typu jagod (2).
Tylko jeden gatunek — berberys zwyczajny (B. vul-
garis L.) — ro$nie dziko w Polsce. Jest on réwniez
pospolity w Europie, Afryce P6tnocnej, na Bliskim
Wschodzie i w Azji Srodkowej (2). Berberys zwyczaj-
ny nie ma jednak wigkszego znaczenia w ogrodnic-
twie (ani jako alternatywna uprawa), poniewaz jest
bardzo podatny na choroby grzybowe, w tym rdze
i maczniaka prawdziwego. Co wiecej, jest gldéwnym
zywicielem grzyba z gatunku Puccinia graminis Pers.,
ktéry powoduje chorobe zbdz zwang rdza fodyg zbdz
itraw (4, 5). Inne gatunki berberysu sa odporne na te
choroby, stad staly si¢ bardziej popularne jako krzewy
ozdobne. Nalezy do nich pochodzacy z Japonii berbe-
rys Thunberga (B. thunbergii DC.) (3). Duza popular-
no$¢ w nasadzeniach ozdobnych zawdziecza wieloSci
odmian o zr6znicowanej morfologii lisci, ktére moga
mie¢ r6zne odcienie i kombinacje barwy zéltej, zie-
lonej i czerwonej. Do innych gatunkéw uprawianych
jako ozdobne naleza np.: berberys koreanski (B. ko-
reana Palib.), berberys chifiski (B. chinensis Poir.),
berberys Julianny (B. julianae C.K. Schneid.) czy
berberys bukszpanolistny (B. microphylla G. Forst.),
a takze hybrydy miedzygatunkowe, takie jak berberys
ottawski (Berberis X ottawensis Schneid.), ktory pow-
stat w wyniku skrzyzowania berberysu pospolitego
i japonskiego (3).

Berberys zwyczajny i inne gatunki roslin z rodzaju
Berberis sa uznawane za typowe surowce alkaloidowe.
Badania fitochemiczne wykazaly obecno$¢ ponad
100 r6znych metabolitow wtornych, nie tylko z gru-
py alkaloidéw, ale takze flawonoidéw, antocyjanin,
fenoli, karotenoidéw i witamin (1, 6). Dominujacymi
metabolitami sa alkaloidy izochinolinowe oraz bisben-
zyloizochinolinowe, cze$¢ z nich otrzymata nazwy od

nazwy rodzajowej roSliny. Do gléwnych alkaloidéw
berberysu zalicza si¢: berberyne, berbamine, palma-
tyne, oksyberberyne, izokorydyne, lambertyne, jatro-
ryzyne, tetrandryne czy chondokuryne (2, 7).
Berberyna (ryc. 1) — kationowy, czwartorzedowy
alkaloid izochinolinowy — stanowi gléwny metabolit
wtorny berberysu, a jej zawarto$¢ w poszczegdlnych
organach ro§liny osigga nawet do 1,5-2% (8). Zrédlem
berberyny moga by¢ tez inne gatunki roSlin, gléwnie
z rodzin: Annonaceae, Papaveraceae, Menispermaceae,
Ranunculaceae i Rutaceae (9). Berberyna, obok dzia-
fania antyoksydacyjnego i przeciwdrobnoustrojowego,
wykazuje réwniez dzialanie immunomodulacyjne, kar-
dioprotekcyjne, hepatoprotekcyjne i renoprotekcyjne
(9, 10). Jest stosowana w chorobach uktadu krazenia
i ukfadu pokarmowego, cukrzycy i problemach skor-
nych. Zidentyfikowano kilka mechanizméw dziatania
przeciwnowotworowego tego alkaloidu (9, 11, 12).
Duze nadzieje wigze si¢ z jego zastosowaniem w le-
czeniu choréb neurodegeneracyjnych (13, 14). Jako
substancja pochodzenia naturalnego berberyna uzna-
wana jest za bezpieczny sktadnik suplementow diety,
polecany w walce z otyloScia, cukrzyca i problemami
trawiennymi (15, 16). Rosnace zapotrzebowanie spra-
wia, ze trwaja poszukiwania alternatywnych Zrédet

O

Rye. 1. Wz6r chemiczny berberyny
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berberyny, podejmowane sa rowniez proby jej syntezy
oraz poszukiwania analogéw o potencjalnej aktywno-
Sci farmakologicznej (17-21). Uzytecznym Zrodiem
berberyny moze by¢ berberys Thunberga, a takze inne
gatunki uprawiane w celach dekoracyjnych. Dostepne
dane literaturowe wskazuja, ze ekstrakty korzeni
berberysu japoniskiego zawieraja wigcej berberyny niz
ekstrakty z berberysu zwyczajnego, nizsze sa w nich
za to stezenia palmatyny i berbaminy (3).

Cel pracy

Celem pracy byla ocena zawartosci berberyny
w owocach wybranych odmian berberysow ozdob-
nych w poréwnaniu z owocami B. vulgaris, a takze
ocena przydatnoSci wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej (HPTLC) jako szybkiej metody
oznaczania berberyny w surowcach zielarskich.

Materiat i metody
Materiat roslinny

Probki owocéw berberysu pobrano z 7-letnich
krzewow berberysu (Berberis sp.) z prywatnej kolek-
cji Szkétki Drzew i Krzewéw Ozdobnych Wiestawa
Wiecka (Stobierna, Podkarpackie) na przetomie
wrzesnia i pazdziernika 2021 roku. W$rdd zebranych
probek byly owoce gatunku Berberis koreana (nie-
znanej odmiany), a takze B. thunbergii (odmiany:
Golden Carpet, Atropurpuprea, Atropurpurea Nana,
Red Pilar, Red Rocket oraz PowWow) (ryc. 2a, b).
Do celéow poréwnawczych pozyskano dwie probki
owocOw B. vulgaris, jedna ze stanowiska naturalnego
(Gory Pieprzowe koto Sandomierza), a druga (owo-
ce suszone) zakupiono w sprzedazy internetowej
(Zaktad Konfekcjonowania Zi6t FLOS Elzbieta i Jan
Glab s.j.). Swieze owoce, po zamrozeniu w temp.
-60°C, poddano liofilizacji (Alpha 1-2 LD plus, Martin
Christ) i do czasu analiz przechowywano w eksykato-
rze (do 6 miesigcy).

Ekstrakcja

Ekstrakty z owocéw berberysu przygotowano
na podstawie zmodyfikowanej metodyki opisanej
przez Alam i wsp. (22). Zmielone liofilizowane

Ryec. 2a, b. Fotografie wybranych surowcéw bezposrednio po
zbiorze: A — B. koreana NN, B — B. thunbergii PowWow

owoce (5 g) zalano 25 ml 70% etanolu (Stanlab)
i ekstrahowano w tazni ultradzwickowej (Sonic-10,
Polsonic) w dwoch cyklach (20 minut, temperatura
nieprzekraczajaca 50°C). Ekstrakty przefiltrowano
przez bibule filtracyjna i do czasu analiz przechowy-
wano w temperaturze 4°C.

Analiza zawartosci berberyny

ZawartoS¢ berberyny w ekstraktach oceniano me-
toda HPTLC zgodnie ze zmodyfikowang procedura
Alam i wsp. (22). Ekstrakty w objetosci 2 ul nano-
szono na ptlytki szklane HPTLC Silica Gel 60 F254
(20 x 10 cm, Merck, nr kat. 1.05642) za pomoca
automatycznego aplikatora Linomat 5 (Camag).
Chromatogram rozwijano za pomoca fazy ruchomej
sktadajacej sie¢ z n-propanolu, kwasu mréwkowe-
go i wody (90:1:9, v/v/v) w automatycznej komorze
rozwijajacej (ADC2, Camag). Po rozwinigciu plytke
sfotografowano w Swietle UV 366 nm za pomoca urza-
dzenia TLC Visualizer (Camag). Analiz¢ iloSciowa wy-
konano w oparciu o krzywa standardowa dla siarczanu
berberyny (99%; Medicaline) w postaci metanolowego
roztworu o stezeniu 250 ug/ml (nanoszone objetosci
od 2 do 8 ul, tj. 0,5 do 2 ug na pasmo). Na podstawie
wyznaczonej powierzchni pikéw chromatogramow wy-
generowanych przez oprogramowanie (Vision CATS,
Camag) na podstawie intensywnosci fluorescencji
pasm skonstruowano krzywa wzorcowa dla siarcza-
nu berberyny (y = (2,812 x 10%x)/(5,958 107+x),
R? = 0,9906). Kazdg analize wykonano w trzech
powtdrzeniach. Wyniki przedstawiono jako warto§¢
Srednia * odchylenie standardowe. Istotnos$¢ rdznic
oceniono przy pomocy jednoczynnikowej analizy wa-
riancji ANOVA i testu post hoc Tukeya w programie
Statistica 13.1 (Statsoft).

Wyniki i dyskusja

Zawarto$¢ berberyny oznacza si¢ przewaznie me-
toda HPLC lub UHPLC, w niniejszej pracy podjeto
probe uproszczenia analizy poprzez wprowadzenie
metody HPTLC. Jest ona prostsza i mniej koszto-
chlonna od wyzej wymienionych technik chromato-
grafii cieczowej, ponadto mozliwo$¢ jednoczesnego
poréwnania nawet do 20 prébek sprawia, Ze znaj-
duje ona coraz czestsze zastosowanie, zwlaszcza
we wstepnych badaniach przesiewowych, pozwala
na réwnoczesng analize poréwnawcza kilkunastu
probek i byta stosowana do analizy réznych surow-
cow farmaceutycznych, w tym materiatéw roSlinnych
zawierajacych berberyne (23-26). Wyniki rozdziatu
ekstraktow z testowanych owocow berberysu meto-
da wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwo-
wej (HPTLC) przedstawia rycina 3. Obraz plytki
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chromatograficznej zwizualizowanej w nadfiolecie
(dtugos¢ fali 366 nm) charakteryzuje si¢ intensywnie
z0lta fluorescencja pasm odpowiadajacych alkaloidom
izochinolinowym, z gtéwnym sktadnikiem berberyna,
ktorej pasmo widoczne jest przy wartosci R, = 0,20.
Identyfikacji gléwnego metabolitu dokonano w opar-
ciu o identyczny R, wyznaczony dla wzorca — siarczanu
berberyny. Pasmo berberyny posiadato zréznicowa-
na intensywno$¢ w zaleznoSci od badanej probki,
w ekstraktach owocéw berberysu koreanskiego oraz
berberysu zwyczajnego bylo bardzo stabo widoczne,
inaczej niz dla berberysu Thunberga. Obok pasma
odpowiadajacego berberynie mozna zaobserwowaé
dodatkowe zotte pasmo przy R, = 0,13, pochodzace
od innego alkaloidu. Poréwnanie z danymi literatu-
rowymi sugeruje, ze moze to by¢ palmatyna (23) lub
pochodna berberyny. Podobny obraz, z dodatkowym
zOttym pasmem ponizej gtéwnego pasma berberyny
(takze w przypadku substancji wzorcowej), uzyskali
Andola i wsp. (24). Pozostate pasma o innej niz z6tta
barwie pochodza od innych sktadnikéw fitochemicz-
nych obecnych w ekstraktach, zapewne polifenoli.
Charakterystyczne czerwone pasma przy wysokich
wartosciach R, obserwowane w probkach odmian
Red Pilar i PowWow, odpowiadajg zwiazkom z gru-
py karotenoidéw. Rozmycie pasm na plytce HPTLC
wynika z obecnosci cukréw, ktére nie byly usuwane
z ekstraktow.

Przeksztatcenie obrazu ptytki chromatograficzne;j
do postaci klasycznego chromatogramu za pomoca
dedykowanego oprogramowania umozliwia analize
iloSciowa. Na podstawie krzywej wzorcowej wyzna-
czonej dla wzorca — siarczanu berberyny naniesione-
go na plytke w zakresie stezen (0,5-2 ug) obliczono
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Ryc. 3. Obraz plytki chromatograficznej z rozdziatu ekstraktow
owocow berberysu (Sciezki 1-9) oraz wzorcowego siarczanu
berberyny (Sciezka 10). Oznaczenia przy probkach B. vulgaris:
(L) - liofilizowany, (S) — suszony, dla pozostatych gatunkéw
owoce liofilizowane
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zawarto$¢ berberyny w ekstraktach. Wyniki przedsta-
wiono na rycinie 4.

Badane ekstrakty mozna podzieli¢ na 3 grupy:
o bardzo niskiej, Sredniej oraz wysokiej zawartoSci
berberyny. Niska, wrecz Sladowa, zawarto$¢ berberyny
wykazywaty owoce B. vulgaris i B. koreana — dla liofili-
zowanych i suszonych owocdw berberysu zwyczajnego
odpowiednio 5,46 i 1 mg/100 g, co moze wskazy-
wacé na niekorzystny wptyw obrdbki termicznej. Dla
berberysu koreafnskiego stezenie alkaloidu wyniosto
21 mg/100 g owocow. W grupie ekstraktow o Sredniej
zawarto$ci gléwnego alkaloidu znalazly si¢ odmiany
berberysu japonskiego: Atropurpurea, Atropurpurea
Nana i Red Rocket, dla ktorych stezenie wyniosto od
78,91 do 95,95 mg/100 g owocdw. Najwyzsza zawarto-
Scig berberyny odznaczaly si¢ trzy pozostate odmiany
B. thunbergii: Red Pilar (197,38 mg/100 g), PowWow
(258,44 mg/100 g) i Golden Carpet (304,5 mg/100 g).
Metode HPTLC stosowano wczesniej z powodzeniem
do oznaczania berberyny w innych czesciach roslin
z rodzaju Berberis (23, 24, 26), gdzie wykazano, ze uzy-
skiwane wyniki sa poréwnywalne z innymi metodami.

Tymczasem literatura naukowa podaje niewiele
danych dotyczacych zawartosci berberyny w owocach
berberysu, ktore sa niezwykle zréznicowane. Z jed-
nej strony dostepne sa dane o nieprawdopodobnie
wysokiej zawartoSci berberyny w owocach berberysu
zwyczajnego (5,2-7,7%) (27), z drugiej — alkaloidu
tego w ogdle nie wykryto w owocach tego samego
gatunku, niezaleznie od pochodzenia geograficzne-
go (28). Dla innych gatunkéw berberysu raporto-
wana zawarto$¢ berberyny w owocach ksztattowata
si¢ w przedziale od 0,0089-0,033% (co odpowia-
da 8,9-33 mg/100 g) w przypadku B. aristata (29)
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Ryc. 4. Zawartos$¢ berberyny w ekstraktach analizowanych
owocoéw berberysu. Wyniki przedstawiono jako $rednia z
trzech powtorzen *+ odchylenie standardowe. Litery nad stup-
kami oznaczaja istotno$¢ rdéznic, wyznaczong testem Tukeya
(p = 0,05). Oznaczenia przy probkach B. vulgaris: (L) — liofi-
lizowany, (S) — suszony, pozostate liofilizowane
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do 0,3-0,34% (300-340 mg/100 g) w przypadku B.
asiatica i B. petiolaris (30). W dostepnej literaturze
brakuje danych dotyczacych zawartoSci alkaloidow
w owocach B. thunbergii, jednak obecnos¢ kilku zwiaz-
kéw z tej grupy (w tym berberyny) w owocni i na-
sionach tego gatunku opisano juz w 1980 roku (31).
Uzyskane w prezentowanych badaniach wyniki po-
zwalaja klasyfikowac¢ owoce berberysu Thunberga
na podobnym poziomie pod wzgledem zawartosci
berberyny co wspomniane wyzej owoce gatunkow
B. asiatica i B. petiolaris. Jest to takze ilo§¢ porow-
nywalna z zawartoscig tego alkaloidu w korzeniach
B. thunbergii, ktéra wedtug Villinski i wsp. (32) wynosi
0,43% (430 mg/100 g). Biorac pod uwage wysoka za-
warto$¢ innych sktadnikow fitochemicznych, w tym:
flawonoidow, antocyjanin i witaminy C w owocach
berberysu ozdobnego (2), mozna uznac je za cenne
zrodto berberyny dla przemyshu farmaceutycznego
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czy produkcji suplementéw diety. Krzewy roznych
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